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RESUMO

Recentemente mostramos que os inibidores da enzima &cido graxo sintase
(FASN - EC 2.3.1.85), cerulenina e orlistat, reduzem a proliferacio e induzem apoptose
em células B16-F10 de melanoma murino via mecanismos mitocondriais. Neste
presente estudo investigamos os efeitos desses inibidores de FASN em linhagem celular
ndo-tumorigénica derivada de melanoblastos de camundongos (melan-a). O tratamento
in vitro de células melan-a com 5 pug/mL de cerulenina ou com 30 UM de orlistat inibiu

IWAFI/CIPI’ aSSII’Il

a proliferagdo celular, com actiimulo da proteina supressora de tumor p2
como induziu a via intrinseca da apoptose com liberag¢do de citocromo c e ativagdo de
caspases-3 e -9, sem ativacdo da caspase-8. Os inibidores de FASN ndo alteram o
conteudo de acidos graxos livres nas células melan-a, verificados por espectrometria de
massas, sugerindo que o tratamento com cerulenina ou orlistat induz apoptose
independente da inibicdo desta enzima. Andlise das fungdes da bioenergética
mitocondrial das células melan-a mostraram inibi¢do da respiragdo, seguido por
aumento da producdo de superdxido. A inibicdo da respiracdo, promovida pelo
tratamento com cerulenina ou orlistat, foi restrita a oxidacdo de substratos ligados a
NADH (39,9% DMSO x cerulenina; ou 60,8% EtOH x orlistat) e succinato (45,8%
DMSO x cerulenina; ou 51,8% EtOH x orlistat), e ndo foi significativa quando as
mitocondrias estavam respirando com substrato do complexo IV, N,N,N',N'-tetrametil-
p-fenilenodiamina. A protecdo conferida pelo sequestrador de radicais livres N-acetil
cisteina (NAC) sugere que a disfun¢do mitocondrial provocada por estes compostos esta
associada a estresse oxidativo e € provavel que seja mediada pela acdo de superdxido na
cadeia respiratdria nos niveis de complexos de I e II. Andlise protedmica de mitocdndria
dessas células também mostra altera¢des ligadas ao estresse oxidativo. Nossos dados em

conjunto sugerem que cerulenina e orlistat induzem apoptose em células ndo tumorais

como resultado de uma disfun¢do mitocondrial e de maneira independente de FASN.
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ABSTRACT

We have previously reported that the fatty acid synthase (FASN) inhibitors,
cerulenin or orlistat, induce apoptosis in B16-F10 mouse melanoma cells mediated by
mitochondria. Here we investigate the effects of these inhibitors on the non-tumorigenic
mouse cell line melan-a. Cerulenin or orlistat treatment decreased cells proliferation,

IWAFI/CIPI’ as WCH

accompanied by increased amounts of the tumor suppressor protein p2
as induced apoptosis, but not necrosis, in melan-a cell line. Mitochondrial cytochrome c
release and activation of caspases-9 and -3 were detected in melan-a-treated cells.
siRNAi for FASN did not culminate in apoptosis, and FASN inhibitors treatment did
not alter free fatty acids content in the non-tumorigenic cells, as verified by mass
spectrometry, suggesting that cerulenin or orlistat induces apoptosis independent on
FASN inhibition. Analysis of energy-linked functions of melan-a mitochondria showed
inhibition of respiration followed by large stimulation of superoxide production.
Respiratory inhibition after cerulenin or orlistat treatment, respectively, was restricted to
the oxidation of NADH-linked substrates (39.9 or 60,8%) and succinate (45.8 or 51.8%)
and was not significant when mitochondria were respiring on the complex IV substrate,
N,N,N',N'-tetramethyl-p-phenylendiamine. The protection conferred by the free radical
scavenger NAC suggests that the mitochondrial dysfunction caused by these compounds
is associated with oxidative stress and is mediated by the action of superoxide on the
respiratory chain at the levels of complexes-1 and II. Proteomic analysis of mitochondria
melan-a cells also indicate major changes linked to oxidative stress. Taken together, the

present results show that cerulenin or orlistat induces apoptosis in non-tumorigenic cells

via mitochondrial dysfunction, independent on FASN inhibition.
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1.1. Acido graxo sintase (FASN)

A 4cido graxo sintase (fatty acid synthase — FASN, EC.3.1.85) é a enzima
metabdlica responsavel pela sintese endégena de 4cidos graxos saturados de cadeia longa,
especialmente palmitato, a partir dos substratos de carbono acetil-CoA e malonil-CoA
dependentes da a¢io da NADPH como doador de prétons H' (Fig. 1) (Stoops e Wakil,
1981; Tsukamoto, Wong et al., 1983; Kuhajda, Pizer et al., 2000; Chirala, Jayakumar et al.,
2001; Rangan, Joshi et al., 2001; Baron, Migita et al., 2004).
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(THr-(CHz}ITL[-O + TANADP* + 60 + BCoASH + 7003

1 palmitato

Fig. 1 Demonstragdo estequiométrica de FASN, onde apenas um tnico acetil CoA € condensado pela enzima
com malonil CoA, resultando na formacdo de uma cadeia de dois carbonos. Para a producdo final de
palmitato, a adi¢do de seis moléculas de malonil CoA na cadeia em crescimento se faz necessdria. Os

subprodutos formados s@o: dgua, diéxido de carbono e fons positivos de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato, NADPH (modificado a partir de Kuhajda, 2000).
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Estruturalmente o complexo multienzimatico de FASN é formado por um
homodimero composto por duas cadeias polipeptideas longas, com massa molecular de
~270 kDa. Cada cadeia possui sete sitios cataliticos e um sitio para a proteina carregadora
de acil (ACP, acyl carrier protein), distribuidos a partir da extremidade amino terminal em
dire¢do a carboxil terminal, na seguinte ordem: B-cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-
CoA transacilases, desidratase, enoil redutase, B-cetoacil redutase, ACP e tioesterase (Fig.
2) (Wakil, 1989; Smith, 1994; Jayakumar, Tai et al., 1995; Brink, Ludtke et al., 2002;
Smith, Witkowski et al., 2003; Menendez, Vellon et al., 2005a).

Orlistat (tetrahidrolipstatina, Xenical®)

Entrada do substrato Liberagao do paimitaio
i e —
— «NHCHO
¥
a
6 0
£ _/
5 s I
— - n-Cy 1H23/\/_—\”'06H13
Translocagdo SH
SH /
N Cerulenina ([2R, 3S], -2,3 epoxi-1-oxo-7, 10
ﬁ”‘l Reduch trans, transdodecadienamida)
g edugao - :
E ACP KR ER DE T ; G
0 . — W\rﬂ Hs
Liberagéo do palmitato Entrada do substrato
— 8] 0]

Fig. 2 Representacdo do complexo enzimdtico de FASN e seus sitios de inibi¢do pelas drogas cerulenina, C75
e orlistat. Sitios de FASN: B-cetoacil sintase (KS — ketoacyl synthase), acetil-CoA (AT — acetyl transferase) e
malonil-CoA transacilases (MT — malonyl transferase), desidratase (DE — dehydratase), enoil redutase (ER —
enoyl reductase), B-cetoacil redutase (KR — ketoacyl reductase), proteina carregadora de acil (ACP — acyl

carrier protein) e tioesterase (TE — thioesterase) (modificado a partir de Menendez et al. 2005b).
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FASN tem grande participagdo na formacdo de membranas celulares, uma vez que
produz componentes como 4cidos graxos e seus derivados (Chirala, Chang et al., 2003). Os
acidos graxos e seus derivados sao responsaveis por uma série de funcdes no organismo,
dentre elas, a constru¢do do isolamento de membranas celulares, a ancoragem de
membranas proteicas, além de agir como mensageiros intracelulares e como forma
armazenadora de energia (Kumar-Sinha, Ignatoski et al., 2003; Liu, Liu et al., 2010). Os
dcidos graxos também existem como componentes de triacilglicerol, fosfolipidios e

colesterol ou em formas livres.

A expressao de FASN na maioria dos tecidos normais € baixa ou até mesmo
ausente, exceto em figado, tecido adiposo, mama durante a lactacdo, endométrio na fase
proliferativa e pulmdes dos recém-nascidos (Kuhajda, Pizer et al., 2000; Chirala,
Jayakumar et al., 2001; Kusakabe, Nashimoto et al., 2002). A atividade alta de FASN em
tecidos normais € uma excegdo dos tecidos altamente lipogénicos, uma vez que na maioria
dos tecidos normais a atividade dessa enzima é baixa, pelo fato da maior parte do
fornecimento de dcidos graxos para a célula ser origindrio da dieta (Weiss, Hoffmann et al.,
1986; Baron, Migita et al., 2004; Menendez, Vellon et al., 2005b). Por outro lado, o oposto
¢ verificado em células neopldsicas malignas, onde a maior parte dos dcidos graxos provém
da sintese enddgena, e esta biossintese de dcido graxo se faz necessdria para células
cancerigenas tanto para sintetizar novas membranas, quanto para gerar moléculas
sinalizadoras, como as fosfatidil inositol, fosfatidil serina ou fosfatidil colina, das quais sdo
fatores extremamente importantes para ativacdo da proliferacdo e vias de sobrevivéncia

(Fritz, Benfodda et al., 2013).

Diversos sdo os tumores que apresentam aumento da atividade desta enzima:
carcinoma de mama (Milgraum, Witters et al., 1997), de ovério (Alo, Visca et al., 2000), de
prostata (Swinnen, Roskams et al., 2002), de endométrio (Pizer, Chrest et al., 1998), de
tiredide (Vlad, Axiotis et al., 1999), de pulmao (Piyathilake, Frost et al., 2000), de c6lon
(Visca, Alo et al., 1999), de esofago (Nemoto, Terashima er al., 2001), de estdbmago
(Kusakabe, Nashimoto et al., 2002), de bexiga (Visca, Sebastiani et al., 2003), carcinoma
espinocelular bucal (Krontiras, Roye et al., 1999; Agostini, Silva et al., 2004; Silva,
Agostini et al., 2004), melanoma (Innocenzi, Alo et al., 2003; Kapur, Rakheja et al., 2005)
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e sarcomas de tecidos moles (Takahiro, Shinichi ef al., 2003; Rossi, Ou et al., 2006). Além
disso, varios trabalhos demonstram uma correlacdo direta entre altos niveis e atividade de
FASN com um pior progndstico em neoplasias malignas humanas, fazendo desta enzima
um possivel alvo terapéutico (Epstein, Carmichael et al., 1995; Gansler, Hardman et al.,
1997; Alo, Visca et al., 2000; Kuhajda, 2000; Innocenzi, Alo et al., 2003; Rossi, Graner et
al., 2003; Takahiro, Shinichi et al., 2003; Kapur, Rakheja et al., 2005; Liu, Shi et al., 2006;
Rossi, Ou et al., 2006; Menendez e Lupu, 2007). Segundo Menendez e Lupu (2007), FASN
participa ndo somente das vias de transdugdo de sinais, do metabolismo, da regulacdo, da
proliferacdo e sobrevivéncia de células tumorais, mas também modula a progressdao
metastitica de neoplasias malignas. Além disso, ja foi demonstrado que o bloqueio quimico
da atividade de FASN inibe a progressdo do ciclo celular e induz apoptose em diversas
neoplasias malignas humanas, dentre elas, o melanoma (Pizer, Jackisch et al., 1996; Pizer,
Wood et al., 1996; Furuya, Akimoto et al., 1997; Pizer, Chrest et al., 1998; Kuhajda, Pizer
et al., 2000; Li, Gorospe et al., 2001; Knowles, Axelrod et al., 2004; Kridel, Axelrod et al.,
2004; Menendez, Vellon et al., 2004; Zecchin, Rossato et al., 2010).

1.1.1 Regulacio da expressao de FASN

A regulacdo transcriptacional de FASN é bem caracterizada, entretanto pouco se
sabe sobre sua regulacdo pos-translacional. Igualmente, os efeitos de hormodnios e
nutrientes na expressao de FASN sdo claros, mas seus efeitos imediatos sdao pouco
entendidos. A expressdo de FASN no figado e no tecido adiposo € regulada pela dieta,
através da insulina, glucagon, AMP ciclico, frutose, glicose, glicocorticéides e hormonio
tireoideano T3 (Fukuda, Iritani et al., 1999). Nestes tecidos, a produ¢do endégena de 4dcidos
graxos € estimulada pela ingestao de carboidratos e inibida por 4cidos graxos ou pelo jejum
(Kersten, 2001). No tecido adiposo estes efeitos sdo mediados por hormdnios que tém o
potencial de estimular (insulina) ou inibir (leptina) a lipogénese dependente de FASN. A
insulina promove a expressio de FASN através da ativagdo de fatores de transcri¢ao
SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein) (Foretz, Guichard et al., 1999) e
USF1 e USF2 (upstream stimulatory factors 1 and 2) (Wang e Sul, 1995; 1997).

Contrariamente, glucagon e AMP ciclico inibem o aumento da atividade de FASN
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induzidos por carboidratos apds o jejum em ratos (Lakshmanan, Nepokroeff et al., 1972;
Nepokroeff, Lakshmanan et al., 1974; Paulauskis e Sul, 1989). A insulina estimula a
expressdao de FASN fazendo com que o excesso de glicose seja estocado como gordura nos
adipdcitos, enquanto a leptina inibe a atividade de FASN em resposta ao excesso de
gordura presente nos adipdcitos (Fukuda, Iritani et al., 1999). Nos hepatdcitos, além da
regulacdo hormonal descrita, a presenca de dcidos graxos poliinsaturados provenientes da
dieta leva a diminui¢do de SREBP-1c, responsavel pela regulagdo da sintese de colesterol
(Brown e Goldstein, 1997; 1999; Horton, 2002). As SREBPs formam uma familia de
fatores de transcri¢do envolvidos na manuten¢do da homeostase do colesterol intracelular,
no controle da sintese de dcidos graxos e na diferenciacio de adipdcitos (Briggs, Yokoyama

et al., 1993; Wang, Briggs et al., 1993).

A regulacdo da express@ao da FASN no cancer € complexa e envolve a atuagdo em
conjunto do controle transcricional e pds-translacional com vérias influéncias do
microambiente (Kuhajda, 2000; Menendez e Lupu, 2007; Mashima, Seimiya et al., 2009).
Em células neopldsicas, a maior parte dos acidos graxos € proveniente da biossintese
enddgena de maneira praticamente independente da dieta (Ookhtens, Kannan et al., 1984;
Weiss, Hoffmann et al., 1986; Menendez, Vellon et al., 2005b). Desse modo, a regulacao
da expressdao de FASN tem sido extensivamente estudada em diversas neoplasias malignas
humanas. Estrégeno, progesterona, andrégenos, ErbB2 também conhecido como HER2/neu
(Human Epidermal growth factor Receptor 2) e o fator de crescimento epidérmico (EGF)
interagem e sdo responsaveis pela ativagdo da cascata das vias de sinalizagdo PI3/AKT e
MAPK, com subsequente ativagdo transcricional de FASN, ou seja, estimulam a expressao
de FASN em células de cancer de mama e de préstata (Kuhajda, 2000; Swinnen, Heemers
et al., 2000; Lacasa, Le Liepvre et al., 2001). Esta regulacdo das vias de transducao AKT e
MAPK ¢ regulada através do aumento da expressdo de SREBP-lc, cuja forma ativa
estimula regides regulatérias do gene promotor que codifica a FASN (Swinnen, Esquenet et
al., 1997; Swinnen, Heemers et al., 2000; Heemers, Maes et al., 2001). A observacdo da
associacdo direta entre a oncoproteina ErbB2 e FASN, através da via PI-3K/Akt, que
também atua sobre o promotor de FASN (Kumar-Sinha, Ignatoski et al., 2003) ¢é
importante, pois uma alta expressao e/ou amplificacdo de ErbB2 estd associada com um

pior progndstico para cancer de mama (Yarden, 2001; Kumar-Sinha, Ignatoski et al., 2003;
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Ross, Linette et al., 2003). Além disso, a frequente perda de fungcdo do gene supressor de
tumor PTEN pode ativar a via PI-3K/Akt e desempenhar um papel importante na regulacao
de FASN em células neopldsicas (Van De Sande, De Schrijver et al., 2002;
Bandyopadhyay, Zhan et al., 2006). Outras vias também estdo presentes no controle da
expressdo de FASN: a associacdo de proteinas de transcri¢do da familia p53 (D'erchia,
Tullo et al., 2006; Martel, Bingham et al., 2006), mecanismos pds-translacionais (Shah,
Dhir et al., 2006), ubiquitinacdo controlada por andrégenos via USP2-a (ubiquitin-specific
protease 2a), estresse metabdlico de microambiente via AMPK (Oliveras-Ferraros,

Vazquez-Martin et al., 2009) e hipéxia (Furuta, Pai et al., 2008).

1.1.2 Inibidores especificos da atividade de FASN

Alguns agentes foram descritos como inibidores de FASN como, por exemplo,
cerulenina e seu andlogo sintético C75, orlistat, triclosan, C93, platencimicina e alguns
polifendis como quercetina, resveratrol e epigalocatequina galato (EGCG) (Kuhajda, Pizer
et al., 2000; Li, Gorospe et al., 2001; Kridel, Axelrod et al., 2004; Lupu e Menendez, 2006;
Flavin, Peluso et al., 2010; Pandey, Okuda et al., 2011), entre outros compostos como

podemos verificar na Tabela 1.
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Tabela 1. Inibidores da enzima acido graxo sintase com potencial terapéutico, descobertos

até o momento (modificado a partir de Flavin et al. 2010).

Inibidores da enzima acido graxo sintase

Pequenas moléculas inibidoras
= Cerulenina

=C75

= Orlistat

= C93 (FAS93)

= FAS31

= C247

= GSK837149A

= Platensimicina

= Merck 3-aryl-4-hydroxyquinolin-2(1H)-one scaffold
» AstraZeneca bisamide scaffold
Polifenois que ocorrem naturalmente
= Epigalocatequina

= Luteolina

= Taxifolin

= Kaempferol

* Quercetina

= Apigenina

Componentes da Dieta

= Catequinas

* Proteina de soja

= Acido graxo monoinsaturado 4cido oleico (18:1n-9)

A cerulenina ([2R, 3S], -2,3 epoxi-1-oxo0-7, 10 trans, transdodecadienamida) é um
metabdlito natural do fungo Cefalosporium caerulens, descoberto em 1960 por suas
propriedades antiftingicas (Hata, Sano et al., 1960), mais especificamente, a cerulenina é
responsavel por inibir a atividade de espécies como Candida albicans e Saccharomyces sp

entre outros fungos (Sato, Nomura et al., 1967; Omura, 1976). Essa droga também ¢ um
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potente inibidor irreversivel e ndo competitivo de FASN em bactérias, leveduras e
mamiferos. A inibicdo da atividade de FASN por cerulenina foi demonstrada por
cristalografia do complexo de FASN com cerulenina em fungos, através da ligacdo
covalente com o sitio ativo B-cetoacil sintase (Johansson, Wiltschi et al., 2008), responséavel
pela reacdo de condensagdo dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Fig. 2) (Kuhajda,
Pizer et al., 2000). Seu andlogo sintético C75 € uma pequena molécula formada por cadeia
de 7 carbonos (o-metileno-y-butirolactona) e que possui efeitos inibitérios comparaveis aos
da cerulenina, sendo mais estavel e, portanto, apresentando melhores efeitos in vivo (Pizer,

Chrest et al., 1998; Kuhajda, Pizer et al., 2000).

Recentemente foi descrito que a droga orlistat (tetrahidrolipstatina, Xenical®,
Roche, EUA), um derivado semissintético da lipstatina, aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA, EUA) para o tratamento da obesidade por inibir irreversivelmente as
lipases gastricas e pancredticas no interior do trato gastrointestinal (Guerciolini, 1997; Lupu
e Menendez, 2006), também age como inibidor especifico e irreversivel do sitio catalitico
tioesterase de FASN, o qual € responsdvel pela liberacdo do palmitato pela ACP (Fig. 2)
(Kridel, Axelrod et al., 2004; Menendez, Vellon et al., 2005a). Recentemente foi
demonstrado que o orlistat € um substrato do dominio tioesterase através de cristalografia

de alta resolucdo (Pemble, Johnson et al., 2007).

O triclosan (5-cloro-2-[2,4-diclorofenoxi] fenol) € um agente antiséptico utilizado
em sabonetes, dentifricios e enxaguatdrios bucais, que bloqueia a atividade de FASN pela
inibi¢do do dominio enoil redutase (Liu, Wang et al., 2002). Entre os polifenéis esti a
EGCG (epigalocatequina-3-galato) componente natural do chd verde, a qual apresenta
atividade compardvel a da cerulenina e do C75, por bloquear FASN no sitio B-cetoacil

sintase (Wang e Tian, 2001).

1.1.3 Efeitos biolégicos da inibicao de FASN

Foi demonstrado previamente que o tratamento com cerulenina, C75 ou orlistat
inibe a progressdo do ciclo celular e induz morte celular em diversas neoplasias malignas

humanas, tais como mama, préstata e estobmago (Pizer, Jackisch et al., 1996; Pizer, Wood et
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al., 1996; Furuya, Akimoto et al., 1997; Pizer, Chrest et al., 1998; Kuhajda, Pizer et al.,
2000; Li, Gorospe et al., 2001; Knowles, Axelrod et al., 2004; Kridel, Axelrod et al., 2004;
Menendez, Vellon et al., 2004; Menendez, Vellon et al., 2005a). Em estudo recente, foi
demonstrado que a cerulenina é também capaz de inibir o crescimento de fibroblastos
gengivais humanos normais em culturas primarias (Almeida, Coletta et al., 2005), assim
como o orlistat reduz a taxa de proliferacdo de células endoteliais de corddo umbilical
humano (Browne, Hindmarsh et al., 2006), o que sugere uma forte associacdo entre o
controle do ciclo celular e a atividade de FASN. Grande parte dos acidos graxos produzidos
pelas células tumorais é incorporada nos fosfolipidios de membrana e a sintese destes
fosfolipidios é bloqueada quando ha inibi¢do da sintese de dcidos graxos (Jackowski, Wang
et al., 2000; Menendez, Vellon et al., 2005b). A biossintese de fosfolipidios € maior entre
as fases G1 e S do ciclo celular, quando a membrana praticamente dobra em massa, antes
da divisdo celular. Portanto, a inibicdo de FASN leva a um acimulo das células na fase G1
provavelmente por inibir a sintese de 4cidos graxos destinados a sintese de membranas
celulares (Menendez, Vellon et al., 2005b). Além de inibir a sintese de dcidos graxos, o
tratamento com orlistat bloqueia o ciclo celular nas fases GO/G1, inibe a expressdo de
ErbB2 e aumenta os niveis da proteina supressora de tumor p27Kip1, levando a apoptose
(Menendez, Vellon et al., 2004; Menendez, Vellon et al., 2005a). Adicionalmente, foi
demonstrado que em células B16-F10 derivadas de melanoma murino, o tratamento com
orlistat resultou em actimulo da proteina p27""', que é uma das principais proteinas
responsaveis pela repressdo do ciclo celular nas fases GO/G1, ao mesmo tempo em que
aumentou os niveis da proteina Skp2, responsdvel pela ubiquitinacdo e subseqiiente

degradacdo proteossomica de p27<"' (Carvalho, Zecchin et al., 2008).

Os mecanismos pelos quais a inibi¢do de FASN inibe a progressao do ciclo celular e
induz apoptose nao estdo totalmente esclarecidos. Algumas hipéteses foram propostas e o
envolvimento mitocondrial (ver adiante) estd presente em partes deste processo. As
informacdes disponiveis na literatura até o momento sugerem que a inibi¢cdo de FASN leva
a: (1) acumulo do intermedidrio malonil-CoA que, por sua vez, inibe a enzima carnitina
palmitoiltransferase-1 da membrana mitocondrial, responsdvel pela transesterificacdo de
acil-CoAs de cadeia longa em acil-carnitina, que entdo entra na mitocondria para ser

oxidada (Bandyopadhyay, Zhan et al., 2006); (2) acimulo de ceramida, relacionada com a
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indu¢do da via extrinseca de apoptose (ver adiante) através dos receptores de morte
(Bandyopadhyay, Zhan et al., 2006); (3) aumento da expressdo de genes pré-apoptoticos
como Bax e Bak (Heiligtag, Bredehorst et al., 2002; Liu, Shi et al., 2006); (4) clivagem de
PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase), enzima nuclear envolvida no reparo de DNA e
ativada na presenca de danos no material genético (Menendez, Vellon et al., 2005b); (5)
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs, ver adiante) e perda do
potencial elétrico de membrana mitocondrial (AW, ver adiante) (Chajes, Cambot et al.,
2006); (6) liberacdo de citocromo ¢ e conseqiiente ativacdo de caspases (Heiligtag,
Bredehorst ef al., 2002; Liu, Shi et al., 2006); (7) envolvimento do gene supressor de tumor
pS3 (Li, Gorospe et al., 2001); e (8) inibi¢do da ativacdo de PI3K/Akt (Van De Sande, De
Schrijver et al., 2002; Liu, Shi et al., 2006). Recentemente verificamos que a inibi¢ao de
FASN com orlistat reduz em 50% o ntimero de linfonodos metastiticos em um modelo
animal de metéstases espontaneas de melanoma, além de reduzir a proliferacio e induzir a
apoptose das células de melanoma B16-F10 (Carvalho, Zecchin et al., 2008). A partir
destes resultados, posteriormente demonstramos que, in vitro, a inibi¢do especifica da
atividade de FASN em linhagem celular de melanoma murino, B16-F10 (i) induz a via
intrinseca da apoptose, mediada pela liberacdo de citocromo c a partir das mitocondrias,
seguida por ativacdo de caspases-9 e -3. O silenciamento de FASN através de RNA de
interferéncia (RNAi) confirmou o mecanismo de apoptose dessas células, através da
detec¢do de liberacdo de citocromo c. Além disso, a morte das B16-F10 foi precedida por
estresse oxidativo, conforme verificado por aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e da [Ca2+]cit (Zecchin, Rossato et al., 2010), (ii) reduz significativamente a
proliferacdo celular através do aumento dos niveis de p21WAF1/Cipl e de p27Ki‘°1 co-
imunoprecipitada com cdk2, acompanhados de redugcdo de cdk2 e Skp2, e (iii) altera a
composi¢do dos dcidos graxos livres presentes nas mitocondrias das células B16-F10, onde
verificamos que as mitocondrias de células B16-F10 tratadas com orlistat mostram
significativa reducdo na quantidade de acido palmitico e de seus produtos de elongacgdo e
dessaturagdo, tais como 4cidos araquidonico, behénico e oléico, respectivamente, através de
espectrometria de massa (electrospray ionization mass spectrometry, ESI-MS) (Zecchin,

Alberici et al., 2011).
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1.1.4. Efeitos dos inibidores de FASN em células nao tumorais

Como descrito anteriormente, varios sdo os trabalhos que mostram os efeitos de
inibidores de FASN em células tumorais, entretanto sdo poucos os trabalhos que reportam
os efeitos de tais inibidores em células ndo tumorais (Almeida, Coletta er al., 2005;
Browne, Hindmarsh et al., 2006; Silva, Cunha et al., 2008). A literatura sugere que as
células “normais” sdo mais resistentes a acdo citotoxica dos inibidores de FASN (Pizer,
Jackisch et al., 1996; Pizer, Pflug et al., 2000; Pizer, Thupari et al., 2000; Zhang, Guo et
al., 2005). Além disso, os inibidores de FASN tém mostrado efeito antitumoral
significativo, sem apresentar toxicidade para a proliferacio de tecidos normais como
medula dssea, pele, figado e trato gastrointestinal (Pizer, Pflug et al., 2000; Pizer, Thupari

et al., 2000).

Pizer e colaboradores (1996) mostraram que o tratamento com 5 ug/mL de
cerulenina por 72 h inibe o crescimento de células humanas OVCAR-3 de cancer de ovario,
mas nao de linhagem celular controle, derivada de fibroblastos de pele humana (JW, Non
transformed Human Skin Fibroblasts Line). O crescimento de fibroblastos derivados de
cultura primdria de gengiva de individuos normais ndo foi alterado apds o tratamento com
2,5 ug/mL de cerulenina, em comparacdo com células TCA-83 de carcinoma espinocelular
de lingua (Zhang, Guo et al., 2005). Helligtag e colaboradores (2002) mostraram que tanto
fibroblastos (NHLF, Normal Human Lung Fibroblasts), quanto queratindcitos (NHEK,
Normal Human Epidermal Keratinocytes) normais humanos sdo resistentes aos efeitos
apoptoticos da cerulenina, mesmo em células tratadas com 15 pg/mL do inibidor de FASN
no periodo de 12 h (Heiligtag, Bredehorst er al., 2002). Zhao e colaboradores (2006)
demonstraram que a toxicidade da cerulenina, com variagdes nas concentragdes de 0,5 a 10
pug/mL no tratamento, € seletiva para células de glioma humano, uma vez que as mesmas
apresentaram diminuicdo da viabilidade celular, enquanto astrécitos normais, derivados de
cultura primdria de ratos, permaneceram inalterados apds o tratamento por 24 a 144 h

(Zhao, Kridel et al., 2006).

Células normais derivadas de epitélio bovino ndo apresentaram nenhum efeito apds

tratamento com orlistat, mesmo em altas concentracdes (200 a 500 uM), diferentemente de

43



células NUGC-3 de cancer gastrico humano, as quais sofreram autofagia transitéria, no
periodo de 2 h (Dowling, Cox et al., 2009).

Recentemente foram avaliados os efeitos antiproliferativos dos inibidores de FASN
cerulenina, triclosan e orlistat em células de retinoblastoma, Y79 e em linhagens nao
neoplasicas 3T3, derivadas de fibroblastos de embrido de rato e células gliais de Miiller
(MIO-M1), derivadas da retina neural. O tratamento com inibidores de FASN nas células
nao neopldsicas, 3T3 e MIO-M1, induziu perda de até 25% de viabilidade, enquanto que
nas células neoplésicas Y79 a toxicidade foi superior a 50%. Estes dados sugerem certa
seletividade dos inibidores de FASN para as células de retinoblastoma em relacdo as
células controles ndo neoplésicas (Deepa, Vandhana et al., 2012).

Apesar dos trabalhos acima mostrarem que o tratamento com inibidores de FASN
ndo apresenta efeitos significativos de morte celular e/ou redugdo do crescimento em
células “normais”, em trabalho recente da literatura foi demonstrado que o tratamento com
cerulenina reduziu significativamente a proliferacao de fibroblastos normais em culturas
primdrias avaliada no periodo de 24 a 96 h, a partir de 5 ug/mL (Almeida, Coletta et al.,
2005). Browne e colaboradores (2006) também mostraram efeitos antiproliferativos, agora
utilizando baixas concentragdes de orlistat (1 a 5 uM) em linhagem HUVEC, de células
endoteliais normais. Nesse estudo, orlistat primeiramente inibiu a proliferacdao celular apds
24 h de tratamento, resultando em apoptose no periodo posterior analisado, de 48 h. Seguin
e colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento de células endotelias RAEC,
derivadas de aorta de coelhos, com os inibidores de FASN, 0,75 pg/mL de cerulenina e 100
uM de orlistat, diminui significativamente a proliferacdo e induziu apoptose celular.
Entretanto, esse mesmo tratamento na linhagem HUVEC, derivada de células endoteliais e
cordao umbilical humano, ndo afetou a viabilidade celular, talvez pelo fato destas células
apresentarem baixas taxas de replicacdo em comparacdo com as RAECs (Seguin, Carvalho
et al., 2012). Estes estudos sugerem que a producdo enddgena de 4cidos graxos ndo seja

essencial somente para as células malignas.
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1.1.5 Inibidores de FASN e perspectivas

Nos ultimos 15 anos, FASN aparece como um alvo atrativo para a terapia do cancer,
e, de fato, a relevancia de FASN tem sido confirmada apds seu silenciamento com RNAi
(De Schrijver, Brusselmans et al., 2003; Menendez, Lupu et al., 2005). Primeiramente
estudos demonstram que pequenas moléculas como cerulenina, C75 e orlistat sdo capazes
de induzir apoptose em diversas linhagens de células de cancer e retardar o crescimento de
tumores em diversos modelos de cancer xenografico, no entanto, oS mecanismos
envolvidos ndo estdo totalmente esclarecidos. Estas moléculas tém varios pontos negativos
como seletividade, alteragdes no metabolismo e limitagdes farmacoldgicas que dificultam o
seu uso pré-clinico e em situagdes clinicas. Novos inibidores de FASN recentemente foram
reportados na literatura cientifica e de patentes que atestam a atividade nesse campo. A
superexpressdao de FASN em diversas lesdes pré-invasivas indicam a potencial utilizagdao
dos inibidores de FASN para quimioprevencdo (Milgraum, Witters et al, 1997;
Piyathilake, Frost et al., 2000; Kusakabe, Nashimoto et al., 2002; Kearney, Pretlow et al.,
2009). A manipulagdo da dieta pode se tornar vidvel na terapéutica anti-neopldsica, uma
vez que catequinas do cha verde inibem FASN sem estimulacdo da ativagdo cruzada da
oxidagdo de acidos graxos, assim como induzem perda de peso (Puig, Relat et al., 2008;
Puig, Vazquez-Martin et al., 2008). Adicionalmente, resultados prévios demonstraram que
a dieta com proteina de soja diminui os niveis de insulina circulantes e a expressao de
FASN no cdélon, atenuando danos ao DNA induzidos pela insulina. Este efeito anti-
apoptético mediado por FASN durante a carcinogénese resulta na reducdo do estado
tumorigénico geral (Xiao, Su et al., 2008). Também foi demonstrado que o tratamento com
o principal acido graxo monoinsaturado encontrado no azeite de oliva, o 4cido oleico
(18:1n9), presente na dieta mediterranea, tem efeitos antitumorais por bloquear e diminuir a
expressao de FASN (Menendez e Lupu, 2006).

Futuramente, se os inibidores de FASN forem suficientemente toleraveis e
amplamente disponiveis estudos serdo necessarios para identificar os pacientes candidatos a
essa terapéutica. Um estudo epidemioldgico recente sugere uma interacao entre a obesidade
e o impacto da FASN, de tal forma que os efeitos deletérios desta enzima sobre a sobrevida

parecem ser mais pronunciados em pacientes obesos. Especificamente, Ogino e
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colaboradores (2008) observaram que o aumento da expressio de FASN em tumores de
cOlon foi associado com o aumento da mortalidade em paciente com indice de massa
corporea elevado, mas nao naqueles com indices baixos (Ogino, Nosho et al., 2008). Estas
evidéncias epidemioldgicas levantam a possibilidade de que os homens que sdo obesos e
cujos tumores expressam altos niveis de FASN devem ser primeiramente selecionados para

ensaios com inibidores de FASN quando isso se tornar disponivel.

1.2. Mitocondrias

As mitocOndrias sdo organelas responsdveis por realizar diversas funcdes, tais com:
(1) conversdo de energia de 6xido-reduc@o em energia quimica utilizavel pelos processos
celulares, ou seja, producdo de ATP; (ii) estd diretamente envolvida com as vias de
sinalizagdo de ciclo celular e morte celular como apoptose e necrose; (iii) participam no
estresse oxidativo através da produgdo de espécies reativas do oxigénio; (iv) e ainda sua
disfungdo estd associada a diversas patologias como Diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas € no processo de envelhecimento

(Figueira, Barros et al., 2013).

Estdo presentes em quase todas as células eucaridticas de animais e vegetais, com
dimensdes da ordem de grandeza de 1 pm. Estruturalmente € constituida por duas
membranas e dois compartimentos por elas limitados. O compartimento mais interno,
delimitado pela membrana mitocondrial interna, é denominado de matriz mitocondrial e
contém enzimas do ciclo de Krebs, da B-oxidacdo de é4cidos graxos, da oxidacdo de
aminoécidos, o complexo piruvato desidrogenase e muitas outras enzimas. O segundo

compartimento, cujo volume € diminuto, € denominado espaco intermembranar por estar

localizado entre as membranas interna e externa. (Vercesi, 2003).

A permeabilidade da membrana mitoncondrial é distinta entre as membranas, a
externa é permedvel a pequenas moléculas e fons que se movem livremente através de
canais transmembranas formados por uma familia de proteinas integrais de membranas
chamadas porinas (Nelson e Cox, 2002). Em contrapartida, na membrana interna onde sdo

encontrados os componentes da cadeia respiratéria e a ATP sintase é impermedvel a

maioria das moléculas pequenas e a fons, incluindo prétons (HY), sendo permedvel somente
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a Oy, CO,, NO e H,0O. As tnicas espécies que atravessam a membrana interna sdo aquelas
. . e 4 _
para as quais existem transportadores especificos, como por exemplo, ATP™, ADP 3

piruvato, Ca** entre outros (Nicholls e Ferguson, 2002).

A energia necessdaria para o processo de fosforilagdo oxidativa provém da
diferenca de potencial de 6xido reducdo entre NADH e O,. Segundo Peter Mitchel, a
passagem dos elétrons retirados dos substratos respiratérios pela cadeia respiratéria ¢ um
processo exergdnico cuja energia livre resultante € convertida em um potencial
eletroquimico de H' através da membrana mitocondrial interna. Esta energia é utilizada

pela ATP sintase para fosforilar ADP a ATP (Mitchell, 1961).

Normalmente, elétrons provenientes das coenzimas NADH, reduzidas durante a
oxidagdo de carboidratos, aminodcidos e dcidos graxos, sdo transferidos a NADH
desidrogenase (complexo I, Fig. 3). O complexo I transfere seus elétrons a forma oxidada
da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH,). Elétrons
originados a partir do succinato passam para a UQ através do complexo 1l, resultando
também na reducdo da coenzima Q. Em alguns tecidos a coenzima Q pode também ser
reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na presenca de glicerol-3-fosfato citosélico)
ou pela ubiquinona oxiredutase (como resultado da B-oxidagdo de dcidos graxos). A UQH,
é entdo desprotonada, resultando na formag¢do da espécie anidnica semiquinona (UQH), a
forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem dois conjuntos separados de UQH’, um na
face citoplasmadtica e outro na face matricial da membrana mitocondrial interna, e as duas
formas de UQH’ sdo oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons para o citocromo
c. O citocromo c transfere elétrons a citocromo oxidase (complexo IV). Este complexo e
responsavel pela transferéncia de elétrons ao oxigé€nio molecular, resultando na geracao de
dgua, em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferéncia de um

elétron (Nicholls e Ferguson, 2002).

Segundo Mitchell (1961), a passagem de elétrons através da sequéncia de
intermediarios redox da cadeia respiratéria permite um fluxo de H" da matriz mitocondrial
ao espaco intermembranas, contra um gradiente de concentragdo. A formagdo deste
potencial eletroquimico transmembranico seria o elemento inicial do acoplamento entre a

oxidagcdo de substratos e a utilizacdo desta energia. O componente elétrico (AY) deste
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potencial atinge valores de aproximadamente 180 mV, no estado de repouso, enquanto o
componente quimico (ApH) oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H" através
da F,F;-ATP sintase, de volta ao interior da mitocdndria, desta vez a favor do gradiente,

estaria diretamente acoplado a producao de ATP a partir da fosforilacao do ADP.
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Fig. 3 Esquema simplificado da cadeia respiratoria e da teoria quimiosmética aplicada a mitocondria.
Os elétrons do NADH e de outros substratos oxiddveis passam através de uma cadeia de transportadores
arranjados assimetricamente na membrana. O fluxo de elétrons é acompanhado pela transferéncia de prétons
através da membrana mitocondrial, produzindo tanto um gradiente quimico (ApH) quanto elétrico (AY). A
membrana mitocondrial interna € impermedvel aos prétons, os quais podem retornar a matriz através de
canais especificos de prétons (F,) do complexo FF,ATP sintase. A for¢a préton-motora que impulsiona os
prétons de volta para a matriz fornece a energia para a sintese do ATP, catalisada pelo complexo F; associado

ao F, (modificado a partir de Nelson e Cox 2002).
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A geragdo de um gradiente eletroquimico transmembranico dé prétons (AuH") é
um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas biolégicos. Evolutivamente
este mecanismo € fundamental, ja que € aproveitado tanto na fosforilacdo oxidativa em
mitocOndrias, quanto na fotossintese de ATP em cloroplastos. Além disso, este gradiente
pode ser usado diretamente para processos endergdnicos sem a participacdo de ATP. Sao
exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP* por
ADP” (Klingenberg ¢ Nelson, 1994) e a captacio eletroforética de Ca®*, que transporta

duas cargas positivas ao interior da mitocondria (Gunter, Yule et al., 2004).

O metabolismo energético das mitocondrias € também reconhecido como o
principal fonte celular de producdo de espécies reativas de oxigénio na maioria das células
eucarioticas (Figueira, Barros et al., 2013). A passagem de elétrons pela cadeia respiratéria
tem como consequéncia a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), ou seja, os
elétrons que entram na cadeia respiratéria e nao sdo utilizados para reduzir O, a H,O sao
"perdidos" e se combinam com o oxigénio em passos intermedidrios da cadeia respiratoria,
principalmente nos complexos I e III (Turrens, 2003), promovendo a redugdo
monoeletronica do O,, gerando assim o radical superéxido (O,") (Boveris e Chance, 1973;
Liu, 1997). A geracdo do radical superéxido pode ocorrer em pelo menos cinco sitios na
cadeia respiratério (Brand, 2010): no sitio de ligacdo da ubiquinona (UQ) presentes no
complexo I e III, no grupo prostético da flavina no complexo I, na transferéncia de elétrons
da flavoproteina (ETF), na UQ oxidorredutase e na glicerol-3-fosfato desidrogenase. Dentre
esses sitios, trés sdo relativamente bem caracterizados com respeito a0 mecanismo de
geracdo de oxigénio (UQo no complexo III e UQ e flavina no complexo I) e para os outros
sitios as controvérsias na literatura continuam (Figueira, Barros et al., 2013). As
mitocondrias possuem um sistema de defesa antioxidante que dismuta o O™ a H,O», sendo
este altamente permedvel por membranas bioldgicas, podendo ser removido por
antioxidantes. H,O, pode gerar HO™ que € altamente reativo e citotéxico, sendo que a maior
parte do HO® gerado, in vivo, provém da reagio chamada de reagio de Fenton (H,O, + Fe®*

— HO'+ HO™ + Fe**) (Halliwell e Gutteridge, 1992).

As EROs geradas na mitocondria podem oxidar macromoléculas na prépria

organela ou em outros sitios intracelulares. Proteinas, principalmente da membrana
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mitocondrial interna, sdo alvos primérios de danos oxidativos induzidos por espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Esses danos envolvem a formagdo de grupos carbonila e
a oxidacdo de grupos tidis. Este tltimo pode levar a permeabilizacdo ndo especifica da
membrana mitocondrial interna, conhecida como transicdo de permeabilidade mitocondrial
(TPM), tornando-a gradativamente permedvel a prétons, ions e pequenas proteinas de até

1500 Da (Kowaltowski, Castilho et al., 2001).

1.3. Morte celular e disfuncio mitocondrial

A morte celular por apoptose difere da morte por necrose com base em diversos
aspectos bioquimicos e morfoldgicos. A apoptose estd relacionada com insultos celulares
mais amenos, que nao resultam em inflamacao e sua ativagao depende da produgdo energia,
ATP, ativacdo de caspases e outros fatores pré apoptéticos. A morfologia da apoptose é
caracterizada pela integridade das organelas celulares, incluindo a da mitocondria. A
ativacdo de caspases deflagra uma serie de fatores que permite a clevagem de substratos
especificos, que causam as principais caracteristicas da apoptose, tais como: ICAD (Enari,
Sakahira et al., 1998) e Acinus (Sahara, Aoto et al., 1999), responsaveis pela fragmentagao
do DNA e a condensacdo nuclear, enquanto p21 quinase ativada (Rudel, Zenke et al.,
1998), gelsolin (Kothakota, Azuma et al., 1997) e ROCK-1 (Coleman, Sahai et al., 2001)
formam blebbings nas membranas e os corpos apoptoéticos. Por outro lado, a necrose estd
relacionada a intesas agressdes nas células associadas com a inflamagdo, processo que
resulta na queda da producdo de ATP e ou lesdo da membrana celular, morfologicamente
caracterizada por: tumefacdo, rompimento celular e das organelas, particularmente das
mitocOndrias, aparecimento de vacuolos, acidofilia citoplasmadtica e, em suas etapas finais,
a necrose é responsdvel pela degradacdo total das células (Mcconkey, 1998; Elmore, 2007;

Kroemer, Galluzzi et al., 2009).

Conforme citado anteriormente, a inibicdo de FASN em células tumorais diminui a
proliferacdo celular e induz morte celular por apoptose (Pizer, Jackisch et al., 1996; Pizer,
Wood et al., 1996; Furuya, Akimoto et al., 1997; Pizer, Chrest et al., 1998; Kuhajda, Pizer
et al., 2000; Heiligtag, Bredehorst et al., 2002; Knowles, Axelrod et al., 2004; Kridel,
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Axelrod et al., 2004; Menendez, Colomer et al., 2005; Menendez, Lupu et al., 2005;
Menendez, Vellon et al., 2005a; b; Zecchin, Rossato et al., 2010), adicionalmente nosso
grupo mostrou que os inibidores de FASN, cerulenina e orlistat, induzem exclusivamente
apoptose, visto que a necrose e autofagia ndo participaram do processo de morte celular em

células de melanoma murino B16-F10 (Zecchin, Rossato et al., 2010).

As células possuem diversos mecanismos que regulam seu crescimento e morte. A
morte celular programada ou apoptose € essencial para o desenvolvimento normal de
qualquer organismo multicelular, apresentando diversas fung¢des, tais como (i) dar forma
aos 0rgados pela remog¢do de células e estruturas desnecessdrias e (ii) eliminar células que
ndo sdo mais necessdrias, células mutadas ou com infec¢des virais (Westphal e Kalthoff,
2003; Yoshida, 2003). Falhas nesses mecanismos podem gerar células tumorais ou
desencadear doencas autoimunes (Westphal e Kalthoff, 2003; Yoshida, 2003; Takahashi,

Masuda et al., 2004).

A mitocondria, organela conhecida como usina de energia da célula, exerce papel
importante nos processos de vida, bem como participa de vias de desencadeamento de
morte celular, através da ativacdo de agentes pré apoptdticos, como (a) citocromo ¢ (Liu,
Kim et al., 1996; Zimmermann, Bonzon et al., 2001; Ravagnan, Roumier et al., 2002), (b)
caspase-9 (Susin, Lorenzo et al., 1999), (c) a proteina Smac/DIABLO, que inativa um
grupo de proteinas citosdlicas responsdveis pela inibicdo de caspases (Du, Fang et al.,
2000; Verhagen, Ekert et al., 2000; Ravagnan, Roumier et al., 2002), (d) AIF (apoptosis
inducing factor) (Zamzami, Susin et al., 1996; Lorenzo, Susin et al., 1999; Van Loo,
Schotte et al., 2001; Ravagnan, Roumier et al., 2002), (e) endonuclease G (Li, Gorospe et
al., 2001), (f) proteinas que requerem alta temperatura (HtrA2) (Suzuki, Imai et al., 2001).

Os mecanismos de apoptose envolvem uma cascata de eventos moleculares
dependentes de energia. Até agora, pesquisas indicam que os mecanismos de apoptose sao
divididos em duas vias principais, a extrinseca ou via dependente de receptores de morte e
a intrinseca ou via mitocondrial (Fig. 4). Estas duas vias ocorrem de maneira independente,
embora possa ocorrer uma interagao entre ambas, (ver adiante) (Igney e Krammer, 2002;
Takahashi, Masuda et al., 2004). Se por um lado a via intrinseca € desencadeada na

mitocOndria, a via extrinseca tem inicio com a ativacdo dos receptores de morte (death
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domains), tais como Fas e TNF (fator de necrose tumoral), segue com a ativagdo da pro-
caspase-8 (Kadenbach, Arnold et al., 2004) e culmina com a ativagdo de caspases efetoras,
como a caspase-3 (Polster e Fiskum, 2004; Takahashi, Masuda et al., 2004). A interacao
entre ambas as vias pode ocorrer quando a proteina citosélica Bid, outra proteina da familia
Bcl-2, € clivada e translocada a mitocOndria, onde interage com a membrana e permite a
liberacdo de citocromo c (Takahashi, Masuda et al., 2004). Recentemente, verificou-se o
envolvimento das mitocondrias e caspases na apoptose induzida pela granzima B (Goping,
Barry et al., 2003; Sutton, Wowk et al., 2003). A via intrinseca ou mitocondrial pode
ocorrer de duas maneiras, como descrito a seguir. 1. Em resposta a estimulos pro-
apoptéticos tais como (i) DNA danificado, (ii) inibidores de quinase e (iii) ativacdo de
receptores da morte celular, a proteina Bad, da familia Bcl-2, se liga ao complexo Bcl-
2/Bcl-x1 presente na membrana mitocondrial (Budihardjo, Oliver et al., 1999; Polster e
Fiskum, 2004). Esta unido promove a permeabilizacdo da membrana externa pela formacgao
de poros entre os dimeros de Bax (Datta, Brunet et al., 1999; Gross, Mcdonnell et al.,
1999). Dessa forma ha efluxo mitocondrial de citocromo ¢ e da proteina Apaf-1 para o
citosol (Gross, Mcdonnell et al., 1999; Joza, Susin et al., 2001; Alirol e Martinou, 2006).
No citosol, citocromo c e Apaf-1 se ligam ao dimero Bcl-2/Bcl-xl, clivando a pré-caspase-9
e formando o apoptossomo, complexo de alto peso molecular responsavel pela ativacdo de
varias pro-caspases (Scorrano e Korsmeyer, 2003; Kadenbach, Arnold et al., 2004; Polster
e Fiskum, 2004; Green, 2005; Garrido, Galluzzi et al., 2006). Em seguida hd uma sequéncia
de clivagens promovendo a ativagdo proteolitica de precursores inativos das caspases,
culminando na morte celular programada (Hengartner, 2000; Petronilli, Penzo et al., 2001;
Scorrano e Korsmeyer, 2003; Westphal e Kalthoff, 2003). Nesta situacdo em que a
membrana mitocondrial estd permedvel decorrente do processo de apoptose ja iniciado, se a
caspase-3 se torna ativa, estudos indicam que estd ativacdo pode clivar diversos substratos
especificos, como descrito anteriormente, dentre eles, um de suma importancia para o
funcionamento da mitocondria como p75, que compde a maior parte da subunidade do
complexo I da cadeia respiratdria. p75 serve de substrato da caspase-3 ativa que, por sua
vez, quando clivado promove uma inibi¢ao da respiracdo de complexo I, orquestrando uma
disfun¢do na cadeia de transporte de elétrons, com perda AY,, (Zamzami, Marchetti et al.,

1995; Zamzami, Susin et al., 1996), inibicao de complexo I e II, direcionando uma maior
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producdo de EROs e exarcebando ainda mais o estresse oxidativo se ja implantado (Ricci,
Gottlieb et al., 2003; Ricci, Munoz-Pinedo ef al., 2004). 2. Outra via mitocondrial de
apoptose ocorre quando o efluxo de citocromo ¢ € decorrente da formagao da TPM, em
condi¢des em que hd aumento da concentracdo intramitocondrial de Ca®*, como descrito

adiante (Scorrano e Korsmeyer, 2003; Polster e Fiskum, 2004).

FAS/TNF

N Ca? / M ROS

é ,”’ +——— Bid+— CASPASE-8
Bel-2, Bel-xL—— \\

Bax, Bak —— CASPASE-9 —— CASPASE-3—— 5'%
AIF APOPTOSIS
Smac/Diablo
Citocromo c} + ATP — Apoptosome
Apaf-1

Fig. 4. Vias de apoptose. A via extrinseca pode ser iniciada apds as interagdes de Fas ou TNF com seus
respectivos dominios de morte FADD or TRADD. Esta via culmina na morte celular através da ativagdo de
caspase-8 ou pode ser mediada por BID com subseqiiente apoptose dependente da via mitocondrial. A via
intrinseca ou mitocondrial é inicada pelo aumento da [Ca**] citosdlica e producdo de EROs, direcionando para
TPM e/ou MOMP (mitochondrial outer membrane permeabilization), com liberacdo de fatores pro-

apoptéticos, ativacao de caspase-3 e morte celular (Zecchin, Inada et al., 2008).

Virias condi¢des que levam a lesdo mitocondrial com comprometimento funcional,
como peroxidagdo lipidica da membrana interna ou transicdio de permeabilidade
mitocondrial (TPM, adiante), causam morte celular tanto por necrose quanto por apoptose

(Green e Reed, 1998; Kroemer, Dallaporta et al., 1998; Lemasters, Nieminen et al., 1998;
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Crompton, 1999; Fiers, Beyaert et al., 1999). A TPM ¢é prevenida por redutores de tidis
como o ditiotreitol (DTT) (Fagian, Pereira-Da-Silva et al., 1990), e estudos demonstram
que bloqueadores da TPM, como a ciclosporina A, previne a morte celular em diversas
condi¢des patoldgicas (Di Lisa e Bernardi, 1998; Uchino, Elmer et al., 1998; Lundberg e
Weitzberg, 2009; Hansson, Morota et al., 2011), confirmando a participagdo da TPM na

patogénese de vdrias doencas.

A TPM € uma permeabilizacdo ndo seletiva da membrana mitocondrial interna,
tipicamente promovida por dois fatores; 1.Estresse oxidativo, conforme estudos indicam
que uma grande variedade de antioxidantes protege contra a TPM causada por condi¢des
distintas, sugerindo que este processo € o resultado de estresse oxidativo mitocondrial, mais
especificamente, causado por espécies reativas de oxigénio (EROs) (Fagian, Pereira-Da-
Silva et al., 1990; Valle, Fagian et al., 1993; Castilho, Kowaltowski et al., 1996;
Kowaltowski, Castilho et al., 1996; Kowaltowski, Netto et al., 1998). 2. Acuimulo
excessivo de Ca®* na matriz mitocondrial, em um processo que pode ser estimulado ou
inibido por uma variedade de compostos ou condicdes (Zoratti e Szabo, 1995; Lemasters,
Nieminen et al., 1998; Crompton, 1999; Kowaltowski, Castilho et al., 2001; Gunter, Yule
et al., 2004; Vercesi, Kowaltowski et al., 2006; Lemasters, Theruvath et al., 2009; Huang,
Vercesi et al., 2013). Na TPM, a permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna resulta
em perda de componentes da matriz mitocondrial, comprometimento da funcdo
mitocondrial e inchamento mitocondrial, com consequente ruptura da membrana
mitocondrial externa e liberacdo de proteinas do espago intermembranas (Zoratti € Szabo,
1995; Green e Reed, 1998; Lemasters, Nieminen et al., 1998; Kowaltowski, Castilho et al.,
2001; Green e Kroemer, 2004).

As alteracOes de membrana que levam a TPM ainda ndo estdo totalmente
esclarecidas. A TPM induzida por Ca®™ é um processo complexo cuja regulacdo € pouco
compreendida ao nivel molecular. Entretanto, a abertura da TPM € modulada por
nicotinamida mitocondrial (NAD e NADP) e nucleotideos de adenina (ADP, ATP)
(Vercesi, 1987; Zoratti e Szabo, 1995; Crompton, 1999; Saito e Castilho, 2010; Ronchi,
Figueira et al., 2013). Apesar do grande avanco dos estudos desde a primeira descri¢do da

TPM (Hunter, Haworth et al., 1976), a estrutura da sua formac@o permanece incerta. Dados
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da literatura sugerem que o poro seja uma montagem feita pela matriz, proteinas da
membrana interna e externa, como: translocador de nucleotideos de adenina (ANT),
voltage-dependent anion channel (VDAC), ciclofilina D, hexoquinase, creatina quinase e o
receptor de benzodiazepina, entre outras possiveis proteinas (Beutner, Ruck et al., 1998;
Brdiczka, Beutner et al., 1998; Halestrap, Mcstay et al., 2002; Baines, Kaiser et al., 2005;
Lemasters, Theruvath et al., 2009; Martin, 2010). Entretanto, outros estudos demonstraram
que algumas dessas proteinas nao sao componentes essenciais da formacdo do poro de
TPM, podendo ocorrer em particulas submitocondrial invertida, que ndo apresenta a matriz
e a membrana externa (Fagian, Pereira-Da-Silva et al, 1990); em mitoplastos, sem a
membrana externa (Ronchi, Vercesi et al, 2011); e em mitocOondrias geneticamente
deficientes em ANT, VDAC e ciclofilina D (Kokoszka, Waymire et al., 2004; Baines,
Kaiser et al., 2005; Krauskopf, Eriksson et al., 2006). Enquanto o ADP e NADP reduzido
sdo inibidores notdveis do poro de TPM, o desequilibrio redox € o principal fator que
facilita a abertura do poro de TPM in vitro e em uma variedade de condicdes patolégicas
(Crompton, 1999; Kowaltowski, Castilho et al., 2001; Figueira, Barros et al., 2013). O
papel da ciclofilina D na TPM tem recebido grande aten¢do. A ablacdo ou o
direcionamento farmacoldgico dessa proteina desensibiliza a mitocondria na TPM induzida
por Ca** (Baines, Kaiser et al., 2005). Reciprocamente, niveis elevados da expressdao de
ciclofilina D estdo associados ao aumento da suscetibilidade da TPM induzida por Ca**
(Naga, Sullivan et al., 2007; Figueira, Castilho et al, 2011). Modificagdes pOs-
translacionais da ciclofilina D, conhecidas como nitrosilagdo de cisteina ou ligacdo da p53,
surgiram como o0s principais eventos de sinalizagdo no estresse oxidativo estimulado por
Ca** na inducdo da abertura do poro da TPM (Nguyen, Stevens et al., 2011; Vaseva,
Marchenko et al., 2012).
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Considerando-se que:

v

v

em estudo prévio mostramos que a inibi¢do farmacolégica de FASN induz
apoptose em células B16-F10 de melanoma murino,

fibroblastos de gengiva normal mostraram reducdo da proliferacdo apds o
tratamento com inibidores de FASN e (Almeida, Coletta et al., 2005),

pouco se sabe sobre os efeitos dos inibidores de FASN em células
“normais”,

e que nossos dados iniciais mostraram que a cerulenina ou orlistat induz
apoptose também em células “normais”’, através de mecanismo

desconhecido,

o presente estudo teve como objetivo principal caracterizar o envolvimento

mitocondrial na apoptose induzida pelos inibidores de FASN, orlistat e cerulenina, em

células derivadas de melanoblastos de camundongo (melan-a).
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OBJETIVOS
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2.1 - Objetivo geral

O presente trabalho visa estudar os mecanismos mitocondriais envolvidos na
apoptose de células derivadas de melanoblastos de camundongo (melan-a) apds tratamento

com inibidores de FASN, cerulenina e orlistat.

2.2 - Objetivos especificos

2.2.1 - Avaliar a acdo de cerulenina e orlistat sobre a proliferacdo e o ciclo celular das

células melan-a. Capitulo I

2.2.2 - Avaliar a liberacdo de citocromo ¢ na morte de células melan-a induzida pelos
inibidores de FASN, cerulenina e orlistat, assim como a ativacdo de caspases -3, -8 e -

9. Capitulo I

2.2.3 - Analisar os efeitos de cerulenina e orlistat na fungdo bioenergética mitocondrial
de células melan-a, através do consumo de O, contendo substrados NAPH
dependentes, succinato e TMPD/ascorbato, assim como verificar a influéncia desses

inibidores na produg¢io de espécies reativas de oxigénio. Capitulo I

2.2.4 - Analisar os efeitos do tratamento da cerulenina ou orlistat no conteudo de
dcidos graxos livres de mitocondrias isoladas das células melan-a por meio de

espectrometria de massas. Capitulo I

2.2.5 - Verificar o perfil do proteoma de mitocOndrias isoladas das células melan-a

ap0s tratamento com os inibidores de FASN. Capitulo I1
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MATERIAIS e METODOS
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3.1- Cultura das células melan-a:

z

A linhagem celular melan-a € a primeira linhagem ndo tumorigénica conhecida
derivada de melanoblasto de camundongo (Bennett, Cooper et al., 1987) e foi gentilmente
cedida pela Prof®. Dra. Miriam Galvonas Jasiulionis (Departamento de Farmacologia,
Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP). As células foram cultivadas em frascos
plésticos de 75 cm? (Sarsdetd, Santana do Parnaiba, Sao Paulo, Brasil), em meio de cultura
RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, Sdo Paulo, Brasil), suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB, Vitrocell), 200 nM de 12-o-tetradecanoyl phorbol-13-acetate (TPA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 100 pg/mL de gentamicina (Vitrocell), 100 IU/mL de
penicilina (Vitrocell) e 100 mg/mL de estreptomicina (Vitrocell), a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO, e 95% de umidade. O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias,
sempre se observando o pH do mesmo e a confluéncia das culturas, para que nao houvesse
falta de substratos, nem de acidos graxos provientes do meio de cultura e do SFB. As
células utilizadas nos experimentos foram subcultivadas sempre que atingiram uma
confluéncia de 70-80%, aproximadamente. Para isso, o meio de cultura foi removido, as
células lavadas com 10 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7.4) e
entdo, incubadas a 37°C com tripsina a 2% e EDTA a 0,02%, em PBS. Apds o completo
descolamento das células (cerca de 1-5 min), a acdo da tripsina foi interrompida pela adi¢ao
de RPMI 1640 contendo 10% de SFB. As células foram centrifugadas a 2,000 xg por 4
min, ressuspensas em novo meio de cultura contendo 5% de SFB, contadas em
hemocitdmetro e semeadas em novos frascos plasticos. As células foram mantidas em
nitrogénio liquido em 10% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) e 90% de SFB. Em todos
os procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a manutencao da
esterilidade, sendo as linhagens subcultivadas por, no maximo, dez passagens a cada

descongelamento e entdo, descartadas.
3.2 - Cultura das células HaCaT:

A linhagem celular ndo tumorigénica HaCaT, derivada de queratindcitos humanos
de pele foi adquirida da Cell Line Service (CLS, Heidelberg, Alemanha). Estas células
foram cultivadas em meio de cultura DMEM contendo alta glicose (Vitrocell), 10% de SFB

e antibidticos, da mesma maneira descrita para as células melan-a.
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3.3- Preparo da solucio de cerulenina:

Cerulenina (Sigma) foi dissolvida em DMSO para uma concentragdo final estoque
de 20 mg/mL, separadas em pequenas aliquotas, as quais foram armazenadas a -20°C. As

células do grupo controle foram tratadas com o mesmo volume de DMSO.
3.4- Preparo da solucao de orlistat:

O composto ativo do orlistat (Xenical®, Roche, Suica) foi extraido de acordo com
Knowles e colaboradores (2004). O contetido de 1 cdpsula foi dissolvido em 1 mL de etanol
absoluto (EtOH), seguindo de agitacao por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, a
solucdo foi centrifugada a 12,000 xg por 5 min e o sobrenadante, com uma concentragao
estoque de 250 mM, foi estocado em pequenas aliquotas a -80°C até o momento do uso. As

células do grupo controle foram tratadas com o mesmo volume de EtOH.
3.5 - Citometria de fluxo:

Cerca de 10° células/mL foram analisadas em citdometro de fluxo FACSCalibur
equipado com laser de argdnio e software CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA,
EUA). As populagdes celulares foram identificadas por suas caracteristicas de tamanho e
granulosidade e analisadas separadamente por intensidade de fluorescéncia das sondas

especificas.
3.6 - Avaliacao das taxas de morte celular:

A porcentagem de células em apoptose e necrose foi determinada por citometria de
fluxo, em canais FL1 e FL2, apds a marcacdo com Anexina V (Invitrogen, CA, EUA) e
com 7-AAD (7-Amino-actinomycin D, Molecular Probes, Invitrogen), respectivamente.
Apo6s os tratamentos, as células foram incubadas com 0,2 pug/ul. de Anexina V-FITC ou
com 20 pg/uL de 7-AAD em tampao de ligagdao contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4), 150
mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCl, e 1,8 mM de CaCl,, no escuro, por 20 min, a

temperatura ambiente e analisadas em citometria de fluxo (Zecchin, Rossato et al., 2010).
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3.7 - Avaliacao do ciclo celular:

As células foram semeadas em placas de 6 pocos (2,5 a 6,5 x 10* células/mL). ApOs
24 h, o meio de cultura foi trocado por meio fresco ndo suplementado, ou seja, na auséncia
de SFB, a fim de se promover o sincronismo (parada em GO/G1) das células. Apds mais 24
h, o meio de cultura foi novamente trocado e as células foram tratadas com cerulenina por
18 h ou com orlistat por 36 h, na presenca de meio de cultivo suplementado com SFB.
Apés os tratamentos as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas, centrifugadas e
ressuspensas em 200 uL de etanol a 70% e armazenadas a -20°C por, no minimo, 24 h.
Ap0s este periodo as células foram centrifugadas, ressuspensas em 200 uL. de PBS com 10
ug/mL de RNase (Sigma) e incubadas a 37°C por 1 h. As células foram centrifugadas e
marcadas com 50 pg/mL de iodeto de propideo (200 uL) por 2 h a 4°C. Em seguida, as
células foram lidas em canal FL2, em citometro de fluxo e a porcentagem de células em
cada fase do ciclo celular foi determinada utilizando o programa ModFit™ (Becton

Dickinson, ME, EUA) (Carvalho, Zecchin et al., 2008; Zecchin, Rossato et al., 2010).
3.8 - Liberacao de citocromo c:

A andlise da porcentagem de citocromo ¢ presente dentro das mitocOndrias das
células melan-a foi verificada em citometria de fluxo, segundo protocolo descrito por
Campos e colaborades (2006). Apds tratamento com 5 pg/mL de cerulenina ou com 30 uM
de orlistat por 12 or 24 h, respectivamente as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas,
centrifugadas e ressuspensas em 1 mL de meio mitocondrial (125 mM de sacarose, 65 mM
de KCI, 10 mM HEPES (pH 7,2), 0,5 mM de EGTA, 1 mM MgCl; e 2 mM de KH,PO,)
suplementado com 1 mM de phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1% de coquetel de
inibidores de protease (Sigma) e digitonina a uma concentragdo final de 0,0001%. Cada
amostra foi homogeneizada a temperatura ambiente, com rdpidas passagens em vortex, até
que os controles apresentassem cerca de 50 a 60% de inviabilidade em azul de tripan 0,1%.
As células foram entdo centrifugadas a 1000 xg por 3 min, a 4°C e, em seguida, fixadas em
500 puL de paraformoldeido 3,7% por 20 min a temperatura ambiente. Apos fixagdo, as
células foram centrifugadas, lavadas em PBS e incubadas 15 min com 500 uL meio de
ligacdao (SFB a 2%, azida sddica a 0,2% e Triton-X-100 a 0,5% em PBS), seguido de

incubagdo com anticorpo primdrio contra citocromo c¢ (1:500, 6H2.B4, Promega, WI,
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EUA), por 1 h a 4°C. Logo apés, as cé€lulas foram lavadas e marcadas com anticorpo
secundério conjugado com FITC (1:200, Vector Laboratories, CA, EUA) e lidas em canal

FL1 em citdometro de fluxo (Campos, Paim et al., 2006).
3.9 - Estimativa dos niveis de superoxido:

As células melan-a foram semeadas (4,75 x 10*/mL) em placas de 6 pogos e, apos
24 h de adesdo, as células foram tratadas com 5 pg/mL de cerulenina ou com 30 uM de
orlistat durante 24 e 48 h, respectivamente. Apds os tratamentos, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas, ressuspensas em meio de cultivo sem SFB, para determinagdo
das EROs mitocondriais, mais especificamente, superoxido (Payne, Weber et al., 2007), e
incubadas com 5 uM de MitoSox (Molecular Probes) a 37°C por 10 min e lidas em canal

FL2 (Zecchin, Seidinger et al., 2007; Zecchin, Rossato et al., 2010).
3.10- Deteccao da Atividade de Caspases-9 e -8:

Células melan-a tratadas (3x10°) foram ressuspensas em 200 uL. de tampdo de lise
refrigerado (20 mM de HEPES pH 7.5, 250 mM de sacarose, 2 mM de MgCl e 1 mM de
EDTA) contendo 0,5 mM de DTT. A suspensao celular foi sonicada (Mosonix Sonicator S-
3000, New Highway Farmingdale, USA) e em seguida congeladas em -80°C. O lisado de
células foi descongelado, centrifugado a 15,000 g durante 30 min, coletado o sobrenadante
foram adicionados 200 pL de meio de reacao (25 mM HEPES pH 7.5, 10% de sacarose e
0,1% de CHAPS) contendo 10 mM de DTT. As reag¢des foram iniciadas pela adi¢ao de
substratos para caspase-8 e -9, respectivamente 0,1 mM de Ac-LETD-AFC (Sigma) ou 0,2
mM de LEHD-p-nitroanilina (Calbiochem), e incubada a 37°C durante 1,5 h conforme
descrito por Zecchin e colaboradores (2010). A atividade da caspase-8 foi medida pela
fluorescéncia de AFC livre usando Hitachi F4500 spectrofluorometer (Hitachi High-Tech,
Japan) com excitacdo e emiss@do no comprimento de ondas de 400 e 505 nm,
respectivamente, com slit na largura de 5 nm. As células foram tratadas com 1,25 pg/ml
cicloheximida (Sigma) e 10 nM de fator de necrose tumoral (TNFa, Peprotech, USA)
durante 20 h e foram usadas como controle positivo. A atividade de caspase-9 foi medida
pela absorbancia de p-nitroanilina livre usando Varian Cary 50 spectrophotometer

(Biocompare, USA) a 405 nm (Zecchin, Rossato et al., 2010).

66



3.11- Respiracao Celular:

O consumo de oxigénio produzido pelas células melan-a foi determinado apds os
tratamentos com 5 ug/mL de cerulenina ou com 30 uM de orlistat durante 24 e 48 h,
respectivamente, através do respirdmetro de alta resolu¢do Oroboros (Innsbruck, Austria)
em uma camara fechada equipada com um agitador magnético e temperatura controlada a
37°C (Vercesi, Rodrigues et al., 1998; Sirvent, Bordenave et al., 2005; Oliveira, Zecchin et
al., 2008). Cerca de 2x10° de células viaveis/mL, foram adicionadas a 2 mL de meio de
reacdao contendo 125 mM sacarose, 65 mM KCIl, 10 mM HEPES, 2,0 mM K,;HPO,, 1,0
mM MgCl, (pH 7,2), 50 uM EGTA, 0,01% BSA e substratos de complexo I: 2,0 mM
malato, 1,0 mM a-cetoglutarato, 1,0 mM piruvato e 1,0 mM glutamato. Em seguida, foram
adicionados 15 uM de digitonina para permeabilizacdo e as andlises da fosforilagdo
oxidativa e respiracao das mitocondrias foram realizadas pela adi¢ao sequencial de 300 uM
ADP, 2 pg/ml oligomicina, 100 nM carboxicianeto-4-(trifluorometoxi)-fenilhidrazona
(FCCP), 5 mM succinato, 0,5 uM antimicina e 200 uM tetrametil p-fenilenodiamina
dihidrocloreto N,N,N’,N (TMPD), mais 2 mM de ascorbato. Os dados foram reproduzidos e
calculados pelo software especifico do Oroboros. A fosforilacdo oxidativa foi analisada
pelo cédlculo do controle respiratério (CR), razdo entre as velocidades de consumo de
oxigénio nos estados de respiracao IIl e IV, ou seja, respiracdo de fosforilacio e de repouso,

respectivamente.
3.12 - Citrato sintase:

A atividade da enzima citrato sintase em suspensdo celular foi medida
espectrofotometricamente pela conversdo de oxaloacetato e acetil-Coa em citrato e SH-
CoA, catalisada pela citrato sintase, a reacdo foi monitorada pelo produto colorimétrico
acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico ou DTNB (Zecchin, Rossato et al., 2010). Fracodes
citosodlicas foram incubadas a 37°C, em tampao contendo 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,1%
de Triton X-100, 250 mM de oxaloacetato, 50 mM de acetil-CoA, e 100 mM de DTNB. O

aumento da absorvancia no comprimento de onda 412 nm foi acompanhado por 8 min.
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3.13- Isolamento de Mitocondrias

Foram semeadas em placas de cultivo de 75 cm? (Sarsdetd, Sao Paulo, Brasil) cerca
de 2,0 x 10° e 1,0 x 10° das células melan-a, respectivamente para os tratamentos de
cerulenina e orlistat, em 10 mL de meio de cultura RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, Sao
Paulo, Brasil), suplementado como descrito anteriormente. Apds 24 h de adesdao, o meio foi
trocado e as células foram tratadas com 5 pg/mL de cerulenina ou com 30 uM de orlistat
durante 24 e 48 h, respectivamente. Ap0Os tratamento, as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 1 mL de PBS, mantidas no gelo e assim
procedemos o isolamento de mitocondria (Zecchin, Alberici et al., 2011). A viabilidade das
células foi determinada por azul de tripan, (iten acima) e, em seguida, foram colocadas 20 x
10° de células por mL em tubo graduado de 1,5 mL. As células foram centrifugadas a 2,000
xg durante 3 min, e ressuspensas em 400 uL. de tampao (250 mM de sacarose, 2,0 mM de
EDTA, e 0,1 mg/mL de BSA, pH 7,4). Foram entdo homogeinizadas no gelo foram em
Potter de vidro (#19). O homogenato formado foi centrifugado a 4°C durante 3 min a 500 g
para retirar os restos celulares, e o sobrenadante foi retirado e centrifugado durante 12 min

a 16,000 xg para obten¢ao da fracdo mitocondrial.
3.14 — Espectrometria de Massas por ionizacao Electrospray (ESI-MS)

ESI-MS foi realizado em mitocondrias isoladas de células melan-a como descrito
previamente, com poucas modificacdes (Zecchin, Alberici et al., 2011). Apds o isolamento
de mitocdndrias, as proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) no
intuito de normalizar a extracdo de lipidios, dos quais foram extraidos como foi descrito por
(Bligh e Dyer, 1959). As amostras contendo mitocondria foram ressuspensas em 0,1 mL de
H,O ultrapura e, em seguida, foram adicionados 0,5 mL da solu¢dao de metanol/tolueno (7:3
v/v) e 0,5 mL da solucdo metanol em amodnia (0,1% v/v). Foram analisadas 16 amostras,
sendo 4 das células controles e 4 das células tratadas, para cada inibidor da FASN. A
andlise de lipidios foi realizada usando ESI Q-TOF PREMIER (Waters) em modo negativo,
acoplado com uma fonte nanoelectrospray, usando a injecao direta a uma taxa de fluxo de
10 uL/min com uma bomba Harvard Apparatus. A tensdo de nanoelectrospray foi ajustada
para 2,5 kV, voltagem do cone de 40 V, a temperatura da fonte de 120°C, temperatura de

dessolvatacdo de 200°C e a energia de colisdo de 10 V. O instrumento foi operado em
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modo continuo de MS e a aquisi¢do de dados foi de m / z 50-1,000 a uma taxa de varredura
de 1 s e um atraso entre leituras de 0,1 s. Os dados foram analisados usando o pacote de
software Masslynx 4.1. Os espectros foram acumulados mais de 6 s na regido, com a
estabilidade da taxa de fluxo. Os espectros foram suavizados (2 x 3 canais, Savitzky Golay
liso) e os valores de centréide de massa foram obtidos utilizando-se 80% do topo do pico e
uma largura minima de pico a meia-altura de 4 canais. Andlise de componentes principais
(PCA) foi realizada utilizando software MetaboAnalyst. Para a andlise multivariada, as
contagens espectrais nominais foram considerados até o primeiro digito decimal. Contagens
espectrais foram transformadas em um cdédigo de presenca/auséncia (1/0) bindria, a fim de
lidar com dados de uma forma qualitativa, evitando assim, a imprecisdo inerente a técnica.
Os dados foram auto-escalados para andlise de componentes principais (PCA) e anélise
discriminante minimos quadrados parciais (PLS-DA). As andlises foram realizadas na
plataforma on-line MetaboAnalyst (Xia, Mandal et al., 2009; Xia, Psychogios et al., 2009)

e com a ajuda do programa Piroeutte (v 4.0, Infometrix, Inc.).
3.15 — Western blot

Foram realizados extratos totais protéicos a partir de células melan-a tratadas,
conforme descrito por Zecchin e colaboradores (2005). As células foram semeadas em
garrafas de 75 cm” e soltas mecanicamente com cell scraper em PBS, quando atingiram
80% de confluéncia. As células foram imediatamente homogeneizadas em tampao de lise
contendo 10% de sacarose, 1% de Triton-X, 20 mM de Tris (pH 8,0), 137 mM NaCl, 10%
de glicerol, 2 mM de EDTA (pH 8,0) e 1 mM de NaF. Os inibidores de proteinases PMSF
(1 mM), inibidor de tripsina (soybean tripsin inhibitor) (0,1 mM), aprotinina (1 pg/mL) e
leupeptina (1 wg/mL) foram adicionados ao tampao de lise imediatamente antes do uso. As
células foram homogenizadas no gelo por 30 min, agitadas a cada 10 min. Apds este
periodo, o material foi centrifugado a 15,000 g por 15 min a 4°C, o sobrenadante coletado e
estocado a -80°C até o momento do uso. A quantificacdo das proteinas totais de cada
extrato foi realizada a partir do método de Bradford (1976). Em seguida, quantidades iguais
de proteina total foram homogeneizadas em tampao de amostra redutor 4x concentrado
contendo 2% de dodecil sulfato de sédio (SDS), 125 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 10% de

glicerol, 0,001% azul de bromofenol e 2% de beta-mercaptoetanol. As proteinas foram
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desnaturadas a 100°C por 5 min e entdo separadas eletroforeticamente em SDS-PAGE a 10
e 15%, em tampao contendo 2,5 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 19 mM de glicina e 0,3 mM de
SDS. Em seguida, as amostras foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(BioRad) em tampao contendo 1,2 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 9,6 mM de glicina e 20% de
metanol. A eficdcia das transferéncias foi verificada através da coloragdo das membranas
com o corante Ponceau S (Sigma), seguida por bloqueio em uma solu¢do contendo 5% de
leite em pé desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tampao 20 mM Tris-HCI (pH 7,6)
contendo 150 mM de NaCl e 0,1% de Tween 20 (TBST) por 1h a temperatura ambiente. As
membranas foram incubadas com anticorpos primdrios descritos na Tabela 2, “overnight” a
4°C, sob agitacdo constante, diluidos em solugdo TBST. Foram entdo realizadas trés
lavagens de 15 min cada com TBST, seguidas de incubacao em TBST a 5% de leite em pd
desnatado (Nestle, Brasil) com anticorpos secundarios conjugados com HRP (Santa Cruz,
EUA), por 1 h a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. As membranas foram
novamente lavadas com TBST, conforme descrito anteriormente, € em seguida as reagdes
foram reveladas através de quimioluminescéncia, utilizando-se o kit de deteccio ECL —
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, EUA) de acordo
com as intrusdes do fabricante. As membranas foram expostas ao equipamento Alliance 2,7
analisadas e a proteina foi quantitativamente determinada em um software especifico
(Uvitec Cambrigde, Reino Unido). As membranas tiveram os valores normalizados pela
beta-actina ou VDACI, e os valores expressos em unidades arbitrdrias, convertidos em

numero de vezes (Bradford, 1976; Zecchin, Pereira et al., 2005).
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Tabela 2: Relacdo dos anticorpos utilizados, incluindo clones, peso molecular e dilui¢des.

Anticorpo Clone e Marca Peso Molecular (kDa) Diluicao
FASN 23 (BD Pharmigen) 250-270 1:3.000
p21VAFyCipl C-19 (Santa Cruz) 21 1:200
HSP60 C-10 (Santa Cruz) 60 1:500
MDH2 A-22 (Santa Cruz) 36 1:250
ANT2 D-15 (Santa Cruz) 33 1:500
VDAC1 D-16 (Santa Cruz) 30-35 1:500
Beta-actina AC-15 (Sigma) 45 1:5.000
Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa cruz) - 1:10.000
Donkey anti-goat IgG-HRP (Santa cruz) - 1:10.000
Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz) - 1:10.000

3.16 — Analise por imunofluorescéncia:

As células melan-a foram semeadas a uma concentracao de 30.000 células/poco em
um circulo lamela de vidro (12 mm de diametro) em placas de 24 pocos (Deckglaser,
Knittel Glaser, Alemanha). Ap6s 24 h, tempo necessdrio para adesdo celular, o meio foi
completamente substituido e, em seguida, as células melan-a e foram tratadas com
cerulenina 5 pug/ml ou orlistat 30 uM, durante 24 ou 48 h, respectivamente. Apds 0s
tratamentos, as células foram lavadas com solu¢do balanceada de Hanks (Vitrocell,
Campinas, Sao Paulo, Brasil), fixadas com paraformaldeido gelado (-20°C) na concentragao
de 3,7% durante 10 min a temperatura ambiente e lavada trés vezes com Hanks. O bloqueio
de sitios inespecificos foi realizado com solu¢do tampao (PBS, BSA a 2% e Tween a
0,05%) durante 1 h. Posteriormente, as células foram incubadas durante a noite a 4°C com
anticorpo anti-HSP60, derivado de camundongo e diluido na concentracao de 1:50. O
anticorpo secunddrio, Alexa 488 derivado de cabra anti-camundongo (Invitrogen, San
Diego, CA, EUA) foi diluido a 1:200 e aplicado durante 1 h a temperatura ambiente. A

marcacao nuclear foi realizada através da marcacdo com DAPI. As laminas foram
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montadas com DAPI (Vector). As imagens foram adquiridas com Zeiss Axio Observer.Al

invertido (Zeiss, Alemanha) sob o campo de 630 X.
3.17 - Analise proteomica:

Preparo das amostras: As amostras contendo mitocondrias isoladas das células
melan-a apds o tratamento com os inibidores de FASN foram ressuspensas utilizando uma
solucdo tampdo de uréia 8 M (na diluicio 1:1). Em seguida, as amostras foram
normalizadas pelo contetido de proteinas determinado pelo metodo de Bradford (Bradford,
1976). Para a andlise protedmica foi utilizada uma solucio de digestdo aplicada a misturas
complexas que consistem nas etapas a seguir: 1. Reducio das amostras com uma solucao de
DTT na concentragdo final de 5 mM incubadas durante 25 min a 56°C. 2. Alquilacao das
amostras, com uma solucao de TAA (iodoacetamida) na concentra¢do final de 14 mM,
incubadas durante 30 min a temperatura ambiente e protegidas da luz. 3. Retirada da IAA
livre com a adicdo de um solucdo de TAA na concentracdo final de 5 mM, incubadas
durante 15 min a temperatura ambiente e protegidas da luz. 4. Reducao da concentracio de
uréia a 1,6 M com a adicao de bicarbonato de amonio e CaCl, na concentragdo final de 50
mM e 1 mM, respectivamente. 5. Digestdo das amostras com tripsina Sequencing grade
modified trypsin V5111 (Promega, EUA) na concentracdo de 20 ng/mL (solugdo
bicarbonato de amdnio 50 mM) e incubadas durante 16 h a 37°C. Apds a incubagdo, a
reacdo enzimdtica foi estacionada com a adi¢do de TFA (dcido trifluoacético) na
concentracdo final de 0,4%, e foi verificado o pH que como esperado ficou abaixo de 2,0.
6. Centrifugacdo das amostras a 13,000 xg durante 10 min a temperatura ambiente, e
descarte dos peletes. Em seguida, as amostras foram liofilizadas utilizando colunas de
dessalinizacao SepPack, C18 (Waters, Milford, MA, EUA). Apés essa etapa as amostras
foram secas e armazenadas a -20°C até a realizagdo da aquisicdo do espectrometro de

massas ESI Q-TOF Premier (Waters).

Anadlise estatistica: Os valores quantitativos, que normalizam as contagens
espectrais através de amostras para cada proteina, foram comparados entre amostras
controle versus tratadas. A variagdo comparada ao controle (aumentadas ou diminuidas) foi
calculada dividindo as contagens médias de peptideos identificados tratados/controle, e os

valores superiores a 1,5 e inferiores a 0,5 foram considerados diferentes.
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3.18 - Forma de analise dos dados:

Os resultados foram expressos em média £ EPM (erro padrao da média) de, pelo
menos, trés experimentos independentes. Os resultados foram analisados por meio de testes

pareados e nao paramétricos (ANOVA), considerando nivel de significancia de p < 0,05.
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Abstract

The metabolic enzyme fatty acid synthase (FASN) is respongzible for the endogenous
synthesiz of palmitate, a saturated long-chain fatty acid. In contrast to most nomal
fiszsues, a varety of human cancers overexpress FASH. One such cancer iz cutaneous
melanoma, in which the level of FASH expression is associated with tumor invasion
and poor prognosis. We previously reported that two FASH inhibitors, cerulenin and
oristat, induce apoptosis in B16-F10 mouse melanoma cells via the infrinsic apoptosis
pathway. Here, we investigated the effects of these inhibitors on non-tumorigenic
melan-a cells. Cerulenin and odistat treatments were found fo induce apoptosis and
decrease cell prolferation, in addition to inducing the release of mitochondrial
cytochrome ¢ and activating caspases-9 and -2. Transfection with FASM siRNA did not
result in apoptosis. Mass spectrometry analysis demonstrated that treatment with the
FASM inhibitors did not alter either the mitochondrial free fatty acid content or
composition. This result suggests that cerulenin- and odistat-induced apoptosis events
are independent of FASHN inhibition. Analysis of the enengy-linked functions of melan-a
mitochondria demonstrated the inhibition of respiration, folliowed by a significant
decrease in mitochondrial membrane potential (A%'m) and the stimulation of
superoxide anion generation. The inhibition of NADH-linked substrate oxidation was
approximately 40% and 61% for cerulenin and odistat treatments, respectively, and the
inhibition of succinate oxidation was approximately 46% and 52%, respectively. In
contrast, no significant inhibition occurred when respiration was supported by the
complex [V substrate NN N N-tetramethyl-p-phenyienediamine (TMPD). The
protection conferred by the free radical scavenger M-acetyl-cysteine indicates that the
FASM inhibitors induced apoptosis through an oxidative stress-associated mechanism.
In combination, the present results demonstrate that cerulenin and orlistat induce
apoptosis in non-tumongenic cells via mitochondrial dysfunction, independent of FASN
inhibition.

Key words: cerulenin; fatty acid synthase; melan-a cells; orlistat; oxygen consumption.
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Introduction

The metabolic enzyme fatty acid synthase (FASN) i responsible for the
production of saturated fatty acids, such as palmitate, through the condensation of
acetyl-Cos and malonyl-CoA [1-7]. FASN products are used in the formation of cell
membranes [8] and are responsible for a significant number of functions in the body,
acting primarily as intracellular messengers and energy stores [9]. In most nomal
tiszsues, the expression and activity of FASM are low or absent; exceptions include
instances where lipogenssis is necessary, such as in the liver, adipose tizsue, breast
tissue during lactation, endometrium during the proliferative phase and the lungs of
newboms [2, 3, 10, 11]. In contrast, high FASM activity iz found in several necplasias
that occur in breast, ovarian, prostate, thyroid, lung, stomach, pancreas, colon,
esophagus, mouth and bladder tissues, as well as soft tissue sarcomas and melanoma
[10, 12-33]). Further, increaszed FASN expression in malignant fumors is associated with

a poor prognosis [4, 13, 14, 16, 17, 21, 24, 28, 29, 33-38].

FASN inhibition reduces cell prolferation and induces apoptosis in vitro and
decreases the size of prostate, ovaran and breast cancer xenografts [38-21]. The
bioclogical mechanisms responsible for FASMN inhibition-induced apoptosis remain
unclear. The extrinsic apoptosis pathway, which is triggered by death domains, was
described after siRMA silencing of FASN in breast cancer cells caused the
accumulation of malonyl-CoA and ceramide [42, 43]. Mitochondnal involvement in
apoptosis, as evidenced by increased levels of the pro-apoptotic protein Bax and the
release of cytochrome c, has been found in several tumor cell lines, including
neurchlastoma, melanoma, colon carcinoma, breast cancer and skin carcinoma,
following pharmacological FASN inhibition [37, 44]. Despite the fact that the expression
of a dominant-negative mutant p53 increasad the sensitivity of colon carcinoma cells to

FASHN inhibitors [45], FASM inhibition-induced apoptosis was described as a pS3-
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independent process [44]. We recently showed that the inhibition of FASH activity with
oristat significantly impaired lipid synthesis, reduced proliferation and promoted
apoptosis in the mouse metastatic melanoma cell line B16-F10 [46, 47]; additionally,
similar treatment reduced experimental metastases and angiogenesis in B16-F10
melanomas [48]. We showed that FASN inhibition activates the intrinsic apoptolic
pathway, as evidenced by the release of cytochrome ¢ and the activation of caspases-
9 and -3; thi= activation is preceded by increased production of reactive oxygen
species and elevated cytozolic calcium concentrations in these melanoma cells [47].
Orlistat freatment of B16-F10 cells also resulted in significant changes in the
mitochondrial free falty acid (FFA) composition, as demonstrated by electrospray

ionization mass spectrometry (ESI-MS) [49].

Although several studies suggest that normmal cells are more resistant to the
cytotoxic action of FASN inhibitors [40, 43, 50-52], cerulenin and orlistat significanty
reduced the proliferation of normal gingival fibroblasts and endothelial cells [26, 53, 54].
Here, we show that similar to B16-F10 cells, non-tumorigenic melan-a cells exhibit
reduced proliferation and undergo apoptosis through the release of eytochrome ¢ and
the activation of caspases-9 and -3 when treated with FASN inhibitors. The effect of
these FASHN inhibitors on the non-tumorigenic cell line used here involves the inhibition

of mitochondrial respiration but does not alter the FFA content of these cells.
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MATERIAL AND METHODS

Cell Culture and Reagents

Melan-a cells, the first known line of non-tumorgenic mouse melanocytes and a
normal counterpart to melanoma cells [35], were obtained from Prof. Minam Galvonas
Jasiulionis (Universidade Federal de S3o Paulo, S&o Paulo, Brazil) and were cultured
in RPMI-1640 medium (Vitrocell, Brazil) supplementad with 5% fetal bovine ssrum
(Witrocell), 200 nM 12-p-tetradecanoyl phorbol-13-acetate (TPA, Sigma-Aldrich, St
Louiz, MO, USA), 100 ma/ml gentamycin {Vitrocell), 100 IL/mI penicillin (Vitrocell) and
100 mgdml streptomycin (Vitrocell) at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. To
block FASH activity, either cerulenin (Sigma-Aldrich, USA) or odistat (Roche,
Switzerland) was added to the culture medium at the concentration specified in the
figure legends. Crdistat was extracted from Xenical capsules as previously described
[56]. The equivalent concentrationz of cerulenin and odistat solvents, 0.025% DMS0O

and 0.012% ethanol (EtOH), respectively, were present under control conditions.

The non-tumorigenic HaCaT cell line, which was derved from human
keratinocytes, was purchaszed from Cell Line Service (CLS, Heidelberg, Germany).
HaCaT cellz were grown in a high-glucose DMEM culture medium  (Vitrocell)
supplemented with 10% fetal bovine serum and antibictics, in the same manner as that

described for the melan-a cells.

Determination of Cell Viability and Proliferation

To determine the antiproliferative and cytotoxic effects of cerulenin and oristat,
the cells were stained with 0.1% trypan blue and then counted in a Neubauer chamber,
as previously described [47]. Cell viability was determined by excluding the stained
cells, as well as by using a 3-{4 S-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyitetrazolium bromide

aszay (MTT, Sigma). Briefly, melan-a cells were plated in 6-well culture plates (2.5-
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6.5x10% cellz per well), and after 24 h, the medium was replaced with fresh medium
that contained the FASN inhibitors. After an additional 24 or 48 h, the cells were
incubated with 2.5 mg/ml MTT for 4 h at 37°C in a 5% CO; incubator. Then, the
medium was removed, and 1 ml of absolute ethanol was added to each well for
complete solubilization of the generated formazan. The contents were subsequenthy
transfemred to 96-well plates, and the absorbance was determined at 540 nm with the
aid of a microplate reader (Bio-Rad, USA). In this work, cell viakility iz expressed as the

percentage of viable cells relative to the controls.

Analysis of Cell Death and Cell Cycle

The samples were analyzed in a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences,
Franklin Lakes, MJ, USA) equipped with an argon laser and Cell-Quest software
(version 4.1). Between seven and ten thousand events were acquired per sample.
Melan-a populations were identified based on their light-scattering characteristics by
enclosing the samples in electronic gates and analyzing for the intensity of the

fluorescent probe signal.

For the cell death analysis, melan-a cells (10%) were washed with PBS and
resuzpended in binding buffer (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM
MgClz and 1.5 mM CaClz) containing annexin V-FITC (1:500, Invitrogen, USA) and 7-
AAD (20 mg/ml, T-amino-actinomycin D, Molecular Probes, LISA), as previously
described [47]. Cell apoptosis was guantified by flow cytometry as the number of
annexin V-FITC-positive and 7-AAD-negative cells, and necrosis was quantified as the
number of 7-4A0-positive and annexin V-FITC-negative cells, both divided by the total

number of cells.

Cell cycle analyses were performed as previously described [46, 47]. Melan-a
cells were seeded in G-well culture plates [2.5-5.5x10° cells). After 24 h, the medium

was replaced with serum-free medium, and the cells were incubated for an additional

g
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24 h. The medium was replaced with fresh medium containing serum and the
respective FASM inhibitor, and the cells were incubated for an additional 24 or 48 h,
then harvested and fixed in cold 70% ethancl. The cells were then washed in PBS,
treated with 10 pg/ml RMase for 1 h at 37°C and stained with S0 pg/ml propidium
iodide (Sigma) for 2 h at 41°C. The distribution of cellz in the cell cycle was analyzed
by flow cytometry. The cell cycle phases were analyzed using ModFit LT™ (Verity

Software House, USA).

Measurement of ROS

Following treatment with cerulenin or orlistat for 24 or 48 h, the cells were
incubated with 5 pM MitoS0X (Molecular Probes) at 37°C for 10 min to detect
mitochondrial superoxide production [S7]. The ROS levels were analyzed by flow

cytometry, as previously described [47, S8].

Detection of Caspase-3 Activation

Caspase-3 activation was assessed by incubating 10° cells with FITC-DEVD-
FMEK (1:300, Calbiochem, USA) in serum-free medium for 40 min at 37°C in a
humidified atmosphere with 5% CO.. After a wash step was performed according to the
manufacturer's instructions, the cells were resuspended in the same medium and

analyzed by flow cytometry, as previously described [46].

Detection of Caspases-9 and -§ Activities

Cells (3x10F cells) were resuspended in 0.2 ml of chilled lysis buffer (20 mM
HEPES pH 7.5, 10 mM KCI, 250 mM sucrose, 2 mM MgCl and 1 mM EDTA) containing
0.5 mM DTT. The cell suspensions were sonicated (Mosonix Sonicator S-3000, Mew
Highway Farmingdale, USA) and frozen at -80°C. The cell lysates were thawed and

centrifuged at 15,000 g for 30 min, and the supematants were added to 0.2 ml of

87



Rossato et al.

reaction buffer (25 mM HEPES pH 7.5, 10% sucrose and 0.1% CHAPS) containing 10
mM OTT. The reactions were initiated by the addition of the caspase-& or -9 subsirates,
0.1 mM Ac-LETD-AFC (Sigma) or 02 mM LEHD-pnitroaniide (Calbiochem),
respectively, and were incubated for 1.5 h at 37°C, as previously described [47].
Caspase-8 activity was determined by measuring the fluorescence of free AFC using a
Hitachi F4500 spectrofluorometer (Hitachi High-Tech, Japan), with excitation and
emizsion wavelengths of 400 and 505 nm, respectively, and slit widths of 5.0 nm.
Melan-a cells treated for 20 h with 1.25 pg/ml cycloheximide (Sigma) and 10 nM tumor
necrosis factor alpha (THFa, Peprotech, USA) were used as positive controls.
Caspase-9 activity was determined by measuring the absorbance of free p-nitroanilide

using a Varan Cary 50 spectrophotometer (Biocompare, USA) at 405 nm.

Detection of Cytochrome ¢ Release

After the cells were freated with cerulenin or odistat for 12 or 24 h, the release
of mitochondrial cytochrome ¢ was detected by flow cytometry [59]. Briefly, 10° cells
were washed with PBS, resuspended in 1 ml of mitochondrial medium (125 mM
sucrose, B5 mM KCI, 10 mM HEPES buffer pH 7.2, 0.5 mM EGTA, 1 mM MgCl; and 2
mM KH:POs) supplemented with 1% mix of protease inhibitors and 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride and then permeabilized with 0.0001% digitonin. Pellets
were resuspended in 0.5 ml of 4% paraformaldehyde in PBS and incubated for 20 min
at room temperature. After two washes with PBS, the cells were incubated in 0.5 mil of
labeling medium (2% fetal bovine serum, 0.2% sodium azide and 0.5% Trton X-100 in
PBS) for 15 min, centrifuged at 3,000 g for 5 min and then incubated with an anti-
cytochrome ¢ antibody (1:300, 6§ H2.B4, Promega, USA) at 4%C for 1 h. The cells were
them washed twice in the same medium and incubated with an anti-mouse-FITC

antibody (1:200, Vector Laboratories, USA) at 4°C for 1 h. The cells were washed once
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mare as deseribed above, resuspended In PBS and analyzed oy Tow cytometry as

deseribad elgewhare [SO].

sz zaasment of Mitochondrial Membrans Potential [A'%¥m)

The AWm In the digitonin-parmeabiiized melan-a celis was estmated by
changes In Salranin O fworescence [50], as recomded using 2 spectrofluorometer
{Hitachi, moded F-4500, Tokyo, Japan) operated at exciation and emission
wavelengthe of 485 and 565 nm, respaciively, with siis widths of 5 nm. Melan-a celis
were treated wih 5 pgiml cerulenin for 24 B or win 30 pM omistal for 48 h,
Approximately 2x10® viable cefls were pesmeablized with 15 pM diglonin In 2 mi of
reacion medium contalning 125 MM sucrose, 55 MM KCL 10 mM HEPES, 1 mM
MOCh, 55 mM Tris-HCI {pH 7.2}, 2.5 mM NagHPO,, 50 uyM EGTA, 5 mM succinate,

0.01% B3A& and S pM Safranin O than, the reaclions were Incubatsg at 37°C whille

stiming [58, 61-53]

Calular Respiration

Fodowing elther 24 h of freatment with 5 po'mi cenulenin or 46 h of treatment
with 30 pM oristat, the consumption of oxygen ©y the melan-3 celis was measursd
using a miosad-chamber high-resolution respiromatry Croboms [Innsbruck, Austri)
equipped with a magnetic stimer and temperatwre control set at 37°C [54-66]
Approximately 2x10" viabie cells wers adoed 1o 2 mi of reaction medium containing 125
mM sucrose, 65 mM KCL, 10 mM HEPES, 2.0 mM K;HPO,, 1.0 mM MgcCl, (pH 7.2); 50
pM EGTA, 0.01% BSA and MADH-Inked subsiraies (2.0 mM malate, 1.0 mM a-
keinguitarate, 1.0 mM pyravate and 1.0 mM gislamate) Then, the melan-a cells were
permeablizad by the adeton of 15 pM dighonin, and the cxlidative phosphorylation and
mitochondral respiraiony activity were anayzed by the sequential agditon of 300 uM

ADPF, 2 ygimi pligomycim, 100 nM casbonyicyanise p-irfluarmmemoxyphenyiydazons
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{FCCA}, 5 mM succinate, 0.5 pM antmycin and 200 pM NN N-ieframethyip-
phenyienadiamine {TMPD] with 2 mM ascorate. The data were determined izsing the

device saftwans.

iChirate Synthass Activity

Ciirate symihase acivity In fthe c=ll suspension was analyzed oy
specimphotomelry based on the conversion of oxakbacetate and acetyl-CoA to clirate
and SH-CoA. This reachon |s catalyzed by cliraie synthase and was monftored by
maasurng the colormeinic product thionlirbenzole acid [47]. Cytosolle fractons were
incubated ai 37°C In a buffer contalning S0 mM Trs—HCI (pH 8.0}, D 1% Triton X-100,
250 M oxaloacetate, S0 pM acetyl-CoA and 100 pM S, 50-dihiobis-2-nimbenzaic

acid). The Increase In aiksorbance at 412 nm was recorded over & min.

RNA Interference (RN AL-Msdiated SHencing of FASN Expreasion

Twenty-five-mer RNA molecules were chemicaly synthestred, annealed and
puriied by the manufacturer {Steaith ANAL Invitrogen). Three saquences targeting
Mus muscwls FASN (NM_DOTES8) were usad, comesponding to nucleatides 040964
(S0-CAATGATGECCAACCGGCTCTCTTT-30), 3406-3432 {50-
TGEGAAGACC COAACTCCAAGTTAT-30) ang 5841-5365 {50-
CCTCTGEECATGGCTATCTTCTTGA-30), as previously descrived [45]. Melan-a cells
grown 10 50% confluence wene tansfected with 200 nM of a mbduwre containing egual
parts of the FASN sIRNAs using a liposome method according to the manufacturers
instructions [Lipofectaming 2000, 2 pgémi, Invitregen) Negative control cells were
iransfecied with eguimolar concenratons of @ nonspecHic conim oligo (Siealth RAMNAI
Megative Contrd Dupiexes, Medium GC Duplex, Invirogen). Transfections wers
perfeamed in 35-mm” dishes, and afer 43 h, the cells were coflectad 1D asEess FASN

nockdown and bo gatact caf seath. FASN knockdown was confimed by WestEm biot

Ly
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analysts using approximately 40 g of the proteln iysates and anfbodes against FASN
{BD Blosclences, 1:3000} or beta-actin (AC-15, Sigma, 1240 0O0) as 3 loading control.
The reaciions were devalopad With an enhanced chemimirescence detecfion sysem
[ECL detecfion kKt Amersham Phammacla Blolech, USA) acoordng bo the

manufaciurer's InsnIcions.

Ebsctroapray lonization Masa Specbromstry [ES1-MS5)

ESI-MS was used i anatyze the meian-a miochonda, s previously descrbed
[49], wih Tew modMcations. After the mitochondia were extracted, the iotal prolein
content was quantfed using the Bradford method, Lipid extraction was parformed 3s
described by Eligh and Dyer (1959) [E7]. The mitochoadria-comaking peliats wens
resuspendad (n 0.1 mi of ultrapure H.0, and 0.5 mi of 3 Soiution of methanoiioluens
[7:3 v} and 0.05 mi of a methanol solution of amemania {0.1% wiv) wene added lo each
sample. This diiuied solifion was then directly nfused according to the folowing
profocol. A total of 16 samples was analyzed, £ from the confrol and £ from the Feated

ocefis for each FASHN Innibior.

Lipll analysae were perfnrmed in negative mode using an E51 O-TOF Premier
[Waters) coupied with 3 nanoElectmspray sowce Indrodueed v dinect injection,
performed at a fiow rate of 10 yLimén and usng a Harnvard Apparatus pump. Tha
nanoslecirospray vollage was set o 2.5 kY, the cone voRage, to 40 W; the sowce
iemperature, o 120°C; e desclvatalion emperatme, b0 200°C; and the eoflision
EREMY, 1010 ¥. The nsirement was operaed In MS contihuem mode, and dafa wernz
acquired from miz S0-1.000 wih 3 scan @ie of 15 and an interscan delay of 0.1 5. The
dala were anafyzed ushg ihe Masslymy 4.1 software package. The Spectra wers
accumulated over B & In the region with Niow rate stablity. The specira were smaothed
{2 ¥ 3 channels, Savitzky Goiay smeoth), and :e mass cenbrokd valses were ootained

using 80% of the peak top and the minknum peak widgth at half-height of & channels.

1
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Principal component anaiysts was parformed using the MetaboAnaiyst software. Data
were auboscaled for prnclipal component analysls (PCAD and partlal least squame
discsiminant analysis (PLS-DAL The analyses were perfoimed  using  the
MetaboAnalyst online piatform J63, 59, supported by the use of the Proeutte {v. 4.0,

infometrie, INC.) S0ThWare.

siatistical Analysls

The resulls from at least three independent experiments, each perfomed n
dupiicate or triplicate, are ®@splayed as the mean = s.e.m. Compansons between the
groupE wers performed using One-Way Analysls of Varance wil Tukey's post-hoc
anaiysts. The ievel of signiicance was set at p<0.05. All data were analyzed using

Sigmastal sofware, version 3.5 {Systat Software, USA)
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Rasults

FASH Inhfbtors decresas metan-a cell viablity and proffaration and Inducs call

dasth In 2 dess-dapandent mannss

The viabiity of melan-a cefls Wwae significanby reduced after freatment with
cengenin or oristat (Figure 1). Deam in the melan-a c20 line occured manly by
apoptosis, a5 we previously demonstrated for e B16-F10 meianoma celis [£7], while

the necrosis rales remained unchanged by these reatmeants (dafa nof shown)

Call cycie analysls was perfarmed to werify the effects of ooth FASN Innibtiors an
call proiferation. After 24 h of sefum starvation, aporoximatery B0% of the melan-a celis
were in the GOE1 phase (@5t not shown). The cenienin- and oflsiat-ireated melan-a
oails demonsiraied meducons of 25% and 42% In 5 phass, respeciively, 'when
comgared o the controis (Figure 2 A) Cell cyce amest was confirmed by Increased
ievels of the p21™ ™" fumor suppressor profen, 3s shown by Westem biot analysis
(Figure 2 B). The treatment of melan-a cels with cenulenin and onistat incieased

p21"*""=*" |eveis by 1.4- and 3.4-foid, respeciivety, compared to Me control celis,

The FASM nhibitors were also fested In another non-tumorigenic ceff fine,
HaCaT, wnich |5 derved from normal keratinocytes. Similar to the melan-a cels,
cenulenin and oristat reguced e viablily and profferation of HaCaT and mduced
apogtosis (Supplemental Figure 1) The HaCaT cels were more resistant to apopiosis
than the melan-3 cefis, especlaly when treated with censlenin. The HaCaT cells also
snowed lower levals of FASN protein when compared to the melan-a cefls, 35 vermed
by Westem biot analysis (Supplemental Figure 2). Call cycie analysis of the HacCaT
cefls after treatment with the FASN Inhibfiors revealed 3 slgnificant degree of call cycie
amest. Cemulenin and orfistat reabment increased the memper of cels In GIVG1 phase by

3 and &-olE, respeclively [Supplemental Figure 3 &) Treaimenl wim e FASN
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inhibtors also ncreased Me p2 1™ proteln content by 1.3- or 35-7oid when compared

i the respectve controls (Supplamantal Figurs 3 B

Mitcchondrial @ysfunciion participates In melan-a cell death Induced by FASN
inhlbtors

H.EDEI'L'U]'. #e dempnsiaed e rekgase of miochondrial mﬂmme N the
FASN Inhibltion-inguced 2popiosis of S16-F10 melanoma tumor calls [47] Because
FASZH [nhibliors also Induced apophosis In the mefan-a celis (Figures 1 E and F), te
non-tumarigenic melanoma cell counterpan [S5], the perceniage of cyfochroms c
released was 350 delermined in these cells. Censienin and onlstat treatment for 12 and
74 h culminated In the release of cyfochrome ¢ In the melan-a celis (16% and 12%,
respectvely) (Figure 3 A), and ihis finding was accompanied by he activation of
caspase-3 [52% and 24%. respecively) (Figure 3 B) and caspase-d (28% and 24%,
respectively) (Figure 3 C). No significant diferences were found In caspase-8 achvity
{Figure 3 D). Prefreatment with cyciosporn A, which |s @ ciassic inhbior of
mitochondrial parmeablitty fransition, @id not protect the malan-a calls from cenuienin- or
orlistatinduced apopinsls (Supplémental Figure 4 AL Apopiosis In the malan-a cells
was also shown to be mdependent of ps3 aciivation, as pre-reatment with pmthn-
aipha (PFT), which 15 3 known syninesic inhibitor of p53 [70], ok not prevent FASN

inhintor-induced cefl death [Supplemental Figure 4 B).

In sty analysts of the energy-inked funchions of meian-a miochondria Indicated
that treatment with the FASM mhibiors decreased the AWm and inhiblted respiration
{Figures 4 and 5). Dighonin-permeablized melan-a celis. showed e abilty to
phosphionylate ADP, as llustrated by the carboxyatractyloside (CAT) senshive degrease
in A¥m (Figure 4, panals A and B, black Nngs), while both the cemrenin and onistat
treatments {Figure 4, panels A and B, green Ines) resited in significant decreases In

A¥m and the inabifty of the milochondsla to respond to the addition of ADP and CAT.

14
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To gam a beter undersianding of the possible mechanism Invaived In
mitochondrial dysfunchion, we analyzed the micchongnial generation of GUperMde N
e melan-a cells. FHI.II'H &4 C shows a E|g'1i'|'rﬂil"l1. mcrease In the producton of
mitochondrial superoaide when fhe cels were incubated with elther FASN nhitor,
Becausa mitochondna can be both an Important source and tamet of ROS [71], we than
anayzed ihe possioie minehondrial gysfunchons caused by ROS attack. Therefore, the
nalure of the AWm degrease by FASN inhibiors was assessed by measuring
mitochondria respiration under both uncoupied or pnasphorylaling conditions using
WADH-linkad subsirates, suceinate or the complex IV sunstrate TMPD (Flgure 5. The
TeBUIE Fll'EEEI'ITEﬂ in [IEI'HH & and B show that bolh cenilenin and onisEt resEisd ina
significant inhiibon of MADH-Inked subsirate-supporied respiration. As expecied, te
exient of ke respiralion Innibfilon was more significant at ihe maximum rates (FCCP
present). Panele C and D show Me raies of uncoupled suceinale or TMPD-supported
respiration, which ingicate a signficant inhioition of succnate but not of TMAD oxidation.
panel E proviges evidence Mat the FASN Inhibliors did not aiter the numbEr or mase of
mitgchondra, 35 Indcated oy fhe lack of an obsenvable effect on clirate synthase
activRy. Therefore, our resuls show that e FASH Inhibiors aclivate apoptosis n
melan-a cels fwolgh 3 mechanism mat invoives the Inhibfion of mitochondnal

resplration.

Ta delemine whelher FASHN Inhishor-induced call death can be prevenied by
ROS scavenging agents, Turther experdmenis wers conducied In the presence of M-
acetyl cysieine [MAC) MAC prodeces Important metaboiic products that control the
celiular redox siate, priect cells aganst mitochondrial dysfunciions assoclaled wih
oxidative stress, and act as ROS scavengers [72-75]. Melana cels wers fhen
Incubabed with 5 mMd WAC for 1 B prior to cenuienin or oréstat ireabment. The reslEtE
snow that ine melan-a cafl death indwced by cemulenin and oristat were Inhibled by

87% ang 47%, respeciively, in the presence of NAC (Figure €. A andg B).

is
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Caruignin- and orfistafinduced apopiosls svents Im melan-a typs cells ooccur

independently of FASN inhibition

To delemnine whether the effects of cemulenin and osflistat on cell wWabllity,
prodferation and mibochondra funcon were relaiad o |2 actions of the respective
agents on FASN, the enzymatic activily of FASN was evaiuated. Desplie the datection
of FASM profein by Westam eot analysls (Supplemental Figure 2), the enzymatic
aciieity of FASH In melan-a ceils Was 100 low Tof guantfication using remoactve
markers with higher sensitivity, such as [H-waier and [MClacetate {data not shown),
35 was praviously pesfoemed for B16-F10 melanoma cells [46]. These results were
supporied by RMAI e¥perments Mat successtuly downseguiated FASH expression n
melan-a cels Dy sgniicanily reducihg protein fevels (Figure 7 A) without a

comespondng Increase In apoptotc rEtes [Figure 7 B

ESHMS was performed In melan-a cefis 10 analyze the mRochonddal FFA
composition afler reatment with the FASH nhibdors. I conirast io what we obsened in
the meianoma B1E-F10 celie [49], Me Incubation of the non-wnorigenic cels with
cemuienin of oristal did not significantly alter the FFA comtent when prncipal component
analysis (PCA} was appiled o Mie ESIMS data The relative concentrabion (%) of
palmiic acld was not significantty modfied after treatment wiih the FASM Inhblors
{DMSO and censenin: 38.6 and 43.4%, regpectvaly; EXOH and orisiat: 41.6 ang 39.0%,
respectively). Acdiionally, non-significant alterations were observed for the most
abundant FEAs defected, which Inciuge myrstic acid (DMSO and ceruienin: 15.0 ang
10.2%, ethanol 3nd orilstat 20.1 and 24.4%, respectively) and siearic acki (DMSO and
cenuienin: 26.5 and 31.8%, EYOH and oristat 22.1 and 14.5%, respectively). Togeter,
the ESI-MS and ANAI resulls suggest that the eMecis of cansenin and omstal on melan-

2 profiferation and viabdlty are iIndbependent of their efMects on FASH lavels and activity.
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Dizcuszalon

FASN has been described as 3 possible tamget for chemomempy because He
EH]J'IEEEI'IH'I I= low or absemt In most normal Hssues and, I conirasd, is hm Im a
significant varety of human malignant fumors, where FASM piays Important rofes in
profferation [10, 12, 13, 16, 18-20, 22-25, 27, 28, 30-32]. As 3 Tecult, FASN Inhitkoms
are potential anttumor agents due to Selr abillty to redwce cell profferation and Induce
apoptosis [24, 47, 55, T6] wihout apparent fowiclty to normal tssues [50, 51 Although
the role of FASN In nonmalignant cells remains uncertain, It s known that the FASN
inhibitor cersenin promoles a reduction i the proifieration of nosmal fibmblasts in
primary cuftmes [52, 53], and odistat has been shown 1o have antiproiferative effects in

numan umbical veln endotheltal cells (HUVEC) [26, 48, 54].

Hare, we analyzed ihe mechanisms of toxicly of the FASN nhibors cansenin
and oristal In cells derved from non-tumongenic mowse melanobiasts, When these
malan-a cels were ncutased with FASN Inhibitors, the celis underwen? apoptosis and
sxnibfed 3 reduced proifesative rale (Flgure 1), 30 Ncreased percentags of cells i
GO/G1 phase (Flgure 2 A) and an Increased level of g2 "% tymar suppressor
proten (Figure 2 B). We also evaluated e effects of the FASNM InhibRors on non-
femnorigenic HaCaT celis. Athowgh these celis were more resistani o apopicsts than
ihe melan-a cels, he HaCaT cefs underwent 3 significant cell cycle amest
{Supplemental Figures 1 and 3} These resulls are I agreemend with data showing
that FASN nhiciors promote cef death and cel cycle amest, along with me increased
expression of bolh p21™*"™™*" ang ps3 In colon, breast, gastroindestinal and human

malanoma tumar cels [45, TE-T8)

Tne moreased rumaer of annexin V-posiive mean-a ceils (Figurs 1 E and F),
the release of cylochrome ¢ (Figure 4 A) ang the acthation of caspases-9 and -3
{Figure 4 B and C) are compatiie wih the activation of the iiinsic apoptosis

pattiway [F9-61]. Simiar resuks have Deen obiained with neurcdlasioma, breasi cancer

L F
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and mefanoma cell lines [37, 44, £7]. This Interpretation s also supported by the lack of
caspase-3 acihvation by the FASN mhibitors, 3 result that excudes the exrnsic
apoptosis paimay I mean-a cel dean [32]. In agreement with our resuls, the
exciusion of the axirneic apoptosis pathway was previoushy reporied for oreast tumos
cefis afler FASM inhibition [42] Additionally, the present data Indicate mat the FASN
inhiptor-ndueced apopipsls was ndependent of the actvaton of ps3 In the melan-3
cells because pre-ireatment with pifthrin-ajpha (PFT) [70] did not prevent cell death
{Supplemsntal Figurs 4 B}. These data are supported by other results, indicating mat
pS3 dig not pankipats I cenuienin-nduced cell death In newndiastoma, meanama,
oofon cancinoma, oreast cances, skln carcinoma and g"‘DIT'IE mimar ceks [4-1-. £7, 56, TE-].
Accordingly. cerulenin toxicRy was higher in pS3 inockout ceffs than in contmd RKO

£0ion £arcinoma cells [£3].

To furiher mvestigate the role of FASM achyity In nonmalignant celis, we
successully cown-reguiated FASH expression (n melan-a cells using RMAL [Flgura 7
A} and showed Ial the apopiosls rate remained unchanged (Flgure 7 B). Addiborally,
using e ESIMS fechnique, we aisa demonsirated that the miinchonorial FFA consnt
and composition did not change. Taken ingether, the RMAI and ESI-MS rsults suggest
that the FASN Inhibitoss act on melan-a cell milochandnia independenty of the changes

In FASN activity.

Ta wncover .2 Ink pereeen milochondral ﬂj‘-El'LIﬂE:H:H"I and ADDPI0ES Iri melan-a
cells treated with tha FASN Inhibitors, we analyzed the mitochondrial energy-linked
fnctions In these cells. Bom cenulenin and odistat were able to Indepandentty nhibi fe
rates of MADH-Inked and sucthate-supponed respiration. This resut was Tollowed by
poth & decrease in AWM (Flgure 4 A and B) and 3 significant Increase In supsronkde
produckion (Flgure 4 C). In agreement wim these results, i1 was previously reported that
siencing the ACC-a {acety-CoA carboxytase a) and FASM genes resulied in increased

ROS production and mitochondnial dysfunction [83].
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The lack of change In bof the rate of respiration suppored by Me complex [V
subsimte TMPD [Figure 5 E} and the activily of cfirate synthase provides evidence that
treatment with the FASN Inhibiors did not alier efther the number of misochondria or the
mitochondriai mass (Figure 5 F). Themefore, we hypomesize fhat ihe decreased
respiration rates are the consequence of damage in meepiratory complexes | and IL B is
wel| known that 2 inhibifion of these respiratory compiexes by various medadolic
inhietars, Including statns [55, B4, is mediated by superoxide anion attack on fie £Fe-
43 causters [95]. The results Indicating that NAC pre-ncubation prior to treatment with
FASH Inhibltors Eignficanty protectad the melan-a cells from apoptosis (Figure 6 A and
B} support the Inferpreiation that the mitochondrial dysfunchion observed hers Is e
conseguence of superoxice attack % respiratory complexes | and Il Addiionally, i has
been mported Mat cell death wWa the aciivation of Me imrinsic apopinels pathway can
further simuiate ROS production and cisnupt respiratory chain compiexse | and 0

theoegh caspase 3, as discussad betow.

During apoptosis, the mitochondrzl outer memorane becomes permeabls o
pro-apoptobic potelns, such as cylochrome o, which lead to the formation of
apoptosame complaXes mrough Me interaction of caspase-9 and APAF-1 [86]. The
acilvation of downsiream caspase-3 resulis In the cleavage of specific subsimtes that
induce DMA fragmentation, nuciear condensation, phosphatidyiserne externalization
and membrane bienbing [ET-01]. Furiher, caspase-3 activation inhibits respiration at
tha levels of complexes | and 0l [92]. NADH dehydrogenase Fe-S proteln 1 (NDUFS1 or
p7S). which Is the |argest subunit of complex |, serves 3s a subsirate for tha activity of
caspase-3 during apoptosis. Cleavage by p7S direchy inhibits the function of compiax |,

leaing lo A¥m collapse, ROS generation and mitochondria camage [23].

In conclission, the present resulls Indicate that the FASN Inhiitors candanin and
orisiat Induced apopiotic death I ihe non-umorigenic celd line mean-a hough 3

mechanism assoclaled win e aciivation of the Inbinsic apoptofic  pathway,

m

99



Rossalg et al

mitochondrial podative stress and respiraiony chain Impaimment, Independent of FASN

glaialicel B
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Figure Legends

Figure 1 - Cerwienin and orlistat reduce cell viability and induce apoptosis in the
melan-a cell line. Melan-a cellzs were treated with increasing concentrations of
cerulenin or orlistat for 24 or 48 h, respectively; cell viability was determined using
trypan blue (A and B) or MTT assays (C and D), and apoptozis was determined by flow
cytometry after Annexin YV staining (E and F). The values represent the mean + s.e.m
of at least three independent experiments. *Significantly different from the respective

control at p<0.05.

Figure 2 - FASN inhibitors blocked cell cycle progression in non-tumorigenic
cells. Melan-a cells were treated with 5 pg/ml cerulenin or 30 pM crlistat for 24 or 36 h,
rezpectively. Then, the percentage of cells in sach phase of the cell cycle was
determined by flow cytometry after Pl staining (A). Western blot analysis of protein
extracts prepared from cerulenin- and odistat-treated melan-a cells revealed the
accumulation of the p21WAF1/Cip1 tumor suppressor protein (B). The data were
normalized wsing beta-actin as a loading control. The values represent the mean +
sem of at least five independent experiments. *Significantly different from the

respective control at p=<0.05.

Figure 3 - Treatment of melan-a cells with FASN inhibitors leads to the release of
mitochondrial cytochrome ¢ and the activation of caspases-3 and -9 but not -8.
Melan-a cells were treated with 5 pg/ml cerulenin or 30 pM oristat for 12 or 24 h,
respectively; then, the release of cytochrome ¢ was determined by flow cytometry (A).
The cells were alzo treated with cerulenin or oristat under the same conditions, and the
activation of caspase-3 was estimated using FITC-DEVD-FMK (B). The activities of
cazpasze-9 and -8 (C and D) were determined as described in Material and Methods.
The values represent the mean + s.em of at least three independent experiments.

*Significantly different from the respective control at p<0.05.
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Figure 4 - FASN inhibitors result in decreased A¥m and increased superoxide
production in melan-a cells, Melan-a cells were treated with 5 pg/ml cerulenin or 30
UM orlistat for 24 or 48 h, respectively; then, approximately 2410° viable cells/iml were
permeabilized with 15 pM digitonin. A¥m was estimated by Safranin flucrescence. The
amows  indicate the addition of 15 pM digitonin, 100 pM ADP, 5 uM
carboxyatractyloside (CAT) and 1 uM CCCP (A and B, representative of at least three
independent expenments). Melan-a cells were also treated with S pg/ml cerulenin or 30
UM orlistat for 24 or 48 h, respectively; the cells were then washed and probed with 5
UM MiteS0OX (C). The wvalues represent the mean * se.m of six independent

experiments. *Significantly different from the respective control at p<0.05.

Figure 5 - Treatment with FASN inhibitors promotes the inhibition of respiration
in melan-a cells. Oxygen consumption by the melan-a cells was measured after
treatment for 24 h with 5 pg/'ml cerulenin (A) or for 48 h with 30 uM orlistat (B) using
high-resclution respirometry (Oroboros) in a closed chamber equipped with a magnetic
stirrer and temperature control set to 37°C. Approximately 2x10% viable cells/ml were
permeabilized with 15 pM of digitonin and then were added to 2 ml of reaction medium
(described in Materals and Methods). Analyzes of oxidative phosphorylation and
respiratory activity of the mitochondria were made by sequential additions of 300 pM
ADP, 2 pg/ml oligomycin, 100 nM carbonylcyanide p-triflucromethoxyphenylhydrazone
(FCCP), 5 mM succinate, 0.5 pM antimycin and 200 pM N N, N N-tetramethyl-p-
phenylensdiamine (TMPD) with 2 mM ascorbate (A-D). The activity of citrate synthase
was measured in melan-a cells after 24 or 48 h of treatment with 5 pg/ml cerulenin or
30 uM cristat (E). The values represent the mean * s.e.m of at least four independent

experiments. *Significantly different from the respective control at p<0_05.
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Figure & - NAC pre-incubation protects melan-a cells from cerulenin or orlistat-
induced apoptosis. Melan-a cells were pre-incubated with 5 mM MNAC for 1 h,
followed by treatment with 5 pa/ml cerulenin for an additional 24 h (A) or 30 pM odistat
for 45 h (B). Apoptosis was then determined by flow cytometry after Annexin W
staining. The values represent the mean * z.em of six independent experments.
*Significantly different from the respective control at p<i0.05. #5ignificantly different

from the rezpective condition in the absence of MAC at p=0.05.

Figure 7 - FASN silencing does not induce apoptosis in melan-a cells. Melan-a
cells were transfected with specific siRMAs and incubated for 45 h. FASN protein
content was determined by Western blot analysis (A), and apoptosis was estimated by
flow cytometry after Annexin V' staining (B). The values represent the mean * s.e.m of

three independent experiments.

Supplemental Figure 1 - Cerwienin and orlistat reduce cell viability and induce
apoptosis in the HaCaT cell line. HaCaT cells were treated with increasing
concentrations of cerulenin or oristat for 24 or 48 h, respectively; cell viability was
determined wsing trypan blue (A and B) or MTT assays (C and D), and apoptosis was
determined by flow cytometry (E and F). The values represent the mean # s.e.m of at
least three independent expenments. *Significantly different from the respective control

at p<0.05.

Supplemental Figure 2 — The fraction of FASN protein is higher in melan-a than
HaCaT celis. Equal amounts of total protein (40 pg) were electrophorstically
separated, and the membranes were incubated with antibodies against FASH or beta-
actin. Westemn blot analysis showed that the FASN content was 2.3-fold higher in the
melan-a cells than in the HaCaT cells (D678 versus 0294 au., melan-a versus

HaCaT; data normalized using beta-actin).
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Supplemental Figure 3 - FASN inhibitors blocked cell cycle progression in non-
tumarigenic cells. HaCaT cells (A) were treated with S pg/ml cerulenin or 30 yM
oristat for 24 or 48 h, respectively. Then, the percentage of cells in each phase of the
cell cycle was determined by flow cytometry after Pl staining. Westem blot analysis of
the protein extracts prepared from cerulenin- and orlistat-treated HaCaT cells revealed
the accumulation of p21WAF1/Cip1 tumor suppressor protein; the data were
normalized using beta-actin as a loading control {B). The values represaent the mean +
sem of at least five independent experiments. *Significantly different from the

respective control at p<0.05.

Supplemental Figure 4 - FASN inhibitor-induced apoptosis Is independant of
mitochondrial permeability transition or p53 in melan-a cells. Melan-a cells were
treated with 5 pg/ml cerulenin or 30 pM odistat for 24 or 48 h, respectively, in the
presence of cyclosporin A (CsA, 1 pM) (A) or (B) pifithrin-alpha (PFT, 10 pM); then,
apoptosis was determined by flow cytometry after Annexin ' staining. The values
represent the mean % s.e.m of five independent experiments. *Significantly different

from the respective control at p<=0.05.
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Figure 4
Click here to download high resolution image

A
4 Digitonin
=14 CERULENIN
_5, AFP CAT
E 4
8 DMSO
§
! 10
C
‘;-“ 800 -
©
~ 600 A
>
o8
B 5 400 -
s 5
= @ 200 A
S
= 0

~

—

g

B

'E Pgmn ORLISTAT

- ADP CAT

I 4 +

8

2

£

| 3

DMSO Cerulenin EtOH Orlistat

121



Figure 5
Click here to download high resolution image
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Figure 7
Click here to download high resolution image
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Supplemental Figure 1
Click here to download high resolution image
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Supplemental Figure 2
Click here to download high resolution image
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Supplemental Figure 4
Click here to download high resolution image
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Capitulo 11
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ANALISE PROTEOMICA

A andlise protedmica ¢ uma importante ferramenta de andlise da expressdo protéica
no genoma tecidual, celular, entre outras condi¢des. A regulacdo protéica possui diversas
fungdes, tais como atua em processos bioquimicos e regulatérios de crescimento,

sobrevivéncia celular e também na morte celular.

No Capiltulo I, vimos que o tratamento das células melan-a com cerulenina ou
orlistat induz morte celular pela ativagdo da via intrinseca da apoptose, acompanhada por
disfun¢cdo mitocondrial ligada ao estresse oxidativo. Esta disfun¢do demonstrou reducao do
potencial de membrana mitocondrial (AY,,), aumento da producdo de superoxido, e
inibicdo da respiragdo mitocondrial nas melan-a tratadas com os inibidores de FASN.
Nossos resultados também indicam que essa apoptose seja independente da inibicdo da

atividade de FASN pela cerulenina e orlistat.

Além de verificar alteragdes na fungdo mitocondrial, buscamos ver se o tratamento
com cerulenina ou orlistat também induz alteragdes no proteoma das mitocOndrias das
células melan-a. Para isso, utilizamos mitocondrias isoladas das células melan-a apds o
tratamento com 5 pg/mL de cerulenina ou com 30 uM de orlistat durante 24 e 48 h,
respectivamente. Em seguida, normalizamos o conteudo de proteinas das amostras por
Bradford e submetemos estas fracdes mitocondriais a andlise protedmica por utilizando-se
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Foram utilizadas
amostras de células controle e tratadas com orlistat provenientes de trés experimentos

independentes.

A andlise da expressdo diferencial das proteinas identificadas foi realizada pela
razdo das contagens de espectros normalizados (normalized spectral counts). Nessa andlise,
foram identificadas 63 proteinas originadas do enriquecimento das mitocondrias das células
melan-a apds o tratamento com 30 uM de orlistat, e seu respectivo controle EtOH conforme

mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Proteinas identificadas em fra¢des mitocondriais enriquecidas de células melan-a ap6s

tratamento com orlistat, por LC-MS/MS, de acordo com a razdo das contagens de espectros

normalizados (normalized spectral counts). As altera¢des sio referidas como fold change.

normalized spectral counts

UP/DOWN
Nimero de acesso Proteinas Identificadas EtOH Orlistat  Fold Change
IPI00110850 (+1) Actin, cytoplasmic 1 9.7 10.7 -
1P100307837 Elongation factor 1-alpha 1 13.0 10.0 -
1P1I00554929 Heat shock protein HSP 90-beta 13.0 10.0 -
IPI00117352 Tubulin beta-5 chain 16.0 8.7 down
1PI00133903 (+1) Stress-70 protein, mitochondrial 7.0 15.7 up
IP100271869 (+5) Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 5.0 8.3 -
1P100323357 Heat shock cognate 71 kDa protein 11.3 5.7 down
IPI00121788 (+2) Peroxiredoxin-1 6.0 53 -
1P100468481 ATP synthase subunit beta, mitochondrial 5.0 2.0 down
1P100407339 Histone H4 7.0 6.0 -
1P100466069 Elongation factor 2 5.7 7.0 -
1P100407130 Isoform M2 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 33 7.7 up
1P100462072 (+1) Alpha-enolase 6.0 5.0 -
1P100323592 Malate dehydrogenase, mitochondrial 3.5 2.0 down
1PI00116498 14-3-3 protein zeta/delta 4.7 5.0 -
1P100554989 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 6.3 4.0 down
1P100114642 (+6) Histone H2B type 1-F/J/L 4.7 4.7 -
IPI00117348 Tubulin alpha-1B chain 6.3 33 down
1P1I00319994 (+1) L-lactate dehydrogenase A chain 33 2.7 -
1P100123181 Myosin-9 5.0 10.0 -
1P100227299 (+1) Vimentin 4.0 4.0 -
IPI00118676 (+1) Eukaryotic initiation factor 4A-1 5.7 1.5 -
1P100230264 Histone H2A.x 3.0 3.7 -
IPI00308885 Isoform 1 of 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 2.3 4.0 up
1P100622235 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 4.0 4.5 -
IP100467833 (+1) triosephosphate isomerase 5.5 2.5 down
1P100221402 (+1) Fructose-bisphosphate aldolase A 3.5 1.7 -
IP100127841 ADP/ATP translocase 2 1.7 2.7 up
1P100990246 Nucleoside diphosphate kinase 2.7 0.0 -
1P100130280 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 0.5 5.5 -
IP1I00136984 (+1) 40S ribosomal protein S7 4.0 4.0 -
IPI00110588 Moesin 2.7 2.5 -
1P100313222 (+2) 60S ribosomal protein L6 3.5 1.7 -
1P100323881 Importin subunit beta-1 1.5 1.7 -
IPI00118899 (+2) Alpha-actinin-4 1.3 3.0 -
IPI00555023 (+1) Glutathione S-transferase P 1 2.3 3.0 -
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IP1I00317590 (+3)
IP100226993
IP100114733
IP100228633
IP1I00354819 (+2)
IP1I00311236 (+2)
IP100223713 (+1)
IP1I00314950 (+1)
IP100319992
IPI00111218
IP100128904
IP1I00133440 (+2)
IPI00555069
1P100230730 (+8)
IP100330804
1PI00318492 (+12)
IP1I00134621
1P100454008
IP1I00118384
IP100468203
IP100129685
IPI00153400 (+4)
IPI00108125 (+2)
IP100123639
IP100317740
IPI00139780 (+1)
IP1I00331092 (+1)
IP1I00137736
IPI00111013 (+3)
1P100230133
IP100754386
1PI00113141 (+1)
IP1I00121079 (+1)
IP1I00311682 (+1)
IPI00553798 (+1)

40S ribosomal protein S18
Thioredoxin
Serpin HI
Glucose-6-phosphate isomerase
Isoform Smooth muscle of Myosin light polypeptide 6
60S ribosomal protein L7
Histone H1.2
60S acidic ribosomal protein PO
78 kDa glucose-regulated protein
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial
Poly(rC)-binding protein 1
Prohibitin
Phosphoglycerate kinase 1
Histone H3.2
Heat shock protein HSP 90-alpha
Putative uncharacterized protein
GTP-binding nuclear protein Ran
Serine hydroxymethyltransferase
14-3-3 protein epsilon
Annexin A2
Translationally-controlled tumor protein
Histone H2A.J
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1
Calreticulin
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1
60S ribosomal protein L23
40S ribosomal protein S4, X isoform
40S ribosomal protein S28
Cathepsin D
Histone H1.5
EROI-like protein alpha
Citrate synthase, mitochondrial
Isoform 1 of NADH-cytochrome b5 reductase 3
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
AHNAK nucleoprotein isoform 1
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A andlise da expressdo das proteinas entre os tratamentos foi descrita por fold
change. Segundo esta andlise, as proteinas identificadas em fragdes mitocondriais
enriquecidas de células melan-a apds tratamento com orlistat, por LC-MS/MS, e que
apresentaram razdo de 1,5x das contagens de espectros normalizados consideradas
aumentadas enquanto as proteinas identificadas com razdo menor que 0,65x foram
consideradas diminuidas (Wilkins, Homer et al., 2002; Wilkins, Beighton et al., 2003; Paes
Leme, Bellato et al., 2008).

Na Tabela 4 pode-se observar que o tratamento com orlistat modificou a expressao
de 11 proteinas nas mitocOndrias das células melan-a quando comparadas ao controle.
Dentre estas, houve aumento da heat shock protein (HSP60) e do translocador de
nucleotideo de adenina ANT2, assim como reducdo dos niveis da malato desidrogenase

MDH2, apés tratamento com orlistat.

Tabela 4. Lista de Proteinas com expressdo aumentada ou diminuida obtida pela razdo das
contagens de espectros (fold-change) entre o nimero de peptideos do grupo tratado com orlistat e

grupo controle (tratado com EtOH) em mitocondrias das células melan-a por LC-MS/MS.

Proteinas com cotetido modificadas apds tratamento em relacio ao controle (Orlistat versus EtOH)

Aumentadas Diminuidas
Stress-70 protein, mitochondrial Tubulin beta-5 chain
Isoform M2 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 Heat shock cognate 71 kDa protein
Isoform 1 of 60 kDa heat shock protein, mitochondrial ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ADP/ATP translocase 2 Malate dehydrogenase, mitochondrial

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Tubulin alpha-1B chain

triosephosphate isomerase

Por outro lado, o tratamento com 5 pg/mL de cerulenina durante 24 h permitiu a
identificagcdo de 75 proteinas nas mitocOndrias das células melan-a (Tabela 5). Destas, cerca

de 19 proteinas mostraram altera¢do de expressao apds o tratamento com cerulenina (Tabela
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6). O tratamento com cerulenina resultou em aumento da heat shock protein (HSP60) e

redugdo dos niveis da malato desidrogenase MDH2.

Tabela 5. Protefnas identificadas em fracGes mitocondriais enriquecidas de células melan-a apds

tratamento com cerulenina, por LC-MS/MS, de acordo com a razdo das contagens de espectros

normalizados.

normalized spectral counts

UP/ DOWN
Nimero de acesso Proteinas Identificadas DMSO Cerulenina  Fold Changes
IPI00110850 (+1) Actin, cytoplasmic 1 29.0 36.0 -
1P100307837 Elongation factor I-alpha 1 26.7 19.3 -
IP1I00468481 ATP synthase subunit beta, mitochondrial 25.7 34.0 -
IPI00117352 Tubulin beta-5 chain 22.3 20.0 -
1P1I00554929 Heat shock protein HSP 90-beta 20.3 19.7 -
1P100462072 (+2) Alpha-enolase 17.0 15.0 -
1P100273646 (+3) Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 17.3 19.7 -
IPI00308885 Isoform I of 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 9.0 20.0 up
1P100323357 Heat shock cognate 71 kDa protein 10.7 9.3 -
IP1I00133903 (+1) Stress-70 protein, mitochondrial 9.3 13.3 -
1P100466069 Elongation factor 2 10.0 8.7 -
1P100323592 Malate dehydrogenase, mitochondrial 8.5 4.5 down
1P100407339 Histone H4 11.7 6.7 down
IPI00117348 Tubulin alpha-1B chain 10.3 3.7 down
1P1I00114642 (+10) Histone H2B type 1-F/J/L 10.7 6.3 down
IP100407130 (+1) Isoform M2 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 6.3 5.3 -
1P100227299 (+1) Vimentin 7.7 7.0 -
IP100354819 (+2) Isoform Smooth muscle of Myosin light polypeptide 6 8.0 6.3 -
1PI00123181 Myosin-9 5.7 7.7 -
IP100467833 (+1) triosephosphate isomerase 6.7 6.7 -
1PI00127841 ADP/ATP translocase 2 3.7 3.7 -
1P100130280 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 5.0 5.7 -
1P100114733 Serpin H1 2.3 4.3 up
1P100221463 (+4) Histone H2A type 3 7.0 4.0 down
TPI00551538 (+5) histone H3.3-like isoform 1 1.0 2.0 up
1PI00121788 Peroxiredoxin-1 2.7 3.7 -
1P100454008 Serine hydroxymethyltransferase 4.0 6.0 up
IP100407543 (+1) Putative uncharacterized protein 5.0 5.7 -
1P100223714 Histone H1.4 5.3 4.0 down
1P100230108 Protein disulfide-isomerase A3 2.3 3.7 -
IPI00554989 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 5.7 4.3 -
1P100230264 Histone H2A.x 6.7 3.0 down
IP1I00555023 (+1) Glutathione S-transferase P 1 4.3 4.3 -
IP1I00118899 Alpha-actinin-4 2.7 6.3 -
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IPI00330804
IPI00321190 (+5)
IP100319992
IPI00311236 (+2)
IPI00319994 (+1)
IPI00111218
IPI00265107 (+6)
IP100123639
IPI00116498
IPI00113517
IPI00127417 (+3)
IPI00118676 (+1)
IP100221402
IP100622235
IPI00113141
IPI00113223
IPI00405058 (+3)
IPI00137331 (+1)
IPI00129526
IPI00313222 (+2)
IPI00128904
IPI00123604 (+2)
IPI00457898
IP100317309
IPI00849793 (+1)
IP100317590 (+3)
IP100230133
IP100222496
IP100224575 (+2)
IP100555069
IPI00118775 (+4)
IPI00121280 (+10)
IPI00129685
IPI00117312
IP100230440
IPI00396797 (+4)
IPI00112414 (+2)
IPI00127109 (+1)
IP100222430 (+3)

Heat shock protein HSP 90-alpha
Sulfated glycoprotein 1
78 kDa glucose-regulated protein
60S ribosomal protein L7
L-lactate dehydrogenase A chain
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial
Uncharacterized protein
Calreticulin
14-3-3 protein zeta/delta
Cathepsin B
Nucleoside diphosphate kinase B
Eukaryotic initiation factor 4A-1
Fructose-bisphosphate aldolase A
Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Citrate synthase, mitochondrial
Fatty acid synthase
Isoform 3 of Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
Adenylyl cyclase-associated protein 1
Endoplasmin
60S ribosomal protein L6
Poly(rC)-binding protein 1
40S ribosomal protein SA
Phosphoglycerate mutase 1
Annexin A5
60S ribosomal protein L12
40S ribosomal protein S18
Histone H1.5
Putative uncharacterized protein
Isoform 2 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Phosphoglycerate kinase 1
Uncharacterized protein
Glutathione S-transferase Mu 7
Translationally-controlled tumor protein
Aspartate aminotransferase, mitochondrial
Adenosylhomocysteinase
Isoform 1 of Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17
Exportin-2
Uncharacterized protein

acyl-CoA-binding protein isoform 1
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Tabela 6. Lista de Proteinas com expressdo aumentada ou diminuida obtida pela razdo das
contagens de espectros (fold-change) entre o nimero de peptideos do grupo tratado com cerulenina

e grupo controle (tratado com DMSO) em mitocondrias das células melan-a por LC-MS/MS.

Proteinas com cotetido modificadas apds tratamento em relacao ao controle (Cerulenina versus DMSO)

Aumentadas Diminuidas
Isoform 1 of 60 kDa heat shock protein, mitochondrial Malate dehydrogenase, mitochondrial
Serpin HI Histone H4
histone H3.3-like isoform 1 Tubulin alpha-1B chain
Serine hydroxymethyltransferase Histone H2B type 1-F/J/L
Sulfated glycoprotein 1 Histone H2A type 3
78 kDa glucose-regulated protein Histone H1.4
Cathepsin B Histone H2A.x
Eukaryotic initiation factor 4A-1 L-lactate dehydrogenase A chain

Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial
Uncharacterized protein

Nucleoside diphosphate kinase B

A andlise das proteinas identificadas por LC-MS/MS revelou alteragdes pontuais
associadas a funcdo mitocondrial apds o tratamento com os inibidores de FASN nas células
melan-a. Os resultados de heat shock protein de 60 kDa (HSP60), malato desidrogenase 2
(MDH2) e do translocador de nucleotideo de adenina 2 (ANT2) foram validados por

Western blotting e/ou por imunofluorescéncia.

Inicialmente investigamos a expressdao da proteina mitocondrial heat shock protein
de 60 Kda (HSP60) por Western blot. As heat shock proteins também conhecidas como
chaperonas, fazem parte de uma familia de proteinas com massas moleculares que variam de
8 a 170 kDa, cujo os membros sdo referidos com HSP27, HSP 60, HSC70 (forma
constitutiva), HSP70 (forma induzivel) e HSP90. Estas proteinas sdo classicamente
identificadas por serem induzidas apds tratamento térmico em células de mamiferos (Rossi,
Somji et al., 2002). Diversas delas incluindo-se a HSP60 desempenham importante papel na

homeostase mitocondrial de proteinas, estando associadas a um estado de estresse oxidativo
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(Pellegrino, Nargund et al., 2013; Whelan e Zuckerbraun, 2013). A resposta ao estresse ou
Heat shock ¢ um mecanismo conservado de defesa muito usado pelas células ou tecidos para
sua protecao frente a diversas situagdes como estresse oxidativo, hipertermia, inflamacgao e
dano isquémico/reperfusdo (Hightower, 1991; Welch, 1992; Minowada e Welch, 1995). A
principal resposta caracteristica apds as células serem expostas ao estresse consiste em
alteracdes na expressdo génica celular, o que implica em parada na sintese proteica e
inducdo da sintese das heat shock protein. O aumento da expressdo das heat shock protein
faz com que as células reconhecam as proteinas danificadas, e permite a restauracdo ou a
eliminacdo das proteinas através das vias de degradacdo (Hightower, 1991; Welch, 1992;
Minowada e Welch, 1995). Se a situacdo de estresse cessar ou for interrompida, a resposta
heat shock € down-regulated e a sintese protéica normal é reestabelecida e, como resultado,
as c€lulas se recuperam desse evento de estresse. Caso o estresse gerado seja intenso ou
permaneca, a resposta heat shock sera insuficiente para conter este estimulo, o que resultard

na morte celular tanto por apoptose quanto necrose (Rossi, Somji et al., 2002).

O tratamento com ambos os inibidores de FASN, cerulenina e orlistat, induziram
aumento da proteina HSP60 nas células melan-a, como mostrado nas Tabelas 4 ¢ 6. A
andlise por Western blot confirmou esse aumento nos niveis de HSP60, tendo sido de 82%
nas células tratadas com orlistat em relagcdo ao controle (EtOH - Fig. 5 A), e de 63% ap6s o
tratamento com cerulenina, em relacdo ao controle (DMSO - Fig. 5 C). E possivel
observar, por imunofluorecéncia, a marca¢do somente para a proteina HSP60, seguida pela
marcacao nuclear com DAPI e imagens mostrando a colocalizagao referidas como merge
nas Figs 5 B e D. Nossos resultados demonstram que ambos os tratamentos, com
cerulenina ou orlistat, induziram aumento da expressdo proteica de HSP60, sendo que
estudos evidenciam que a HSP60 por si, pode causar inflamacao e apoptose (Kobba, Kim et
al., 2011), bem como acelerar a ativacdo de caspase-3 (Samali, Cai et al., 1999; Gupta e

Knowlton, 2005).
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Fig. 5: Orlistat e cerulenina aumentaram a expressao de HSP60 em células melan-a. As células melan-a
foram tratadas com 30 uM de orlistat durante 48 h ou com 5 pg/mL de cerulenina durante 24 h. O contetido
da proteina mitocondrial HSP60 nas células melan-a foi determinado por Western blotting (A e C) e
confirmado por imunoflourescéncia (B e D); as imagems mostram a fluorescéncia da HSP60, a marcagdo
nuclear com DAPI e “merge” (colocaliza¢do). Os valores representam a média + EPM de ao menos 3
experimentos distintos; *p<0,05, tratamento versus controle, teste ¢ de Student. Os valores foram

normalizados usando VDACI.
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Em seguida, foram verificados os niveis de expressdo da proteina MDH2 por
Western blot apds o tratamento com orlistat ou cerulenina nas mitocondrias das células
melan-a. A malato desidrogenase mitocondrial (MDH2) é uma importante enzima do ciclo
do é&cido tricarboxilico (TCA), que regula a conversio de malato/NAD em
oxaloacetato/NADH (Goward e Nicholls, 1994; Reisch e Elpeleg, 2007; Liu, Harvey et al.,
2013). Esta enzima também age em outras vias metabdlicas, como sintese de amino acidos,
gliconeogénese, manutencdo do balango oxidacao/reducao, além de facilitar a troca de
metabdlitos entre o citoplasma e as organelas intracelulares. O NADH gerado pela MDH?2
torna-se um substrato metabdlico para fosforilagdo oxidativa mitocondrial e biossintese de
ATP na cadeia transportadora de elétrons (CTE), necessarios para a respiragao celular pelo
consumo do oxigénio molecular (Pedersen, 2007; Murphy, 2009). A enzima MDH?2 regula
a etapa final do ciclo TCA na mitocondria, promovendo diretamente a reducdo de
equivalentes para a fosforilacdo oxidativa, responsdveis pela biossintese de ATP, consumo
de oxigénio e geracdo de espécies reativas de oxigénio (Goward e Nicholls, 1994; Reisch e

Elpeleg, 2007).

O tratamento das células melan-a com os inibidores de FASN reduziu em
aproximadamente 45% o conteido da proteina MDH2 quando comparado aos seus
respectivos controles (Fig. 6). O silenciamento de MDH2 por shRNA em células de cancer
de proéstata elevou a producao de espécies reativas de oxigé€nio e estresse oxidativo através

de uma “ineficiéncia metabdlica” mitocondrial (Liu, Harvey et al., 2013).

140



A EtOH Orlistat B DMSO Cerulenina

MDH2 '.-a"‘" MDH2 | s

VDAC1 —— L OUDACL | e e e B |
- oS -5

Az_ Um
< 8 < &
o ¥ o X

c >
> © ©
~ < 1 ~ < 1 -
~ O k ~ Y E 3
T3S e
o o QHO_
S L0 S —0 -

EtOH Orlistat DMSO Cerulenina

Fig. 6: Orlistat e cerulenina diminuiram a expressao de MDH2 nas células melan-a. Quantidades iguais de
proteinas da fracdo mitochondrial de células melan-a tratadas com orlistat 30 uM ou cerulenina 5 ug/ml,
durante 48 ou 24 h, respectivamente, foram eletroforeticamente separadas e as membranas foram incubadas
com anticorpos contra MDH2 ou VDACI. A andlise por Western blotting mostra que ambos os tratamentos
reduziram o contetido protéico de MDH2. Os valores representam a média + EPM de ao menos 3 experimentos
distintos; *p<0,05, tratamento versus controle, teste ¢ de Student. Os valores foram normalizados usando

VDACI.

O tratamento das células melan-a com orlistat resultou em aumento do translocador
de nucleotideo de adenina ANT2 (Tabela 4). O translocador de nucleotideo de adenina
(ANT) é uma proteina codificada no nicleo e localizada na membrana interna mitocondrial.
Esta proteina tem como funcio catalizar a troca de adenosina trifosfato da mitocondria com
adenosina difosfato citosdlica. Portanto, ANT apresenta um importante papel no
metabolismo energético mitocondrial por influenciar a fosforilagdo oxidativa na
mitocondria. Além do mais, ANT é o maior componente presente no complexo poro de
transicao mitocondrial (TPM), que interage com as proteinas da familia Bcl2, contribuindo
para a apoptose mediada pelas mitocondrias (Chen, Gamou et al., 1998; Dachs e Tozer,
2000). Existem quatro isoformas da ANT humana (ANTI1, ANT2, ANT3 e ANT4) e a
expressao relativa dessas isoformas sdo dependentes dos estidgios de desenvolvimento,
proliferacdao, bem como do tipo de tecido e célula (Lal, Peters et al., 2001; Seagroves, Ryan

et al., 2001). A expressao de ANT2 € especifica de células indiferenciadas ou tecidos que
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sdo capazes de se proliferar ou regenerar, como linfécitos, rins e figado. A participacdo de
ANT?2 durante a carcinogénese foi sugerida, visto que sua expressao em células neoplasicas
estd diretamente associada ao metabolismo da via glicolitica, e que diversos tumores
malignos dependentes de hormdnios apresentam aumento da expressio de ANT2 (Larm,
Vaillant et al., 1994; Simpson, Feeney et al., 2000; Loiseau, Chevrollier et al., 2002;
Panneels, Schussler et al., 2003). A diminui¢do ou “down regulation” de ANT2 inibe a
proliferacao celular e aumenta o AY¥,, em células tumorais de leucemia e fibrosarcoma
promovendo sua quimiossensibilizacdo, o que a torna uma oncoproteina antiapoptotica

(Beltran, Mathur et al., 2000; Mcclintock, Santore et al., 2002; Semenza, 2002).

Conforme indicado na Tabela 4, o tratamento com 30 uM de orlistat nas células ndo
tumorigénicas melan-a induziu aumento de 1,1x no conteido de ANT2 verificado por

Western blot, em relacao as células controle, tratadas com EtOH (Fig. 7).
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Fig. 7: O inibidor de FASN orlistat aumentou a expressao da proteina mitocondrial ANT2 em células
melan-a. As células melan-a foram tratadas com 30 uM de orlistat por 48 h. Apds o tratamento, Western
blotting foi realizado a partir de extratos protéicos de fragdo mitocondrial. O tratamento com orlistat aumentou
a expressdo da ANT2 nas células melan-a. Os valores representam a média + EPM de ao menos 3
experimentos distintos; *p<0,05, tratamento versus controle, teste ¢ de Student. Os valores foram normalizados

usando VDACI.
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Para compreender melhor estes achados, realizamos a andlise de enriquecimento de
termos provenientes de anotagdes do Gene Ontology (Ashburner, Ball et al., 2000) pelo
plugin ClueGO (Cytoscape) (Bindea, Mlecnik et al., 2009; Smoot, Ono et al., 2011; Saito,
Smoot et al., 2012) Essa andlise de enriquecimento € um tipo comum de andlise funcional
que atribui valores de score e classifica os termos mais relevantes como de processos
bioldgicos, componentes celulares, funcado molecular, entre outros (Bindea, Mlecnik et al.,
2009; Malik, Dulla et al., 2010).

O aplicativo ClueGO ¢ utilizado no programa Cytoscape para aumentar a
interpretacdo bioldgica de grandes listas de genes. Integra termos do Gene Ontology, mas
também de vias como KEGG/BioCarta, criando uma rede funcionalmente organizada em
grupos. Os resultados exibem uma rede de termos agrupados de acordo com a anotagao
funcional (que reflete a similaridade entre os termos baseado na similaridade dos genes
associados) e uma tabela com informagdes dos termos com seus genes associados € 0s

respectivos valores de p.
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Tabela 7: Termos enriquecidos para a lista de genes de up vs down-regulated, de acordo com anotacdes de

processos bioldgicos e componentes celulares do GO. A identificagdo e o nome do termo, a porcentagem e a

identificacdo dos genes associados, a ontologia utilizada e o valor de p corrigido pelo teste de Benjamini-

Hocherg para o termo indicado sdo apresentados.

term p-value

GO ID Nome do termo (Zyss(:)ecigai;l:ss Genes associados wi tﬁoé.:ﬁ;:ﬁini-
Hochberg
GO0:0042645 mitochondrial nucleoid 9.68 [At;SJISCbZ,SI;I;;])a% 0.0000
G0:0019362 pyridine nucleotide metabolic process 417 [Mdh2, Tpil] 0.0047
GO0:0046496 nicotinamide nucleotide metabolic process 417 [Mdh2, Tpil] 0.0047
GO0:0019682 glyceraldehyde-3-phosphate metabolic process 100.00 [Tpil] 0.0051
G0:0002368 B cell cytokine production 50.00 [Hspd1] 0.0076
G0:0002842 positive regulation of T cell mediated immune response to tumor cell 33.33 [Hspdl] 0.0091
G0:0002840 regulation of T cell mediated immune response to tumor cell 33.33 [Hspdl] 0.0091
G0:0002424 T cell mediated immune response to tumor cell 33.33 [Hspd1] 0.0091
GO0:0016461 unconventional myosin complex 25.00 [Myl6] 0.0101
G0:0035308 negative regulation of protein dephosphorylation 25.00 [Ywhae] 0.0101
GO:0006933 negative regulation of cell adlrlrclais;r);ilélrrolved in substrate-bound cell 55,00 [Atp5b] 0.0101
G0:1901029 negative regulation of mitochondrial outer membrane permeabilization 25.00 [Sle25a5] 0.0101
GO:0045261 proton-transporting ATP synthase complex, catalytic core F(1) 20.00 [Atp5b] 0.0108
G0:0045298 tubulin complex 20.00 [Tubbs3] 0.0108
GO0:0046696 lipopolysaccharide receptor complex 20.00 [Hspdl] 0.0108
G0:0071817 MMXD complex 20.00 [Sle25a5] 0.0108
G0:0000974 Prp19 complex 20.00 [Hspas] 0.0108
GO0:0035305 negative regulation of dephosphorylation 16.67 [Ywhae] 0.0114
G0:0019907 cyclin-dependent protein kinase activating kinase holoenzyme complex 14.29 [Hspd1] 0.0118
GO:0006108 malate metabolic process 14.29 [Mdh2] 0.0118
GO:0006734 NADH metabolic process 12,50 (Mdh2] 0.0121
G0:0030049 muscle filament sliding 12.50 [Myl6] 0.0121
G0:0033275 actin-myosin filament sliding 111 [Myl6] 0.0124
GO0:0006107 oxaloacetate metabolic process 11.11 [Mdh2] 0.0124
GO0:0032727 positive regulation of interferon-alpha production 10.00 [Hspd1] 0.0126
G0:0042026 protein refolding 10.00 [Hspd1] 0.0126
GO:0005641 nuclear envelope lumen 9.09 [Tubbs] 0.0128
GO0:0006740 NADPH regeneration 8.33 [Tpil] 0.0130
G0:0048291 isotype switching to IgG isotypes 833 [Hspd1] 0.0130
G0:0006098 pentose-phosphate shunt 8.33 [Tpil] 0.0130
GO0:0002836 positive regulation of response to tumor cell 7.69 [Hspd1] 0.0131
GO:0051085 chaperone mediated protein folding requiring cofactor 7.69 [Hspa8] 0.0131
GO0:1901028 regulation of mitochondrial outer membrane permeabilization 7.69 [Slc25a5] 0.0131
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G0:0002839
GO0:0043032
G0:0002834
GO0:0002837
G0:0002418
GO0:0032647
G0:0032607
GO:0051084
GO0:0033178
G0:0002347
GO:0006458
GO0:0032733
GO:0000413
GO0:0002755
G0:0006929
GO0:0035304
G0:0002833
GO:0097345
GO:0061077
GO0:0035794
GO:0006739
GO:0005753
G0:0032735
GO:0071353
GO:1902110
GO:0015986
GO0:0032481
GO:0015985
G0:0043030

positive regulation of immune response to tumor cell
positive regulation of macrophage activation
regulation of response to tumor cell
regulation of immune response to tumor cell
immune response to tumor cell
regulation of interferon-alpha production
interferon-alpha production
'de novo' posttranslational protein folding
proton-transporting two-sector ATPase complex, catalytic domain
response to tumor cell
'de novo' protein folding
positive regulation of interleukin-10 production
protein peptidyl-prolyl isomerization
MyD88-dependent toll-like receptor signaling pathway
substrate-dependent cell migration
regulation of protein dephosphorylation
positive regulation of response to biotic stimulus
mitochondrial outer membrane permeabilization
chaperone-mediated protein folding
positive regulation of mitochondrial membrane permeability
NADP metabolic process
mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex
positive regulation of interleukin-12 production

cellular response to interleukin-4

positive regulation of mitochondrial membrane permeability involved in

apoptotic process

ATP synthesis coupled proton transport
positive regulation of type I interferon production
energy coupled proton transport, down electrochemical gradient

regulation of macrophage activation

5.26
5.26
5.00
5.00
4.76
4.00
4.00
4.17
4.17
4.17
4.35

4.35
4.35
4.35
4.35
4.35

[Hspd1]
[Hspd1]
[Hspd1]
[Hspd1]
[Hspd1]
[Hspd1]
[Hspd1]
[Hspas]
[Atp5b]
[Hspd1]
[Hspas]
[Hspd1]

[Ppial
[Hspd1]
[Atp5b]

[Ywhae]
[Hspd1]

[Slc25a5]
[Hspas]

[Slc25a5]

[Tpil]
[Atp5b]
[Hspd1]

[Tubalb]

[Slc25a5]
[Atp5b]
[Hspd1]
[Atp5b]
[Hspd1]

0.0131
0.0131
0.0131
0.0131
0.0132
0.0142
0.0142
0.0143
0.0143
0.0143
0.0143
0.0143
0.0143
0.0143
0.0143
0.0144
0.0144
0.0144
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151
0.0151

*% Genes associados: quanto os genes da lista representam (em %) o total de genes anotados para o termo

associado.
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Tabela 8. Termos enriquecidos para a lista de genes de up vs down-regulated, de acordo com anotacio de

funcio molecular do GO. A identificacdo e o nome do termo, a porcentagem e a identificagdo dos genes

associados, a ontologia utilizada e o valor do p-value corrigido pelo teste de Benjamini-Hocherg para o termo

indicado sdo apresentados.

term p-value

GOID term name %a;s;;i:ted associated genes c‘orr?c!ed with
Benjamini-Hochberg
G0:0042288 MHC class I protein binding 22.22 [Atp5b, Tubb5] 0.0001
G0:0042287 MHC protein binding 14.29 [Atp5b, Tubb5] 0.0002
GO:0004807 triose-phosphate isomerase activity 100.00 [Tpil] 0.0023
G0:0046554 malate dehydrogenase (NADP+) activity 100.00 [Mdh2] 0.0023
G0:0030060 L-malate dehydrogenase activity 50.00 [Mdh2] 0.0035
G0:0004743 pyruvate kinase activity 50.00 [Pkm?2] 0.0035
G0:0050815 phosphoserine binding 25.00 [Ywhae] 0.0055
G0:0030955 potassium ion binding 14.29 [Pkm2] 0.0080
G0:0016615 malate dehydrogenase activity 14.29 [Mdh2] 0.0080
G0:0031420 alkali metal ion binding 10.00 [Pkm2] 0.0086
GO:0016861 intramolecular 0x1doreduc;tr?;ekz;ct:(t)1:£y, interconverting aldoses . [Tpil] 0.0089
G0:0001530 lipopolysaccharide binding .11 [Hspd1] 0.0089
GO:0046933 proton-transporting 1;"11; fc’ lf;glit:lrise activity, rotational i [Atpsb] 0.0089
G0:0046961 proton-transporting ATPase activity, rotational mechanism 833 [Atp5b] 0.0092
GO-0044769 ATPase activity, couf(}zit ité)n:rlzzl?nsgfl{;l;girlle movement of ions, i [Atp5b] 0.0096
G0:0045309 protein phosphorylated amino acid binding 476 [Ywhae] 0.0131
G0:0036442 hydrogen-exporting ATPase activity 476 [Atp5b] 0.0131

*% Genes associados: quanto os genes da lista representam (em %) o total de genes anotados para o termo

associado.
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E importante observar que a andlise foi realizada somente com as proteinas
selecionadas com maior ou menor expressdao de proteinas. Em funcdo do pequeno niimero
de proteinas selecionadas, os seguintes parametros foram adotados: 1. Considerou-se um
termo enriquecido quando encontrasse pelo menos um gene name associado ao termo e que
esse gene name representasse ao menos 4% de todos os genes anotados para o termo. 2.

Foram também utilizados niveis mais baixos/ancestrais do GO, entre 3 e 8.

As tabelas apresentam termos anotados e que foram encontrados como enriquecidos
para a lista de gene name inserida. E possivel observar que alguns gene name apresentam
mais de um termo anotado, por exemplo, os genes Mdh2, Tpil (Tabela 5) e os genes
Atp5b, Tubb5 (Tabela 6). A andlise de enriquecimento fornece um valor de significincia
do enriquecimento, o p-value e a tabela apresenta somente os termos com valores de p<

0,05.

Em resumo, as redes mostram em vermelho os termos anotados para os genes up-
regulated, enquanto os termos em verde sdo referentes aos genes down-regulated. Os
nodos representam os termos anotados e o gradiente de cor indica o grau de enriquecimento
do termo no seu respectivo cluster, ou seja, quanto mais vermelho, maior foi o
enriquecimento do termo no cluster 1, enquanto que, quanto mais préximo do verde, maior
foi o enriquecimento no cluster 2. Dessa forma, a cor branca (presente no termo
mitochondrial nucleoid) indica que genes de ambos os clusters foram identificados no

termo, ndo havendo maior enriquecimento em um ou outro cluster de genes.

Na Fig. 8 podemos encontrar as seguintes redes funcionais: 1- phosphoserine
binding: protein phosphorylated amino acid binding. 2- triose-phosphate isomerase
activity: intramolecular oxidoreductase activity e interconverting aldoses and ketoses. 3-
MHC class I protein binding: MHC protein binding, hydrogen-exporting ATPase activity,
proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism, ATPase activity, coupled
to transmembrane movement of ions, rotational mechanism, proton-transporting ATPase
activity e rotational mechanism. 4- lipopolysaccharide binding. 5- pyruvate kinase
activity: alkali metal ion binding e potassium ion binding. 6- malate dehydrogenase

(NADP+) activity: L-malate dehydrogenase activity e malate dehydrogenase activity.

147



4 /{ :§1ATBN?FGHW\ : r 7
e ‘;--"“s, \ A achmy coupled o
hydrogen-exporting W TPese actty | movement of ions, Lomalate dehydrogenase
\\ ~ tional mechanism
maiale

! dehydrogenase
TN (NADP+) activity

pmmnmwmm; ATP synmne T : 4 malate dehydrogenase activity

protein pﬂespnomaﬁ‘ed amino acid
binding

lipopolysaccharide
binding

triose-phosphate pm” i pyruvate kinase
isomerase activity activity

Fig. 8. Rede de categorias funcionais de proteinas diferencialmente expressas nas condi¢des apds os

tratamentos com os inibidores de FASN. Protefnas foram agrupadas de acordo com termos de fungdo

molecular do GO usando o plugin ClueGO do Cytoscape. Sdo exibidos termos funcionais do GO para

proteinas up-regulated (nodos em vermelho) e para proteinas down-regulated (nodos em verde).

Na Fig. 9 podemos encontrar as seguintes redes funcionais nos processos

biolégicos: 1- B cell cytokine production: positive regulation of T cell, mediated immune

response to tumor cell, positive regulation of response to biotic stimulus, positive

regulation of interleukin-12 production, regulation of interferon-alpha production,

regulation of T cell mediated immune response to tumor cell, T cell mediated immune

response to tumor cell, protein refolding, positive regulation of interleukin-10 production,

response to tumor cell, MyD88-dependent toll-like receptor signaling pathway, positive

regulation of response to tumor cell, regulation of immune response to tumor cell,

regulation of response to tumor cell, isotype switching to IgG isotypes, positive regulation
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of interferon-alpha production, positive regulation of type I interferon production, positive
regulation of macrophage activation, interferon-alpha production, regulation of
macrophage activation, lipopolysaccharide receptor complex, cyclin-dependent protein
kinase activating kinase holoenzyme complex eimmune response to tumor cell. 2- nuclear
envelope lumen: tubulin complex, protein peptidyl-prolyl isomerization e cellular response
tointerleukin-4. 3- negative regulation of protein dephosphorylation: negative regulation
of dephosphorylation e regulation of protein dephosphorylation. 4- Prpl19 complex:
chaperone mediated protein folding requiring cofactor, chaperone-mediated protein
folding, 'de novo' posttranslational protein folding, e 'de novo' protein folding. 5- pyridine
nucleotide metabolic process: glyceraldehyde-3-phosphate metabolic process, NADPH
regeneration, NADP metabolic process, pentose-phosphate shunt, malate metabolic
process, nicotinamide nucleotide metabolic process, oxaloacetate metabolic process e
NADH metabolic process. 6- mitochondrial nucleoid: negative regulation of cell adhesion
involved in substrate-bound cell migration, proton-transporting ATP synthase complex,
catalytic core F(1), energy coupled proton transport, down electrochemical gradient,
proton-transporting two-sector ATPase complex, catalytic domain, mitochondrial proton-
transporting ATP synthase complex, substrate-dependent cell migration, ATP synthesis
coupled proton transport, positive regulation of mitochondrial membrane permeability
involved in apoptotic process, positive regulation of mitochondrial membrane permeability,
MMXD complex, regulation of mitochondrial outer membrane permeabilization,
mitochondrial outer membrane permeabilization e negative regulation of mitochondrial
outer membrane permeabilization. 7- unconventional myosin complex: actin-myosin

filament sliding e muscle filament sliding.
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Fig. 9. Rede de categorias funcionais de proteinas diferencialmente expressas nas condigdes apds os
tratamentos com os inibidores de FASN. Proteinas foram agrupadas de acordo com termos de processos
bioldgicos e componentes celulares do GO usando o plugin ClueGO do Cytoscape. Sdo exibidos termos
funcionais do GO para proteinas up-regulated (nodos em vermelho) e para proteinas down-regulated (nodos
em verde). Nodos em branco indicam que proteinas de ambas as categorias (up e down-regulated) foram

identificadas no mesmo termo.
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A andlise das proteinas identificadas em fracdes mitocondriais enriquecidas de
células melan-a apds os tratamentos com os inibidores de FASN cerulenina e orlistat,
indicam que a diminui¢do da expressdo de MDH2 estd associada a importantes alteragdes
em termos que estdo enriquecidos, dos quais s@o extremamente interligados com a
producdo de energia e funcionamento da mitocondria, tais como ATP synthesis coupled
proton transport (GO:0015986), NADH metabolic process, malate metabolic process,
nicotinamide nucleotide metabolic process, oxaloacetate metabolic process. De fato,
nossos resultados demonstrados no Capitulo I mostram que a cerulenina e orlistat inibem a
respiracdo dessas células, e essas alteracdes demonstram de que maneira estes agentes

inibem a respiracdo mitocondrial.

Outro aspecto importante refere-se ao aumento da expressao de HSP60, que estd
intimamente associada aos termos enriquecidos encontrados nos nodos da Fig. 9. B cell
cytokine production e mitochondrial nucleoid concordam com estudos que a HSP60 por si
sO pode causar inflamacdo e apoptose (Kobba, Kim et al., 2011) e evidencia que, tanto o
tratamento com cerulenina quanto com orlistat induzem aumento das proteinas Heat shock

nas células melan-a, indicando a sua participagao no processo de indugao da apoptose.

Nossos resultados demonstram, em conjunto, que os inibidores de FASN cerulenina
e orlistat induzem alteracoes em diversas vias metabdlicas e processos biologicos

mitocondriais relacionados com a indu¢do da morte celular nas células melan-a.
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CONCLUSOES
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Os inibidores de FASN cerulenina e orlistat induzem morte de melandcitos nao
tumorigénicos, células melan-a, através da ativagdo da via intrinseca da apoptose,

com ativagao de caspase-3, -9 e liberacdo de citocromo c.

Cerulenina e orlistat reduzem a proliferacdo das células melan-a, com consequente
acumulo de células nas fases GO/G1 do ciclo, confirmado pelo acimulo da proteina

WAF/Ci
supressora de tumor p21" 7P,

A apoptose induzida pelos inibidores de FASN em melan a € mediada por uma
disfun¢do mitocondrial, inibi¢ao da respiracdo nos complexos I e II, bem como pelo
aumento de espécies reativas de oxigénio. A adi¢do do antioxidante NAC protege as

células contra a morte por apoptose.

O tratamento com cerulenina ou orlistat ndo alterou o conteido de 4cidos graxos
livres presentes nas mitocondrias das células melan-a, indicando que os inibidores
de FASN agem nestas células por um mecanismo independente da acdo desta

enzima.

O tratamento com cerulenina ou orlistat elevou os niveis da “heat shock protein”
HSP60 e do translocador de nucleotideo de adenina ANT?2, assim como reduziu os
niveis da malato desidrogenase MDH2 em mitocondrias isoladas de células melan-a
tratadas, quando comparadas aos seus respectivos controles, sugerindo alteracoes
nas vias de regulacdo do metabolismo mitocondrial associados ao estresse

oxidativo.

Em conjunto, nossos dados sugerem que cerulenina e orlistat induzem apoptose em
células nao tumorais como resultado de uma disfun¢do mitocondrial e de maneira

independente de FASN.
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