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RESUMO

Acido graxo sintase (FASN - EC 2.3.1.85) é a enzima responsdvel pela sintese
endégena de 4cidos graxos de cadeia longa a partir dos precursores acetil-CoA e
malonil-CoA. Diversos estudos mostram que a FASN ¢é altamente expressa em varios
tipos de neoplasias malignas humanas, tais como de préstata, mama, melanoma e, em
alguns destes tumores, a alta expressdo de FASN estd associada a um pior prognéstico.
O tratamento com inibidores especificos de FASN, como cerulenina, C75 e orlistat,
diminui a capacidade de proliferacdo e induz apoptose em linhagens celulares derivadas
de neoplasias malignas de préstata, mama e c6lon, porém pouco se sabe sobre os efeitos
desses inibidores em células ndo tumorais. Recentemente mostramos que a inibicdo de
FASN com orlistat reduz a proliferagdo e induz apoptose em células B16-F10 de
melanoma murino (Carvalho et al. 2008). Considerando que (1) pouco é conhecido
sobre os efeitos de inibidores de FASN em células “normais”, inclusive melandcitos e
(2) dados iniciais mostram que o tratamento com orlistat ou cerulenina também induz
elevados niveis de apoptose em células “normais”, este estudo teve por objetivo
principal verificar os mecanismos envolvidos na morte induzida pela inibicdo da 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 induziu expressiva porcentagem de apoptose, mas ndo necrose. As
células tratadas também apresentaram redugdo da proliferagdo, além de discretas
ativacdo de caspase-3 e liberacdo de citocromo c. Como o silenciamento de FASN
através de RNA de interferéncia (RNAi) ndo resultou em apoptose, investigamos o
possivel envolvimento mitocondrial na morte induzida pelos inibidores de FASN. De
fato, o tratamento com cerulenina ou orlistat resultou em diminui¢do do AWy, além de
mais de 50% de inibicdo da velocidade de respiracdo das melan-a no estado de repouso.
Paralelamente também foi constatado que esses mesmos inibidores de FASN induzem
apoptose e reduzem a proliferacio de células derivadas de queratindcitos nédo
tumorigénicos, HaCaT. O presente trabalho mostra, portanto, que os inibidores de
FASN, cerulenina e orlistat, apresentam efeitos nocivos sobre células ndo tumorais,

conseqiiéncia da acdo sobre a respiragdo mitocondrial.
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ABSTRACT

Fatty acid synthase (FASN - EC 2.3.1.85) is the enzyme responsible for endogenous
synthesis of long chain fatty acid palmitate derivate from precursors acetyl-CoA and
malonyl-CoA. Studies have shown that FASN is highly expressed in several types of
human malignancies, such as prostate, breast, melanoma, and in some of these tumors,
high expression of FASN is associated with a poor prognosis. FASN inhibitors, such as
cerulenin, C75, and orlistat, decrease cell proliferation and induce apoptosis in prostate,
breast, and colon tumor cells lines. Recently we demonstrated that inhibition of FASN
with orlistat reduced proliferation and induced apoptosis in cells B16-F10 murine
melanoma (Carvalho et al. 2008). Consider that (1) little is known about the effects of
FASN inhibitors in normal cells, including melanocytes and (2) previous data show that
treatment with orlistat or cerulenin also induces high levels of apoptosis in normal cells,
the aim of this study was to analyze the mechanisms involved in FASN inhibition-
induced cell death in cell line derived from non-tumorigenic mice melanoblasts (melan-
a). In vitro treatment of melan-a cells with 5 pg/mL cerulenin or 30 uM orlistat induced
a significant percentage of apoptosis, but not necrosis. Treated cells also showed
reduced proliferation, and moderate activation of caspase-3 and release of cytochrome
c. As FASN silencing through RNA interference (RNAi) did not result in apoptosis, we
investigated the possible involvement of mitochondria in FASN inhibition-induced cell
death. Cerulenin or orlistat treatment of melan-a cells decreased AW, and inhibited
more than 50% the respiration rate in rest state. We also detected significant apoptosis
and reduced proliferation in cells derived from non-tumorigenic keratinocyte, HaCaT,
after incubation with the same FASN inhibitors. In conclusion, this study shows that
FASN inhibitors, cerulenin and orlistat, have adverse effects on non-tumor cells, as a

consequence of direct action on mitochondrial respiration.
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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
metabolica responsdvel pela sintese endégena de dcidos graxos saturados de cadeia longa,
especialmente palmitato, a partir dos substratos de carbono acetil-CoA e malonil-CoA (Fig.
1) (Stoops e Wakil 1981, Tsukamoto et al. 1983, Kuhajda et al. 2000, Chirala et al. 2001,
Rangan et al. 2001, Baron et al.. 2004).

FASN

0 0 0
| |
L‘HE—H—SCuA . 0—3—{:}12—#—500;‘ £ 14NADPH + 1HF Yy

| acetyl CoA 7 malonyl CoA

0
CHI—M{(!HE)H-LO_ + 14NADP* + GH0 + 8CoA-SH + 70y

| palmitate

Fig. 1 — Demonstracdo estequiométrica de FASN, onde apenas um tnico acetil CoA é condensado pela
enzima com malonil CoA, resultando na formag@o de uma cadeia de dois carbonos. Para a producao final de
palmitato, a adi¢@o de seis moléculas de malonil-CoA na cadeia em crescimento se faz necessaria. Os
subprodutos formados sdo: d4gua, diéxido de carbono e fons positivos de nicotinamida adenina dinucleotideo

fosfato, NADPH (modificado a partir de Kuhajda F. P. 2000).

Estruturalmente o complexo multienzimatico de FASN ¢ 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
direcdo 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 et al. 1995, Brink et al. 2002, Smith et al. 2003,
Menendez et al. 2005b).
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Orlistat (tetrahidrolipstatina, Xenical®)
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Fig. 2. Representacdo do complexo enzimatico 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).

FASN tem grande participagdo na formacdo de membranas celulares, uma vez que
produz componentes como acidos graxos e seus derivados (Chirala et al. 2003). Os 4cidos
graxos e seus derivados sdo responsdveis por uma série de fungdes no organismo, agindo
principalmente como mensageiros intracelulares e como forma armazenadora de energia
(Kumar-Sinha et al. 2003). A expressdo de FASN na maioria dos tecidos normais € baixa
ou at¢é mesmo ausente, exceto em figado, tecido adiposo, mama durante a lactacdo,
endométrio na fase proliferativa e pulmdes dos recém-nascidos (Kuhajda et al. 2000,
Kusakabe et al. 2000, Chirala et al. 2001). A atividade alta de FASN em tecidos normais é
uma excecdo dos tecidos altamente lipogé€nicos, uma vez que na maioria dos tecidos
normais a atividade dessa enzima € baixa, pelo fato da maior parte do fornecimento de
dcidos graxos para a célula ser origindrio da dieta (Weiss et al. 1986, Baron et al. 2004,
Menendez et al. 2005a). Por outro lado, o oposto é verificado em células neoplésicas
malignas, onde a maior parte dos dcidos graxos provém da sintese endégena. Diversos sdao
os tumores que apresentam aumento da atividade desta enzima: carcinoma de mama

(Milgraum et al. 1997), de ovario (Alo et al. 2000), de prostata (Swinnen et al. 2002), de
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endométrio (Pizer et al. 1998), de tiredide (Vlad et al. 1999), de pulmao (Piyathilake et al.
2000), de colon (Visca et al. 1999), de esofago (Nemoto et al. 2001), de estdbmago
(Kusakabe et al. 2002), de bexiga (Visca et al. 2003), carcinoma espinocelular bucal
(Krontiras et al. 1999, Agostini et al. 2004, Silva et al. 2004), melanoma (Innocenzi et al.
2003, Kapur et al. 2005) e sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al. 2003, Rossi et al.
2006). Além disso, vérios trabalhos demonstram que a alta expressdao de FASN em tumores
malignos estd associada a um pior prognéstico (Epstein et al. 1995, Gansler et al. 1997, Alo
et al. 2000, Kuhajda 2000, Takahiro et al. 2003, Innocenzi et al. 2003, Rossi et al. 2003,
Kapur et al. 2005, Liu et al. 2006, Rossi et al. 2006, Menendez et al. 2007).

1.1.1 Regulacao da expressao de FASN

A expressao de FASN no figado e no tecido adiposo é regulada pela dieta, através
de hormonios como a insulina, glucagon, glicocorticéides e hormoénio tireoideano Ts
(Fukuda et al. 1999). Nestes tecidos, a producdo enddgena de dcidos graxos € estimulada
pela ingestao de carboidratos e inibida por dcidos graxos ou pelo jejum (Kersten 2001). No
tecido adiposo estes efeitos sao mediados por hormdnios que t€ém o potencial de estimular
(insulina) ou inibir (leptina) a lipogénese dependente de FASN. 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 et al. 1999). Nos hepatdcitos, além da regulacio
hormonal descrita, a presenca de dcidos graxos poliinsaturados provenientes da dieta leva a
diminui¢cdo de SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein), responsdvel pela
regulacdo da sintese de colesterol (Horton 2002, Brown e Goldstein 1997, 1999). As
SREBPs formam uma familia de fatores de transcri¢io envolvidos na manutencdo da
homeostase do colesterol intracelular, no controle da sintese de 4cidos graxos e na

diferenciacdo de adipdcitos (Briggs et al. 1993, Wang et al. 1993).

Em células neopldsicas, a maior parte dos &4cidos graxos € proveniente da
biossintese enddgena, de maneira praticamente independente da dieta (Ookhtens et al.

1984, Weiss et al. 1986, Menendez et al. 2005a). Desse modo, a regulacdo da expressao de
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FASN tem sido extensivamente estudada em diversas neoplasias malignas humanas.
Estrégeno, progesterona, andrégenos e o fator de crescimento epidérmico (EGF) estimulam
a expressao de FASN em células de cancer de mama e de préstata (Kuhajda 2000, Swinnen
et al. 2000, Lacasa et al. 2001), sendo que esta regulacdo parece estar associada ao aumento
da expressio de SREBP, cuja forma ativa estimula regides regulatérias do gene que
codifica a FASN (Swinnen et al. 1997b, 2000, Heemers et al. 2001). Também foi
demonstrada uma associacao direta entre a oncoproteina ErbB2 e FASN, através da via PI-
3K/Akt, que também atua sobre o promotor de FASN (Kumar-Sinha et al. 2003). Essa
observacdo ¢ importante, pois uma alta expressdo e/ou amplificacio de ErbB2 estd
associada com um pior progndstico para cancer de mama (Yarden 2001, Kumar-Sinha et al.
2003, Ross et al. 2003). Além disso, a freqiiente perda de funcdo do gene supressor de
tumor PTEN pode ativar a via PI-3K/Akt e desempenhar um papel importante na regulagao

de FASN em células neopldsicas (Van de Sande et al. 2002).

1.1.2 Inibidores especificos da atividade de FASN

Alguns agentes foram descritos como inibidores de FASN, como por exemplo, a
cerulenina e seu anédlogo sintético C75, orlistat, triclosan e alguns polifenéis (Kuhajda et al.
2000, Li et al. 2001, Kridel et al. 2004, Lupu e Menendez 2006). A cerulenina ([2R, 3S], -
2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans, transdodecadienamida) € um produto natural do fungo
Cefalosporium caerulens, descoberto em 1960 por suas propriedades antifiingicas (Hata et
al. 1960) e essa droga inibe irreversivelmente a atividade de FASN através da ligacao
covalente com o sitio ativo B-cetoacil sintase, responsavel pela reacdo de condensagao dos
substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Fig. 2) (Kuhajda et al. 2000). Recentemente foi
descrito que a droga orlistat (tetrahidrolipstatina, Xenical®, Roche, EUA), um derivado
semi-sintético da lipstatina, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA, EUA)
para o tratamento da obesidade por inibir irreversivelmente as lipases gdastricas 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 liberagdao do palmitato pela ACP (Fig. 2) (Kridel et al.
2004, Menendez et al. 2005b).
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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, prostata e estomago (Pizer et al. 1996a, 1996b, 1998, Furuya et
al. 1997, Kuhajada et al. 2000, Li et al. 2001, Knowles et al. 2004, Kridel et al. 2004,
Menendez et al. 2004, 2005a). Em estudo recente, demonstramos que a cerulenina ¢é
também capaz de inibir o crescimento de fibroblastos gengivais humanos normais em
culturas primdrias (Almeida et al. 2005), assim como o orlistat reduz a taxa de proliferacao
de células endoteliais de cordao umbilical humano (Browne 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 € incorporada nos fosfolipidios de
membrana e a sintese destes fosfolipidios € bloqueada quando hé inibi¢do da sintese de
acidos graxos (Jackowski et al. 2000, Menendez et al. 2005b). A biossintese de
fosfolipidios € maior entre as fases Gl e S do ciclo celular, quando a membrana
praticamente dobra em massa, antes da divisao celular. Portanto, a inibi¢cdo de FASN leva a
um acumulo das células na fase G1 provavelmente por inibir a sintese de dcidos graxos
destinados a sintese de membranas celulares (Menendez et al. 2005b). Além de inibir a
sintese de acidos graxos, o tratamento com orlistat bloqueia o ciclo celular nas fases GO/G1,
inibe a expressao de ErbB2 e aumenta os niveis da proteina supressora de tumor p27Kip1,
levando a apoptose (Menendez et al. 2004, 2005a). Nosso grupo demonstrou recentemente
que, em células B16-F10 derivadas de melanoma murino, o tratamento com orlistat resultou
em acimulo da proteina p27"', que é uma das principais proteinas responsdveis pela
repressao do ciclo celular nas fases GO/G1, a0 mesmo tempo em que aumentou os niveis da

proteina Skp2, responsdvel pela ubiquitinacdo e subseqiiente degradacio proteossdmica de

p27"%"P! (Carvalho 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) esti presente em partes deste processo. As
informacdes disponiveis na literatura até o momento sugerem que a inibi¢cdo de FASN leva

a: (1) acimulo do intermedidrio malonil-CoA que, por sua vez, inibe a enzima carnitina
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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 et al. 2006); (2) acimulo de ceramida, relacionada com a indugao
da via extrinseca de apoptose (ver adiante) através dos receptores de morte
(Bandyopadhyay et al. 2006); (3) aumento da expressdo de genes pré-apoptdticos como
Bax e Bak (Heiligtag et al. 2002, Liu 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 et al. 2005b); (5) aumento da producgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs, ver adiante) e perda do potencial elétrico de membrana
mitocondrial (A%, ver adiante) (Chajes et al. 2006); (6) liberacdo de citocromo ¢ e
conseqiiente ativacdo de caspases (Heiligtag et al. 2002, Liu et al. 2006); (7) envolvimento
do gene supressor de tumor pS3 (Li et al. 2001); e (8) inibicdo da ativagdo de PI3K/Akt
(Van de Sande et al. 2002, Liu et al. 2006).

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 et al. 2005; Browne et al.
2006; Silva et al. 2008). Em células tumorais, a inibi¢do de FASN resulta em inibi¢ao da
proliferacdo e morte celular por apoptose, fazendo desta enzima um importante alvo
terapéutico no combate ao cancer (Furuya et al. 1997, Pizer et al. 1998, Li et al. 2001, Zhou
et al. 2007). Por outro lado, a literatura sugere que as células “normais” sao mais resistentes
a agdo citotoxica dos inibidores de FASN (Pizer et al. 1996, Zhang et al. 2005, Pizer et al.
2000a; 2000b). Além disso, os inibidores de FASN tem mostrado efeito anti-tumoral
significativo, sem apresentar toxicidade para a proliferacio de tecidos normais como

medula dssea, pele, figado e trato gastrointestinal (Pizer et al. 2000a; 2000b).

Pizer et al. (1996) mostraram que o tratamento com 5 pg/mL de cerulenina por 72 h
inibe o crescimento de células humanas OVCAR-3 de cancer de ovario, mas nio de

linhagem celular controle, derivada de fibroblastos de pele humana (JW, Non transformed
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Human Skin Fibroblasts Line). O crescimento de fibroblastos derivados de cultura primdria
de gengiva de individuos normais nao foi alterado apds o tratamento com 2,5 pug/mL de
cerulenina, em comparagdo com células TCA-83 de carcinoma espinocelular de lingua
(Zhang et al. 2005). Helligtag et al. (2002) mostraram que tanto fibroblastos (NHLF,
Normal Human Lung Fibroblasts), quanto queratinocitos (NHEK, Normal Human
Epidermal Keratinocytes) normais humanos sdo resistentes aos efeitos apoptéticos da
cerulenina, mesmo em células tratadas com 15 pug/mL da droga. Zhao et al. (2006),
demostraram que a toxicidade da cerulenina € seletiva para células de glioma humano, uma
vez que as mesmas apresentaram diminuicdo da viabilidade celular, enquanto astrdcitos
normais, derivados de cultura primdria de ratos, permaneceram inalterados apds o

tratamento.

Células normais derivadas de epitélio bovino ndo apresentaram nenhum efeito apds
tratamento com orlistat, mesmo em altas concentracdes (200 a 500 uM), diferentemente de
células NUGC-3 de cancer gastrico humano, as quais sofreram autofagia transitéria, no
periodo de 2 h (Dowling et al. 2009). Por outro lado, Browne et al. (2006) mostraram
efeitos antiproliferativos de baixas concentracdes (~1 — 5 pM) de orlistat em linhagem
HUVEC de células endoteliais normais. Nesse estudo, orlistat primeiramente inibiu a
proliferacdo apdés 24 h de tratamento, resultando em apoptose no periodo posterior
analisado, de 48 h.

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, a cerulenina reduziu significativamente
a proliferacdo de fibroblastos normais em culturas primarias (Almeida et al. 2005), o que
sugere que a producdo enddgena de dcidos graxos ndo seja essencial somente para as

células malignas.
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1.2. Mitocondrias

As mitocOndrias s@o as organelas responsdveis pela conversdo de energia de 6xido-
reducdo em energia quimica utilizavel pelos processos celulares. Elas estdo presentes em
quase todas as células eucaridticas animais e vegetais, tendo dimensdes da ordem de
grandeza de 1 pm. Estruturalmente sdo constituidas por duas membranas e dois
compartimentos por elas limitados. O compartimento mais interno, delimitado pela
membrana mitocondrial interna, € denominado de matriz mitocondrial e contém enzimas do
ciclo de Krebs, da B-oxidag¢do de dcidos graxos, da oxida¢dao de aminoécidos, o complexo
piruvato desidrogenase e muitas outras enzimas. O segundo compartimento, cujo volume é
diminuto, € denominado espago intermembranar por estar localizado entre as membranas

interna e externa. (Vercesi, 2003).

A membrana mitocondrial externa € permedvel a pequenas moléculas e ions que se
movem livremente através de canais transmembranas formados por uma familia de
proteinas integrais de membranas chamadas porinas (Lehninger, 2004). A membrana
interna é impermedvel 2 maioria das moléculas pequenas e a fons, incluindo prétons (HY),
sendo permedvel somente a O,, CO,, NO e H,O. As tunicas espécies que atravessam a
membrana interna sdo aquelas para as quais existem transportadores especificos, como por
exemplo, ATP'4, ADP'3, piruvato, Ca®* entre outros. E na membrana interna que se
encontram os componentes da cadeia respiratéria e a ATP sintase (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, aminoicidos e dcidos graxos, sdo transferidos a NADH

desidrogenase (complexo I, Fig. 3). O complexo I transfere seus elétrons a forma oxidada
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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 citosdlico)
ou pela ubiquinona oxiredutase (como resultado da B-oxidagdo de dcidos graxos). A UQH,
é entdo desprotonada, resultando na formagdo 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 oxigénio molecular, resultando na geracio 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
intermedidrios 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
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 mitocondria, 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 respiratéria e da teoria quimiosmética aplicada a

mitocondria (modificado a partir de Nelson e Cox, 2004). 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 (A¥). A membrana mitocondrial interna é impermedvel aos
prétons, os quais podem retornar a matriz através de canais especificos de prétons (F,)
do complexo FF,ATP sintase. A forca 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,.

A geracdo de um gradiente eletroquimico transmembranico dé prétons (AuH") é
um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas biolégicos. Evolutivamente

z

este mecanismo € fundamental, ja que € aproveitado tanto na fosforilacdo oxidativa em
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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 e Nelson. 1994) e a captacio eletroforética de Ca** que transporta duas

cargas positivas ao interior da mitocondria (Gunter et al. 1994).

A passagem de elétrons pela cadeia respiratdria tem como consequéncia a geragao
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Cerca de 2% dos elétrons que entram na cadeia
respiratéria ndo sdo utilizados para reduzir O, a H,O. Esses elétrons "perdidos" se
combinam com o0 oxigénio em passos intermedidrios da cadeia respiratdria, principalmente
nos complexos 1 e I (Turrens 2003), promovendo a reducdo monoeletronica do O,,
gerando assim o radical superéxido (O,”) (Boveris € Chance 1973, Liu 1997). As
mitocOndrias possuem um sistema de defesa antioxidante que dismuta o O, a H,O, sendo
que este € altamente permedvel por membranas biologicas, pode ser removido por
antioxidantes. O HyO, pode gerar HO" que é altamente reativo e citotoxico, sendo que a
maior parte do HO gerado, in vivo, provém da reagdo descrita a seguir chamada de reagdo

de Fenton (H,0, + Fe** — HO"+ HO™ + Fe™*) (Halliwell e Gutteridge, 1992).

As EROs geradas na mitocOndria podem oxidar macromoléculas tanto na prépria
organela como em outros sitios intracelulares. Proteinas, principalmente da membrana
mitocondrial interna, sdo alvos primdrios de danos oxidativos induzidos por espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Esses danos envolvem a formacdo 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, fons, suporte osmético e pequenas

proteinas de até 1500 Da (Kowaltowki et al. 2001).

1.3. Morte celular e Disfuncio mitocondrial

A morte celular por apoptose difere da necrose com base em diversos aspectos
bioquimicos e morfoldgicos. A apoptose estd relacionada com insultos celulares mais

amenos, que ndo resultam em inflamagdo e sua ativacdo depende da producdo energia,
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ATP, ativacdo de caspases e outros fatores pré apoptéticos. A morfologia da apoptose €
caracterizada pela integridade das organelas celulares, incluindo a da mitocOndria,
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA nuclear e formagdo de corpos
apoptoticos. Por outro lado, a necrose estd relacionada a intesas agressdes nas células
associadas com a inflamacdo, processo que resulta na queda da produgdo de ATP e ou lesdao
da membrana celular, morfologicamente caracterizada por: tumefacido, rompimento celular
e das organelas, particularmente das mitocOndrias, aparecimento de vacuolos, acidofilia
citoplasmadtica e em suas etapas finais a necrose é responsavel pela degradacdo total das

células (McConkey 1998, Elmore 2007, Kroemer et. al. 2009).

Conforme citado anteriormente a inibicdo de FASN em células tumorais diminui a
proliferacdo celular e induz morte celular por apoptose (Pizer et al. 1996a, 1996b, 1998,
Furuya et al. 1997, Kuhajada et al. 2000, Li et al. 2001, Helligtag et al. 2002, Knowles et al.
2004, Kridel et al. 2004, Menendez et al. 2004, 2005c), sendo que na literatura nao ha

relatos sobre inibi¢do de FASN e induc¢do de necrose.

As células possuem diversos mecanismos que regulam seu crescimento € 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 Orgados pela remogdo de células e estruturas desnecessdrias e (ii) eliminar células que
ndo sao 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 auto-imunes (Westphal e Kalthoff 2003, Yoshida 2003, Takahashi 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 liberacdo de agentes pré apoptéticos, como (a) citocromo ¢ (Liu,
et al.1996, Zimmermann et al, 2001, Ravagnan et al, 2002), (b) caspase 9 (Susin, et al.
1999a), (c) a proteina Smac/DIABLO, que inativa um grupo de proteinas citosodlicas
responsaveis pela inibicdo de caspases (Du et al, 2000, Verhagen et al, 2000, Ravagnan et

al, 2002), (d) AIF (“apoptosis inducing factor””) (Zamzani et al. 1996 Lorenzo et al., 1999,
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Van Loo et al., 2001, Ravagnan et al., 2002), (e) endonuclease G (Li et al. 2001), (f)
proteinas que requerem alta temperatura (HtrA2) (Suzuki et al. 2001).

Os mecanismos de apoptose sdo altamente complexos e sofisticados, envolvendo
uma cascata de eventos moleculares dependentes de energia. Até agora, pesquisas indicam
que os mecanismos de apoptose sdo divididos em duas vias principais, a extrinseca ou via
dependente de receptores de morte e a intrinseca ou via mitocondrial (Fig. 3). Estas duas
vias ocorrem independentes, sendo que a interagdo de ambas também pode ocorrer “ver
adiante” (Igney e Krammer, 2002, Takahashi et al. 2004). A via intrinseca ou mitocondrial
pode ocorrer de duas maneiras, como descrito a seguir. Em resposta a estimulos pro-
apoptoticos 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 et al. 1999, Polster e Fiskum
2004). Esta unido promove a permeabilizacdo da membrana externa pela formacao de poros
entre os dimeros de Bax (Datta et al.1999, Gross et al. 1999). Dessa forma ha efluxo
mitocondrial de citocromo c e da proteina Apaf-1 para o citosol (Gross et al. 1999, Joza et
al. 2001, Alirol e Martinou 2006). No citosol, citocromo ¢ e Apaf-1 se ligam ao dimero
Bcl-2/Bcl-x1, clivando a pré-caspase-9 e formando o apoptossomo, complexo de alto peso
molecular responsdvel pela ativacdo de vérias pro-caspases (Scorrano e Korsmeyer 2003,
Kadenbach et al. 2004, Polster e Fiskum 2004, Green 2005, Garrido et al. 2006). Em
seguida hd uma seqiiéncia de clivagens promovendo a ativacdo proteolitica de precursores
inativos das caspases, culminando na morte celular programada (Hengartner 2000,
Petronilli et al. 2001, Westphal e Kalthoff 2003, Scorrano e Korsmeyer 2003). Outra via
mitocondrial de apoptose ocorre quando o efluxo de citocromo ¢ € decorrente da formagao
da TPM, em condicdes em que hd aumento da concentra¢io intramitocondrial de Ca™,

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

Se por um lado a via intrinseca é desencadeada na mitocondria, a via extrinseca tem
inicio com a ativaca@o dos receptores de morte (death domains), tais como Fas e TNF (fator
de necrose tumoral), segue com a ativacdo da pro-caspase-8 (Kadenbach et al. 2004) e
culmina com a ativagdo de caspases efetoras, como a caspase-3 (Takahashi et al. 2004,

Polster e Fiskum 2004). A interacdo entre ambas as vias pode ocorrer quando a proteina
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citosodlica Bid, outra proteina da familia Bcl-2, € clivada e translocada a mitocondria, onde
interage com a membrana e permite a liberagdo de citocromo ¢ (Takahashi et al. 2004).
Recentemente, verificou-se o envolvimento das mitocOndrias e caspases na apoptose

induzida pela granzima B (Sutton et al. 2003, Goping et al. 2003).

FAS/TNF

FADD/

AN Ca?* / N ROS

v |

s pp?" +—— Bid—— CASPASE-8

Bcl-2, Bel-xL—y| \\ 0

Bax, Bak —— CASPASE-9 —— CASPASE-3—— 2%
AIF APOPTOSIS
Smac/Diablo
Citocromo c} + ATP — Apoptosome
Apaf-1

Fig. 4. Vias de apoptose. A via extrinseca pode ser iniciada apds as intera¢cdes de Fas ou TNF com seus
respectivos dominios de morte FADD or TRADD. Esta via culmina na morte celular através da ativacdo de
caspase-8 ou mediada por BID e subseqiiente apoptose dependente da via mitocondrial. A via intrinseca ou
mitocondrial é inicada pelo aumento da [Ca®*] citoslica e producdo de EROs direcionando para MPT e/ou

MOMP, com liberacdo de fatores pré-apoptdticos, ativacio de caspase-3 e morte celular. (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) causam morte celular tanto por necrose quanto por apoptose (Green e
Reed 1998, Kroemer et al. 1998, Lemasters et al. 1998, Crompton 1999, Fiers et al. 1999).
A TPM € uma permeabilizacdo ndo seletiva da membrana mitocondrial interna, tipicamente
promovida por estresse oxidativo e acimulo excessivo de Ca”* na matriz mitocondrial, num

processo que pode ser estimulado ou inibido por uma variedade de compostos ou condi¢des
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(Zoratti e Szabo 1995, Lemasters et al. 1998, Crompton 1999, Kowaltowski et al. 2001,
Gunter et al. 2004, Vercesi et al. 2006). Na TPM, a permeabilizacdio da membrana
mitocondrial interna resulta em perda de componentes da matriz mitocondrial,
comprometimento da func@o mitocondrial e inchamento mitocondrial, com conseqiiente
ruptura da membrana mitocondrial externa e liberacdo de proteinas do espaco
intermembranas (Zoratti ¢ Szabo 1995, Green e Reed 1998, Lemasters et al. 1998,
Crompton 1999, Kowaltowski et al. 2001, Green e Kroemer 2004).

As alteragdes de membrana que levam a TPM ainda ndo estdo totalmente
esclarecidas. A TPM claramente envolve proteinas de membrana e sdo provaveis
componentes do poro de TPM: translocador de nucleotideos de adenina, VDAC, ciclofilina
D, hexoquinase, creatina quinase € o receptor de benzodiazepina (Beutner et al. 1998,
Brdiczka et al. 1998, Halestrap et al. 2002). Trabalhos recentes indicam que pode ocorrer a
formagdao do poro de TPM na auséncia de translocador de nucleotideos de adenina
(Kokoszka et al. 2004) ou ciclofilina D (Basso et al. 2005), mas nestas condi¢des, maiores
concentragdes de Ca®* sdo necessarias.

A TPM ¢ prevenida por redutores de tidis como o ditiotreitol (Fagian et al. 1990),
enquanto oxidantes de tiéis promovem a TPM (Siliprandi et al. 1974, Fagian et al. 1990,
Lenartowicz et al. 1991). Uma grande variedade de antioxidantes protege contra a TPM
causada por condicdes distintas, sugerindo que este processo € o resultado de estresse
oxidativo mitocondrial, mais especificamente, causado por espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Fagian et al. 1990, Valle et al. 1993, Castilho et al. 1996, Kowaltowski et al. 1996,
1998).

Considerando-se que:
v" em estudo prévio mostramos que a inibi¢do farmacolégica de FASN induz
apoptose em células B16-F10 de melanoma murino,
v como a alta expressdo de FASN estd associada a um pior progndstico, seus
inibidores tém sido vistos como possiveis agentes quimioterapicos,
v" em estudo prévio mostramos que fibroblastos de gengiva normal mostraram

reducgdo da proliferagdo apds inibicao de FASN e
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v' pouco se sabe sobre os efeitos dos inibidores de FASN em células
“normais”,

verificamos os mecanismos envolvidos na morte celular induzida pela inibicao da

FASN em linhagem celular ndo-tumorigénica derivada de melanoblastos de camundongos

(melan-a).
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OBJETIVOS
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2.1 - Objetivo geral

O presente trabalho visa caracterizar o possivel envolvimento mitocondrial na
apoptose decorrente do uso dos inibidores de FASN, orlistat e cerulenina, em células

derivadas de melanoblastos de camundongo (melan-a).

2.2 - Objetivos especificos

2.2.1 - Avaliar a acdo de cerulenina e orlistat sobre a proliferacdao e morte de células

melan-a e HaCaT.

2.2.2 - Avaliar a participacdo de p53, ativagdo de caspase-3 e liberacao de citocromo ¢

na morte de células melan-a induzida pelos inibidores de FASN, cerulenina e orlistat.

2.2.3 - Avaliar o efeito do silenciamento de FASN, por RNAi, sobre a morte de células

melan-a.

2.2.4 - Analisar os efeitos de cerulenina e orlistat na fun¢do mitocondrial de células
melan-a através do monitoramento do potencial elétrico de membrana mitocondrial e

do consumo de O,.
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MATERIAIS e METODOS
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3.1 - Cultura das células melan-a:

A linhagem celular melan-a, derivada de melanoblasto de camundongo, foi
gentilmente cedida pela Prof®. Miriam Galvonas Jasiulionis (Departamento de
Farmacologia, Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP). Estas células foram
cultivadas em frascos plasticos de 25 ou 75 cm? (TPP, Trasadingen, Suica), em meio de
cultura RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, Sao 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 ndo
houvesse falta de substratos, nem de dcidos 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 4.000 rpm por 4
min, ressuspensas em novo meio de cultura contendo 5% de SFB, contadas em
hemocitometro e plaqueadas em novos frascos plésticos. 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

foi adquirida da Cell Line Service (CLS, Heidelberg, Alemanha). Estas células foram
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cultivadas em meio de cultura DMEM contendo alta glicose (Vitrocell), 10% de SFB e

antibidticos, da mesma maneira descrita para as células melan-a.

3.3 - Preparo da solucio de cerulenina:

Cerulenina (Sigma) foi dissolvida em DMSO para uma concentracdo 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 et al. (2004). O contetido de 1 capsula foi dissolvido em 1 mL de etanol absoluto,
seguindo de agitacdo por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo foi
centrifugada a 12.000 xg por 5 min e o sobrenadante, com uma concentracdo 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 etanol absoluto.

3.5 - Ensaio de inviabilidade por azul de tripan:

Para avaliarmos os efeitos citotéxicos e antiproliferativos dos inibidores de FASN,
cerulenina e orlistat, as células foram coradas com azul de tripan. Apds os tratamentos, as
células foram lavadas com PBS, tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 100 uL de
meio de cultura contendo SFB . Cerca de 20 uL de células foram corados em 20 uL de azul
de tripan 0,1% em PBS e contadas as células presentes em 4 quadrantes do hemocitdmetro.
Foram contabilizados o nimero total de células, o nimero de células vidveis (ndo coradas)

e o numero de células invidveis (coradas em azul).
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3.6 - Ensaio de viabilidade celular por MTT:

A porcentagem de células vidveis apds tratamento com inibidores de FASN foi
determinada usando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT,
Sigma), uma vez que células vidveis sdo capazes de reduzir o sal fetrazolium, de cor
amarela, em formazan, de cor pirpura (Mosmann 1983). As células foram plaqueadas em
placas de 6 pogos (2,5 a 6,5 x 10* células/mL, padronizada para cada linhagem, segundo
suas velocidades de duplicacdo). Apds 24 h o meio de cultura foi trocado por meio fresco
contendo diferentes concentragdes de cerulenina ou orlistat. Apds 24 h para cerulenina e 48
h para orlistat, o meio de cultivo foi aspirado e trocado por meio novo, contendo 0,3
mg/mL de MTT, na auséncia de SFB. As células foram incubadas por 4 h, a 37°C em estufa
de CO; (5%). Em seguida o meio foi removido e adicionado 1 mL de etanol absoluto, em
cada pogo, até a completa solubilizagdo do formazan gerado. Em seguida, o conteudo foi
transferido para placas de 96 pogos e a absorbancia foi lida em espectrofotometro (Bio-Rad,
EUA) a 540 nm. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem em relacdo aos

controles.

3.7 - Citometria de fluxo:

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

especificas.

3.8 - 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.

Ap6s os tratamentos, as células foram incubadas com 0,2 pug/ul. de Anexina V-FITC ou
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com 20 pug/ul de 7-AAD em tampao de ligacdao contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4), 150
mM de NaCl, 5 mM de KCI, I mM de MgCl, e 1,8 mM de CaCl,, no escuro, por 20 min, a

temperatura ambiente e analisadas em citometria de fluxo.

3.9 - Avaliacao do ciclo celular:

As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos (2,5 a 6,5 x 10* células/mL).
Ap6s 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 G0/G1) das células. Apds
mais 24 h, o meio de cultura foi novamente trocado e as células foram tratadas com
cerulenina por 24 h ou com orlistat por 48 h, na presenca de meio de cultivo suplementado
com SFB. Apds 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. Apds este periodo as células foram centrifugadas, ressuspensas em 200 uL
de PBS com 10 pg/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).

3.10 - Envolvimento de p53 na morte celular por apoptose:

As células foram plaqueadas e, ap6s 24 h, foram pré-incubadas com 10 uM do
inibidor sintético especifico de p53 (Komarov et al. 1999), PFT (pifithrin-alpha), por 30
min. Em seguida, as células foram tratadas com 5 pg/mL de cerulenina por 24 h ou com 30
uM de orlistat por 48 h. Os indices de apoptose foram determinados em citometria de fluxo

ap6s marcagao com anexina V-FITC (1:500), conforme descrito anteriormente.
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3.11 - Estimativa dos niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs):

As células melan-a foram plaqueadas (4,75 x 10*/mL) em placas de 6 pocos e, apds
24 h de adesdo, as células foram tratadas com 5 pg/mL de cerulenina ou com 30 uM de
orlistat durante 6 h. Terminados os tratamentos, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas, ressuspensas em meio de cultivo sem SFB, e marcadas com 3 uM de
H,DCF-DA (Molecular Probes) a 37°C por 45 min, para determinacdo dos niveis de EROs
citosodlicas, mais especificamente, peréxido de hidrogénio (LeBel et al. 1992) e lidas em
citometro de fluxo, em canal FL-1. Para quantificacio das EROs mitocondriais, mais
especificamente, superéxido, as células foram marcadas com 3 uM de MitoSox (Molecular

Probes) a 37°C por 10 min e lidas em canal FL-2 (Payne et al. 2007).

3.12 - Ativacao de caspase-3:

Utilizamos o kit para deteccao da ativacdo de caspase-3 da Calbiochem (Gibbstown,
NJ, EUA), segundo instru¢des do fabricante. As células foram plaqueadas e, apds 24 h,
foram tratadas com cerulenina 5 pg/mL por 24 h e com orlistat 30 uM por 48 h, apds os
tratamentos, as células foram incubadas por 40 min a 37°C em estufa de CO; (5%), com o
marcador FITC-DEVD-FMK, na concentracio de 1:300, em meio de cultura nio
suplementado. Apds este periodo, as células foram lavadas e ressuspensas em tampao

proprio para leituras em citometro de fluxo, em canal FL1.

3.13 - 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 et al. (2006). Apés tratamento com 5 pug/mL de cerulenina ou com 30 uM de
orlistat por 6 h, 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
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(Sigma) e digitonina a uma concentracdo final de 0,0001%. Cada amostra foi
homogeneizada a temperatura ambiente, com rdpidas passagens em vortex, até que o0s
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 pL de paraformoldeido 3,7% por 20 min a temperatura ambiente. Apds fixagdo, as
células foram centrifugadas, lavadas em PBS e incubadas 15 min com 500 puL meio de
ligacao (SFB a 2%, azida s6dica 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,
EUA), por 1 h a 4°C. Logo ap6s as células foram lavadas e marcadas com anticorpo
secundério conjugado com FITC (1:200, Vector Laboratories, CA, EUA) e lidas em canal

FL-1 em citdmetro de fluxo.

3.14 - Avaliacao do Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥,,):

Mudangas no AY,, de células melan-a permeabilizadas com digitonina foram
estimadas através da fluorescéncia do marcador Safranina O (Holden e Sze 1989) em
espectrofotdmetro Hitachi, modelo F-4500, com 495/586 nm de comprimento de onda de
excitacdo/emissdo, com slit de 5,0 nM. As células foram tratadas com 5 pg/mL de
cerulenina por 24 h ou com 30 uM de orlistat por 48 h. Cerca de 2x10° células/mL foram
permeabilizadas com 15 uM de digitonina em 2 mL meio de rea¢do contendo 125 mM de
sacarose, 65 mM de KCI, 10 mM de HEPES, 1 mM de magnésio, 65 mM de Tris-HCI1 (pH
7,2), 2,5 mM de Na,HPOy, 50 uM de EGTA, 5 mM de succinato, 0,01 % de BSA, 5 mM de
Safranina O e 1 uM de CCCP, mantidos sob agitacao constante a 37°C.

3.15 - Respiracao celular:

O consumo de oxigé€nio pelas melan-a apds tratamento por 24 h com cerulenina (5
ug/mL) ou com orlistat por 48 h (30 uM) foi medido utilizando-se um eletrodo tipo Clark
(Hansatech Instruments Limited, Norfolk, Reino Unido). Cerca de 2x10° células/mL foram

adicionadas em 2 mL de meio de reacdo, contendo 125 mM de sacarose, 65 mM de KCl, 10
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mM de HEPES, 1 mM de magnésio, 65 mM de Tris-HCI (pH 7,2), 2,5 mM de Na,HPOy,,
50 uM de EGTA, 0,01 % de BSA e substratos de complexo I: 2,0 mM de malato, 1,0 mM
de a-cetoglutarato, 1,0 mM de piruvato e 1,0 mM de glutamato, em uma camara de acrilico
fechada equipada com agitador magnético. A temperatura foi mantida a 37°C. Nessa
condi¢do experimental, a concentracdo inicial de oxigénio € de 107,5 mmol O/mg/min
(Robinson e Cooper 1970). As velocidades do consumo de O, foram avaliadas apds a
adicao das células e de digitonina (15 uM), ADP (30 uM), CAT (5 uM) e CCCP (1 uM). A
fosforilagdo oxidativa foi analisada pelo célculo do controle respiratério (CR), razao entre
as velocidades de consumo de oxigénio nos estados de respiracdo III e IV, ou seja,

respiracdo de fosforilagdo e de repouso, respectivamente.

3.16 - Western blotting para deteccao dos niveis de FASN:

Foram realizados extratos totais protéicos a partir de células melan-a e HaCaT nao
tratadas, conforme descrito por Zecchin et al. (2005). As células foram plaqueadas 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 12.000 rpm por 15 min a 4°C, o sobrenadante
coletado e estocado a -80°C até o momento do uso. A quantificagdo das proteinas totais de
cada extrato foi realizada a partir do método de Bradford (1976). Em seguida, quantidades
iguais de proteina total (40 pug) foram homogeneizadas em tampao de amostra redutor 4x
concentrado contendo 2% de dodecil sulfato de sédio (SDS), 125 mM de Tris-HCI1 (pH
8,0), 10% de glicerol, 0,001% azul de bromofenol e 2% de beta-mercaptoetanol. As
proteinas foram desnaturadas a 100°C por 5 min e entdo separadas eletroforeticamente em

SDS-PAGE a 6 e 12%, em tampao contendo 2,5 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 19 mM de
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glicina e 0,3 mM de SDS. Em seguida, as amostras foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (BioRad) em tampdo 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 coloracio
das membranas com o corante Ponceau S (Sigma), seguida por bloqueio em uma solugao
contendo 5% de leite em p6 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 18 h a 4°C. As
membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos primarios diluidos em TBST com
5% de leite em pd desnatado: anti-FASN (BD Pharmigen, 1:3,000) ou anti-beta-actina
(Sigma, 1:50,000), por 2 h a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Foram entdo
realizadas quatro lavagens de 15 min cada com TBST, seguidas de incubacdo com
anticorpos secunddrios conjugados com peroxidase (Amersham Pharmacia Biotech, EUA,
1:1,000), por 1 h a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. As membranas foram
novamente lavadas com TBST, conforme descrito anteriormente. As reacdes foram
reveladas através de quimioluminescéncia, utilizando-se o kit de deteccdo ECL — Western
Blotting Analysis System (Amersham, Reino Unido) e expostas a filmes radiograficos X-
Omat AR (Kodak). Apds secagem, as peliculas radiograficas foram digitalizadas e a
densitometria Optica das bandas foi realizada pelo programa de computador NIH Scion

Image (EUA) e os valores normalizados pela beta-actina.

3.17 - Silenciamento FASN:

Cerca de 3,25 x 10* células/mL foram plaqueadas, em placas de 6 pogos de cultura,
em RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, Sdo Paulo, Brasil), suplementado com 5% de SFB
(Vitrocell), 200 nM de TPA (Sigma), sem a presenga de antibidticos. Apds 24 h, as células
foram transfectadas com 200 nM de anti-FASN small interfering RNA (siRNA) Oligo 1: 5°
CAA TGA TGG CCA ACC GGC TCT CTT T 3° (Mus musculus FASN (NM_00798),
correspondente para nucleotideos 940-964); Oligo 2: 5° TGG GAA GAC CCG AAC TCC
AAG TTA T 3° (Mus musculus FASN (NM_00798), correspondente para nucleotideos
3408-3432); e Oligo 3: 5° CCT CTG GGC ATG GCT ATC TTC TTG A 3’ (Mus musculus
FASN (NM_00798), correspondente para nucleotideos 5841-5865); ou 200 nM do Oligo
controle (Invitrogen Stealth™ RNAi Negative Control Duplexes); com 2 pg/mL
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Lipofectamina 2000 (Invitrogen), conforme descrito por Carvalho et al. (2008). As solucdes
contendo as seqiiéncias de siRNA e Lipofectamina foram preparadas em OptiMEM (Gibco
(Invitrogen); adicionado apenas 2,4 g de bicarbonato de sédio para cada litro preparado,
conforme recomendacdes do fabricante e depois misturadas mantidas por 20 min em
temperatura ambiente. As células melan-a foram lavadas em PBS e entdo adicionado 900
uL de meio de cultura Opti-MEN em cada poc¢o, sem SFB e antibi6ticos, sendo em seguida
adicionados os complexos siRNA/lipofectamina. Apdés 4 h de transfeccdo, foram
adicionados 500 uL. de meio Opti-MEM suplementado com 3% de SFB e 200 nM de TPA,
para que a concentracdo final de SFB ficasse a 1%. Quarenta e oito h apds a transfecgdo, as
células foram coletadas para a verificacdo da inibi¢do da expressdo de FASN através de

western blotting.

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 serdo analisados por meio de testes

pareados e nao paramétricos (ANOVA), considerando nivel de significancia de p < 0,05.
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RESULTADOS
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Inicialmente foi avaliada a proliferacdo das células melan-a através de curvas de
crescimento, nas quais 35.000 células foram plaqueadas em 2 mL de meio contendo 5% de
SFB e 200 nM de TPA. O numero total de células foi contado em hemocitometro, a cada 24
h, durante 6 dias. A Fig. 5 mostra que as células melan-a sdo capazes de se proliferar nas

condi¢Oes experimentais descritas (Bennett et al. 1987).
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Fig. 5: Curva de proliferaciao das células melan-a segundo o tempo, em horas (h). Cerca de 1,75 x
10%/mL células melan-a foram plaqueadas e o niimero total de células foi contado em hemocitometro a cada

24 h. Os valores representam a média + EPM de 4 experimentos distintos.

Em trabalho recente da literatura realizado por Carvalho et al. (2008), o conteudo de
FASN expresso em células melan-a foi demonstrado em experimento de western blotting,
no entanto, a expressao de FASN apresentou-se em menores quantidades nas células
melan-a quando comparadas com linhagens de células tumorais de melanoma.

Assim, sabendo que as células melan-a possuem a enzima FASN, foram verificados
os efeitos de doses crescentes dos inibidores de FASN sobre a viabilidade, proliferacdo e
morte celular de melanoblastos ndo tumorigénicos melan-a. A Fig. 6 mostra que o
tratamento com 2,5 ug/mL de cerulenina por 24 h inibe significativamente a proliferacio
das células melan-a, conforme observado pela redu¢ao do nimero de células totais (Fig. 6
A). O tratamento com cerulenina também resultou em morte celular, vista pela reducao de

células vidveis, assim como pelo aumento da porcentagem de células invidveis (Fig. 6 B-
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D). A Fig. 6 E mostra que a cerulenina induz morte celular por apoptose nas células melan-
a. Também foram avaliados os indices de necrose apds a marcagdo com 7-AAD (7-Amino-

actinomycin D, Molecular Probes), porém os valores foram inferiores a 5% (dados nao

mostrados).
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Fig. 6: A inibicao de FASN com cerulenina reduz a viabilidade das células de melan-a. As células melan-

a foram tratadas com doses crescentes de cerulenina por 24 h. Apds o tratamento, o nimero de células totais

(A), vidveis (B) e invidveis (C) foi estimado pelo método do azul de tripan. As células foram lavadas com

PBS, tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 100 uL de meio de cultura contendo 5% de SFB. Cerca

de 20 puL de células foram corados em 20 pL de azul de tripan 0,1% e contadas as células presentes em 4

quadrantes de um hemocitdometro. Foram contabilizados o niimero total de células, o nimero de células

vidveis (nio coradas) e o nimero de células inviaveis (coradas em azul). A viabilidade celular também foi

determinada por ensaio de MTT (D) e os indices de apoptose foram determinados apds marca¢iio com anexina

V-FITC (1:500) (E). Os valores representam a média + EPM de 6 experimentos distintos; *p<0,05, cerulenina

versus DMSO, teste ¢ de Student.
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Também foram avaliados os efeitos do tratamento com orlistat, outro conhecido
inibidor de FASN, sobre a viabilidade e proliferacdo das células melan-a. A Fig. 7 mostra
que 30 uM de orlistat por 48 h inibe significativamente a proliferacdo das melan-a,
conforme observado pela redu¢do do nimero de células totais (Fig. 7 A). Assim como
observado para cerulenina, a inibi¢do de FASN com orlistat também resultou em redugio
de células vidveis, aumento da porcentagem de células invidveis (Fig. 7 B-D) e em morte
celular induzida por apoptose (Fig. 7 E). Desse modo, nossos dados demonstram inibi¢ao
da proliferacdo celular e inducdo de morte celular em linhagem celular ndo tumorigénica
apods tratamento com inibidores de FASN. Assim como verificado para o tratamento com
cerulenina, a administracdo de orlistat também nao induziu niveis significativos de necrose
(dados ndao mostrados).

Com base nesses resultados, as condicOes experimentais estabelecidas para os
demais experimentos foram tratamentos com 5 pug/mL de cerulenina por 24 h ou com 30
uM de orlistat por 48 h.

Foram realizados ensaios para medir a atividade de FASN (lipogé€nese) nas células
melan-a apds tratamento com inibidores de FASN, conforme descrito em Carvalho et al.
(2008), utilizando como marcador radiotivo, altamente sensivel, a dgua triciada (3 H,0). No
entanto, como a atividade de FASN é muito baixa ndo conseguimos obter medidas
significativas da atividade de FASN, mesmo nas células controle. Tais resultados, contudo,
reforcam que os efeitos observados nas células melan-a s@o independentes da presenca de
acidos graxos existentes no meio de cultura e no soro fetal bovino em que as células foram

cultivadas.
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Fig. 7: A inibicdo de FASN com orlistat reduz a viabilidade das células de melan-a. As células melan-a
foram tratadas com doses crescentes de orlistat por 48 h. Ap6s o tratamento, o niimero de células totais (A),
vidveis (B) e invidveis (C) foi estimado pelo método do azul de tripan, as células foram lavadas em PBS,
tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 100 uL de meio de cultura contendo 5% de SFB. Cerca de 20
uL de células foram corados em 20 pL de azul de tripan 0,1% e contadas as células presentes em 4 quadrantes
de um hemocitometro. Foram contabilizados o niimero total de células, o nimero de células vidveis (ndo
coradas) e o nimero de células invidveis (coradas em azul). A viabilidade celular também foi determinada por
ensaio de MTT (D) e os indices de apoptose foram determinados apds marcacido com anexina V-FITC (1:500)
(E), e a porcentagem de células em necrose foi determinada por citometria de fluxo, em canal FL2, apés a
marcacdo com 7-AAD (7-Amino-actinomycin D, Molecular Probes) onde os valores foram inferiores a 5%
(dados ndo mostrados). Os valores representam a média + EPM de 6 experimentos distintos; *p<0,05, orlistat

versus EtOH, teste ¢ de Student.
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A reducio do numero total de células apds o tratamento com ambos os inibidores de
FASN (Fig. 6 A e 7 A) sugere reducio na proliferacdo celular. Desse modo, a porcentagem
de células em cada fase do ciclo celular foi avaliada, conforme descrito na metodologia.
Para tanto, as células foram plaqueadas (2,5 a 6,5 x 10* células/mL), carenciadas por 24 h
na auséncia de soro fetal bovino, e tratadas com cerulenina ou orlistat conforme condi¢des
estabelecidas. Terminados os tratamentos, as células foram lavadas, tripsinizadas, fixadas
em etanol 70% gelado e mantidas a -20°C até a marcagcdo com iodeto de propideo. A Fig. 8
mostra que somente o tratamento com cerulenina, mas ndao com orlistat, reduz
significativamente a proliferacdo das células melan-a, demonstrada pela diminuicdo da

porcentagem de células na fase S e aumento das células em GO/G1.

@ G2/M
os
m GO/G1

Fases do Ciclo Celular (%)

DMSO Cerulenina EtOH Orlistat

Fig. 8: O tratamento com cerulenina, mas nao com orlistat, reduz a proliferacao das células melan-a.
As células melan-a foram plaqueadas, carenciadas com meio de cultivo na auséncia de SFB, por 24 h e, em
seguida, tratadas com 5 pg/mL de cerulenina por 24 h ou com 30 uM de orlistat por 48 h, na presenca de 5%
de SFB. A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi determinada em citometria de fluxo apds
marcacdo com 50 pg/mL de iodeto de propideo. Os valores representam a média + EPM de 8 experimentos

distintos; *p<0,05, tratamento versus controle, teste ¢ de Student.
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Nossos dados iniciais mostram que ambos 0s tratamentos com os inibidores de
FASN, cerulenina e orlistat, resultaram em inibicdo da proliferacdo e morte celular por

apoptose em células melan-a.

A apoptose é uma importante via de indu¢cao de morte celular que pode ser ativada
em resposta a varios sinais intra e extracelulares, onde a mitocondria pode ter participacao
direta ou indireta na ativacdo dessa morte, através da emissdo de inumeros sinais pro-
apoptéticos, dos quais sdo estimulados por diversos fatores, dentre eles, pelo aumento da
producao de EROs, que por sua vez, caracteriza a condicao de estresse oxidativo que pode
preceder a morte celular (Zamzami et al. 1996; Brenneisen et al. 1998; Kowaltowski e
Vercesi 1999), através de peroxidacdo de lipidios de membrana e da abertura de poros em

ambas as membranas mitocondriais, interna e externa (Ouyang e Giffard 2004).

Desse modo, a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi avaliada em
periodos iniciais do tratamento com cerulenina e orlistat, visto que estresse oxidativo pode
preceder a apoptose em células tumorais (Zecchin et al. 2007). As células melan-a foram
plaqueadas (4,75 x 10%/mL) e tratadas com 5 pg/mL de cerulenina ou com 30 puM de
orlistat por 6 h. Terminados os tratamentos, as células foram lavadas, tripsinizadas,
marcadas com 3 uM de H,DCF-DA a 37°C por 45 min, para determinacdo dos niveis de
EROs citosdlicas (LeBel et al. 1992) e lidas em citdmetro de fluxo, em canal FL-1. Para
quantificagdo das EROs mitocondriais, as células foram marcadas com 3 uM de MitoSox a
37°C por 10 min e lidas em canal FL-2 (Payne et al. 2007). A Fig. 9 mostra que a morte
celular induzida por ambos inibidores de FASN, cerulenina e orlistat, ndo é precedida pelo

aumento de EROs, ou seja, tal apoptose nao € precedida por estresse oxidativo.
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Fig. 9: A apoptose induzida por orlistat e cerulenina nas células melan-a nio é precedida por aumento

de espécies reativas de oxigénio (EROs). Producio de EROs citosélicas (A) e mitocondriais (B) das células

melan-a ap6s tratamento com 5 pg/mL de cerulenina ou com 30 uM de orlistat por 6 h. A producdo de EROs
foi determinada em citometria de fluxo apds marcagdo com 3 uM de H,DCF-DA (A) ou com 5 uM de

MitoSox (B). Os valores representam a média + EPM de 6 experimentos distintos.

Virios sdo os processos que desencadeiam a morte celular por apoptose e, para
verificar o envolvimento mitocondrial na morte induzida pela inibicdo de FASN,
analisamos se houve ou ndo liberagdo de citocromo c, conforme descrito previamente
(Campos et al. 2004), ja que € uma proteina essencial para a ativacdo das caspases, na via
intrinseca da apoptose (Takahashi et al. 2004, Polster e Fiskum, 2004). A Fig. 10 mostra
que a liberacdo de citocromo c foi discreta apds o tratamento com ambos os inibidores de

FASN.
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Fig. 10: O tratamento com inibidores de FASN induz discreta liberacao de citocromo c. Analise da
porcentagem de citocromo ¢ em mitocondrias de melan-a apds tratamento com 5 ug/mL de cerulenina por 24
h ou com 30 uM de orlistat por 48 h, em citometria de fluxo apds incubacido com anticorpo contra citocromo ¢

(1:500). Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, tratamento versus

controle, teste ¢ de Student.

Apesar da discreta liberagdo de citocromo ¢ mostrada na Fig. 10, verificamos que o
tratamento das células melan-a com cerunenina ou orlistat, resultou em significativa

ativacdo de caspase-3, principalmente apds o tratamento com cerulenina (Fig 11).
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Fig. 11: A morte induzida pela inibicio de FASN é acompanhada por ativacio de caspase-3. Ativacio
de caspase-3 nas células melan-a apds tratamento com 5 pg/mL de cerulenina por 24 h ou com 30 uM de
orlistat por 48 h, em citometria de fluxo apés marcacdo com FITC-DEVD-FMK (1:300). Os valores
representam a média = EPM de 6 experimentos distintos; *p<0,05, tratamento versus controle, teste ¢ de

Student.

Uma das vias que desencadeia a apoptose € origindria de lesdo de DNA e envolve a
proteina supressora de tumor p53. Esta tem papel importante no controle da regulacdao da
expressdo geénica relacionadas a parada do ciclo celular, uma vez que interrompe o ciclo
celular na fase G, promovendo reparo do material genético ou desencadeando a apoptose,
quando o DNA ¢ lesado (Walworth 2000; McGowan 2003; Ishikawa et al. 2004, Jiang et
al., 2006). Além disso, a ativacdo de p53 mostrou-se associada a apoptose induzida pela
inibicdo de FASN em células de cancer de mama, célon e neuroblastoma (Li et al. 2001;
Heiligtag et al. 2002). No entanto, no presente modelo utilizando as células nao
tumorigénicas melan-a, a apoptose mostrou-se independente de ativagao de p53, visto que o
tratamento prévio das células com pifithrin-alpha (PFT), conhecido inibidor sintético de

pS3 (Komarov et al. 1999), ndo protegeu contra a morte (Fig. 12).

58



100.0 -

75.0 1

50.0 - 39.2 37.2

Apoptose (%)

25.0 +

0.0 -
> > A N & A
0& Q&Q QQ < k\\é\ xQ(<
> * >
Q 2 2
g & &
0\0 oﬂ
0»

Fig. 12: A apoptose induzida pela inibicio de FASN em células melan-a é independente da ativacio de
p53. As células melan-a foram plaqueadas e, apds 24 h, foram pré-incubadas por 30 min com 10 uM do
inibidor de p53, PFT, (pifithrin-alpha) e tratadas com 5 pg/mL de cerulenina por 24 h ou com 30 uM de
orlistat por 48 h. Os indices de apoptose foram determinados em citometria de fluxo apds marcacdo com

anexina V-FITC (1:500) Os valores representam a média + EPM de 5 experimentos distintos. Adicionalmente

foram testadas outras concentragdes de PFT (5 e 20 uM), as quais também ndo apresentaram efeitos sobre a

morte celular.

Conforme demonstrado anteriormente, o tratamento com inibidores de FASN
resultou em apoptose das células ndo-tumorigéncias melan-a, diferentemente do que ja foi
previamente demonstrado na literatura, onde ndo sdo relatados efeitos citotoxicos
decorrentes do uso dos inibidores de FASN, tanto para tecidos normais como medula 6ssea,
pele, figado e trato gastrointestinal como para células normais derivadas de fibroblastos de
pele humana (JW, Non Transformed Human Skin Fibroblasts), fibroblastos derivados de
cultura primdria de gengiva de individuos normais, fibroblastos (NHLF, Normal Human
Lung Fibroblasts) e queratindcitos humanos (NHEK, Normal Human Epidermal
Keratinocytes) (Pizer et al. 2000 a, b, Pizer et al. 1996, Helligtag, et al. 2002, Zhang et al.
2005). Desse modo, para investigar se esses efeitos sdo de fato decorrentes da inibicao da

FASN ou se sdo resultado de um efeito citotéxico das drogas, prosseguiu-se com o
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silenciamento da FASN, conforme descrito previamente para as células de melanoma
murino B16-F10 (Carvalho et al. 2008). A Fig. 13 mostra que a auséncia de expressao de
FASN apés seu silenciamento ndo foi suficiente para induzir apoptose da mesma maneira
que foi observado para cerulenina e orlistat (Figs. 6E e 7E). Tais resultados sugerem que
(1) a morte induzida por cerulenina ou orlistat possa ser resultado de um efeito citotéxico
das drogas ou (2) que as células melan-a possam ser menos dependentes de FASN do que

as tumorais e talvez o silenciamento génico nao seja suficiente para induzir a morte.
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Fig. 13: O silenciamento de FASN nio induz morte celular em melanoblastos nao
tumorigénicos, melan-a. As células melan-a foram plaqueadas, em meio de cultura, sem a presenca de
antibidticos. Apds 24 h, as células foram transfectadas com 200 nM de anti-FASN small interfering RNA
(siRNA) Oligo 1, Oligo 2 e Oligo 3 ou 200 nM do Oligo controle (Invitrogen StealthTM RNAi Negative
Control Duplexes); com 2 pg/mL Lipofectamina 2000 (Invitrogen). As soluc¢des contendo as seqii€ncias de
siRNA e Lipofectamina foram preparadas em OptiMEM (Gibco (Invitrogen). Apés 4 h de transfeccdo, foram
adicionados 500 pL de meio OptiMEM suplementado com 3% de SFB e 200 nM de TPA, para que a
concentragdo final de SFB ficasse a 1%. Apds 48 h da transfecgdo, as células foram coletadas para a
verificacdo da inibi¢do da expressdo de FASN através de western blotting (A) e determinacdo das taxas de
apoptose (B). Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, tratamento versus

controle, teste ¢ de Student.

Com o objetivo de avaliar possiveis mudancas no potencial de membrana
mitocondrial (AWY,,) apds tratamento com cerulenina e orlistat, cerca de 2x10° células/mL
das melan-a foram permeabilizadas com 15 uM de digitonina em 2 mL de meio de reacao
(ver metodologia) na presenca de safranina O, e as alteragdes de fluorescéncia foram

monitoradas. Uma vez permeabilizada, a membrana plasmdtica facilita a entrada da
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safranina O, resultando em sua adsorcao pelas membranas das mitocOndrias energizadas,

com conseqiiente diminuicdo da emissdao da fluorescéncia (Holden e Sze 1989). A

molécula CCCP, protondforo que leva a eliminacdo de AW, causa liberacdao da safranina

O das mitocondrias possibilitando estimar as diferencas do A¥,,. A Fig. 14 mostra que os

tratamentos com cerulenina e orlistat resultaram em diminuicdo significativa do A¥,, em

células melan-a.
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Fig. 14: O tratamento com inibidores de FASN diminui o potencial de membrana mitocondrial (AY,,)

das células melan-a. Mudangas no AW, de células melan-a permeabilizadas com digitonina foram estimadas

através da fluorescéncia do marcador safranina O (Holden e Sze 1989) em espectrofotometro Hitachi, modelo

F-4500, com 495/586 nm de comprimento de onda de excitacdo/emissio, com slit na largura de 5,0 nM.

Melan-a apds tratamento com 5 pg/mL de cerulenina por 24 h (A) ou com 30 pM de orlistat por 48 h (B).

Cerca de 2x10° células/mL foram permeabilizadas com 15 uM de digitonina em 2 mL meio de reacio
contendo 125 mM de sacarose, 65 mM de KCl, 10mM de HEPES, 1 mM de Mg, 65 mM de Tris-HCIl (pH
7,2), 2,5 mM de Na,HPO,, 50 uM de EGTA, 5 mM de succinato, 0,01 % de BSA, 5 mM de safranina O e 1

uM de CCCP, mantidos sob agitagdo constante a 37°C. Resultados representativos de 3 experimentos

Considerando tais mudancas no AY,, ap6s o tratamento das células melan-a com os

inibidores de FASN, analisamos a capacidade de respira¢do das mitocOndrias das células

melan-a, apds tratamento com cerulenina ou orlistat (Fig. 15). Observamos que a

cerulenina causou inibicdo de 56,4% na velocidade de respira¢do no estado de repouso,



enquanto o orlistat inibiu 50%. Assim sendo, o efeito dos inibidores de FASN sobre o
potencial de membrana mitocondrial e sobre a respiragcdo de células melan-a explica o

envolvimento mitocondrial na morte induzida por cerulenina ou orlistat.
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Fig. 15: Inibicao da respiracao das células melan-a por cerulenina ou orlistat: O consumo de oxigénio
pelas células melan-a ap6s tratamento por 24 h com cerulenina (5 pg/mL) ou com orlistat por 48 h (30 uM)
foi medido utilizando-se um eletrodo tipo Clark. Apds os tratamentos as células foram lavadas, tripsinizadas e
cerca de 2x10° células/mL foram adicionadas em 2 mL de meio de reacdo, contendo 125 mM de sacarose, 65
mM de KCl, 10 mM de HEPES, 1 mM MgCl,, 65 mM de Tris-HCI (pH 7,2), 2,5 mM de Na,HPO,, 50 uM de
EGTA, 0,01 % de BSA e substratos de complexo I: 2,0 mM de malato, 1,0 mM de a-cetoglutarato, 1,0 mM
de piruvato e 1,0 mM de glutamato, em uma camara de acrilico fechada equipada com agitador magnético. A
temperatura foi mantida a 37°C. Os valores representam a média + EPM de 4 experimentos distintos;

*p<0,05, tratamento versus controle, teste ¢ de Student.

A fim de verificar se tais efeitos dos inibidores de FASN sdo especificos ou ndo
para as células melan-a, analisamos seus efeitos em outra linhagem celular nao
tumorigénica derivada de queratindcitos humanos (HaCaT, da Cell Line Service,
Heidelberg, Alemanha). Primeiro comparamos o contetiido protéico de FASN entre as duas

linhagens em questdo e a Fig. 16 mostra que o contetido de FASN nas melan-a € 2,3 vezes

maior que nas HaCaT.
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Fig. 16: As células melan-a apresentam 2,3 vezes mais FASN do que as células HaCaT. Western blotting
realizado a partir de extratos de células melan-a e HaCaT. Quantidades iguais de proteina total (40 pg) foram
separadas eletroforeticamente e as membranas incubadas com anticorpos contra FASN (1:3,000) ou beta-
actina (1:50,000). Observa-se que as células melan-a apresentam quantidades significativamente superiores
da proteina FASN, em relacdo as células HaCaT (0,678 versus 0,294 u.a., melan-a versus HaCaT, dados

normalizados pela beta-actina).

Assim como feito para as células melan-a, avaliamos os efeitos de doses crescentes
dos inibidores de FASN sobre a proliferacdo, viabilidade e morte celular das HaCaT.
Inibic¢do significativa da proliferacdo das células HaCaT € observada (Fig. 17) ji com o
tratamento de 5,0 pg/mL de cerulenina por 24 h, demonstrado pela reducdo do nimero de
c€lulas totais. A morte celular foi o resultado do tratamento com cerulenina, vista tanto
pela reducao de células vidveis, quanto pelo aumento da porcentagem de células invidveis
(Fig. 17 B-D). A Fig. 17 E mostra que a cerulenina induz morte celular por apoptose nas
células HaCaT, ja que os indices de necrose apds a marcagdo com 7-AAD, mostraram

valores inferiores a 5% (dados ndo mostrados).
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Fig. 17: A inibicao de FASN com cerulenina reduz a viabilidade das células HaCaT. As células HaCaT

foram tratadas com doses crescentes de cerulenina por 24 h. Apds o tratamento, o nimero de células totais

(A), viadveis (B) e inviaveis (C) foi estimado pelo método do azul de tripan. As células foram lavadas com

PBS, tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 100 pL de meio de cultura contendo 10% de SFB. Cerca

de 20 puL de células foram corados em 20 uL de azul de tripan 0,1% e contadas as células presentes em 4

quadrantes de um hemocitdmetro. Foram contabilizados o niimero total de células, o nimero de células

vidveis (ndo coradas) e o nimero de células invidveis (coradas em azul). A viabilidade celular também foi

determinada por ensaio de MTT (D) e os indices de apoptose foram determinados apds marca¢iio com anexina

V-FITC (1:500) (E). Os valores representam a média + EPM de no minimo 3 experimentos distintos;

*p<0,05, cerulenina versus DMSO, teste ¢ de Student.

64



Em seguida, foram avaliados os efeitos do tratamento com orlistat sobre a
viabilidade e proliferacdo das células HaCaT. A Fig. 18 mostra que 10 uM de orlistat por
48 h inibe significativamente a proliferacao das HaCaT, conforme observado pela redugao
do nimero de células totais (Fig. 18 A). Assim como observado para cerulenina, a inibi¢ao
de FASN com orlistat também resultou em reducdo de células vidveis, aumento da
porcentagem de células invidveis (Fig. 18 B-D) e em morte celular induzida por apoptose
(Fig. 18 E). Desse modo, nossos dados demonstram inibicdo da proliferacdao celular e
indu¢do de morte celular em linhagem celular ndo tumorigénica HaCaT apds tratamento
com inibidores de FASN, mostrando também uma maior resisténcia das células contra os
efeitos dos inibidores de FASN comparadas com a melan-a. Assim como verificado para o
tratamento com cerulenina, a administracdo de orlistat também nao induziu niveis

significativos de necrose (dados nao mostrados).
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Fig. 18: A inibicao de FASN com orlistat reduz a viabilidade das células HaCaT. As células HaCaT
foram tratadas com doses crescentes de orlistat por 48 h. Ap6s o tratamento, o niimero de células totais (A),
vidveis (B) e invidveis (C) foi estimado pelo método do azul de tripan, as células foram lavadas em PBS,
tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 100 uL de meio de cultura contendo 10% de SFB. Cerca de 20
uL de células foram corados em 20 pL de azul de tripan 0,1% e contadas as células presentes em 4 quadrantes
de um hemocitometro. Foram contabilizados o niimero total de células, o nimero de células vidveis (ndo
coradas) e o nimero de células invidveis (coradas em azul). A viabilidade celular também foi determinada por
ensaio de MTT (D) e os indices de apoptose foram determinados apds marcacido com anexina V-FITC (1:500)
(E). Os valores representam a média = EPM de 6 experimentos distintos; *p<0,05, orlistat versus EtOH, teste

t de Student.
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Por dltimo, do mesmo modo como foi encontrado nas células melan-a, a reducao do
ndmero total de células HaCaT apds o tratamento com ambos os inibidores de FASN (Fig.
17A e 18A) sugere reducdo na proliferacdo celular. A porcentagem de células em cada fase
do ciclo celular foi entdo avaliada, e a Fig. 19 interessantemente mostra que o tratamento
com ambas as drogas reduz, de maneira significativa, a proliferacdo das células HaCaT,
verificada pela diminui¢do da porcentagem de células na fase S e aumento das células em

GO/G1.

@mG2/M
os
m GO/G1

Fases do Ciclo Celular (%)

DMSO Cerulenina EtOH Orlistat

Figura. 19: A inibicio de FASN com cerulenina ou orlistat reduz a proliferacio das células HaCaT. As
células HaCaT foram plaqueadas, carenciadas com meio de cultivo, na auséncia de SFB por 24 h e tratadas
com 10 ug/mL de cerulenina por 24 h ou com 300 uM de orlistat por 48 h. A porcentagem de células em
cada fase do ciclo celular foi determinada em citometria de fluxo apés marcac¢do com 50 pg/mL de iodeto de
propideo. Os valores representam a média + EPM de 6 experimentos distintos; *p<0,05, tratamento versus

controle, teste ¢ de Student.
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DISCUSSAO
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A atribuicdo da FASN como possivel alvo quimioterdpico vem sendo descrita
ultimamente na literatura pelo fato de sua expressdo ser baixa ou até mesmo ausente na
maioria dos tecidos normais e muito aumentada em diversas neoplasias malignas.
(Milgraum et al. 1997, Alo et al. 2000, Swinnen et al. 2002, Pizer et al. 1998, Vlad et al.
1999, Piyathilake et al. 2000, Visca et al. 1999, Nemoto et al. 2001, Kusakabe et al. 2002,
Innocenzi et al. 2003, Visca et al. 2003, Krontiras et al. 1999, Agostini et al. 2004, Silva et
al. 2004, Takahiro et al. 2003; Rossi et al., 2006). Varios estudos relacionam a atividade
aumentada desta enzima com a agressividade de algumas neoplasias (Epstein et al. 1995,
Alo et al. 1996, Gansler et al. 1997, Kuhajda, 2000). Além disso, inibidores especificos da
atividade de FASN sdo responsdveis pelo bloqueio do ciclo celular com redugdo
significativa da proliferacdo e aumento das taxas de apoptose em células neopldsicas de
préstata, mama, estdmago, intestino, endométrio, cavidade bucal e ovario (Furuya et al.,
1997; Pizer et al., 1998; Li et al., 2001; Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005;
Menendez et al., 2006). Tem sido também descrito que os inibidores de FASN tem efeito
anti-tumoral significativo sem apresentar toxicidade para a proliferacao de tecidos normais
como medula dssea, pele, figado e trato gastrointestinal (Pizer et al. 2000a,b). Em
contrastre com estes dados, trabalho recente da literatura mostrou que a inibigdo de FASN
por cerulenina reduz a proliferagdo de fibroblastos normais em culturas primdrias (Almeida

et al. 2005).

No presente trabalho realizamos estudos com inibidores da FASN (cerulenina e
orlistat) em células melan-a, derivadas de melanoblastos ndo tumorigénicos de
camundongos (Bennett et al. 1987). Para melhor compreender os efeitos causados pelos
inibidores de FASN em células ndo tumorigénicas melan-a, alguns experimentos foram
também realizados com outro tipo de células ndo tumorais derivadas de queratindcitos
humanos normais (HaCaT), as quais crescem no mesmo microambiente onde se origina o
melanoma cutaneo. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento de células melan-a e
HaCaT com cerulenina, por 24 h, resultou em expressiva porcentagem de células em
apoptose, inibicao da proliferacdo celular e acimulo de células em GO/G1 (Figs. 6, 8, 17 ¢
19). Tais dados corroboram com os achados de Almeida et al. (2005) mostrando que a
inibicado de FASN por cerulenina reduziu a proliferacao de fibroblastos normais em culturas

primdrias, mesmo sendo a cerulenina descrita como agente citotoxico seletivo para células

69



cancerigenas (Kuhajda et al. 1994, Pizer et al. 1996a, Pizer et al. 1996b, Furuya et al. 1997,
Pizer et al. 1998, Kuhajda 2000, Chen et al. 2000, Zhao et al. 2006). Outros resultados
relatam que fibroblastos (NHLF) e queratinéticos (NHEK) ndo tumorais mostraram-se
resistentes aos efeitos apoptdticos da cerulenina, mesmo apds tratamento com 15 pg/mlL da

droga (Helligtag et al. 2002).

Quanto ao orlistat, nossos resultados mostram que este composto induz morte de
melan-a e HaCaT, apdés 48 h de tratamento (Figs. 7 e 18). O orlistat reduziu
significativamente a proliferacdo das células HaCaT (Fig. 19), mas ndo alterou a
distribuicdo das melan-a nas fases do ciclo celular (Fig. 8). Desse modo, parece-nos que o
orlistat apenas induz apoptose nas células melan-a, sem alterar a proliferacdo das mesmas,
sendo provavel que a redu¢ido do nimero de células totais, observada na Fig. 7, seja apenas
decorrente da morte. Tais achados concordam com o trabalho de Browne et al. (2006), onde
células endoteliais normais HUVEC tratadas com orlistat apresentaram reduc¢do da
proliferagdo e apoptose, apos 24 e 48 h de tratamento, respectivemente. Por outro lado, foi
previamente demonstrado que células normais derivadas de epitélio bovino ndo
apresentaram nenhum efeito apds tratamento com altas concentragdes de orlistat (100 a 500

uM) (Dowling et al. 2009).

Sabe-se que, quanto maior o conteido de FASN, maior a sensibilidade das células
aos seus inibidores, ou seja, maiores os efeitos anti-proliferativos e as taxas de apoptose
(Pizer et al. 1996a, 1996b, 1998, Furuya et al. 1997, Kuhajada et al. 2000, Li et al. 2001,
Knowles et al. 2004, Kridel et al. 2004, Menendez et al. 2004, 2005a). De acordo com isso,
as células melan-a, que possuem cerca de 2,3 vezes mais FASN do que as HaCaT (Fig. 15),
mostraram indices de apoptose superiores as HaCaT (compare Figs. 6 ¢ 7 com 17 e 18). Em
contraste, as HaCaT foram bem mais sensiveis aos efeitos anti-proliferativos de cerulenina
e orlistat do que as melan-a (compare Figs. 8 com 19). Em conjunto estes resultados
permitem levantar a hip6tese de que os efeitos de cerulenina e orlistat nestas células sejam

FASN-independentes.

Conforme descrito anteriormente, a inibicao de FASN induz diversas alteragdes que
culminam na apoptose de células tumorais (rever item 1.1.3), mas seus mecanismos nao

estdo completamente elucidados. Menos ainda sabe-se sobre os efeitos de tais agentes sobre
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células “normais” e poucos sao os trabalhos que trazem algum tipo de informacao sobre tais
células (Almeida et al. 2005, Browne et al. 2006, Silva et al. 2008). Assim, analisamos no
presente trabalho se a apoptose observada nas células melan-a seria mediada pela proteina
supressora de tumor p53, uma vez que a expressdao de mutantes dominante-negativos para
pS53 aumentou a susceptibilidade de células de cincer de colon aos inibidores de FASN (Li
et al. 2001). Entretanto, os resultados mostraram que a apoptose foi independente de
ativacdo de p53, visto que o tratamento prévio das células com pifithrin-alpha (PFT),
conhecido inibidor sintético de p53 (Komarov et al. 1999), ndo protegeu contra a morte
(Fig. 12). Estes resultados estdo de acordo com achados de Heiligtag et al. (2002) e Zhao et
al. (2006), indicando que a apoptose em diversas linhagens de células tumorais causada por

inibidores de FASN foram independentes de p53.

Outro mecanismo descrito sobre a apoptose decorrente da inibicdo de FASN € a
ativacdo da via extrinseca da apoptose, apds o acimulo de ceramida (Bandyopadhyay et al.
2006). Para checar qual a via envolvida no caso das células melan-a, optamos por analisar a
possivel participacdo da via intrinseca da apoptose, através da liberacdo de citocromo c e
ativacdo de caspase-3. As Figs. 10 e 11 mostram que o tratamento das melan-a com
cerulenina ou orlistat induziu discreta liberacao de citocromo c e baixa ativacao de caspase-
3, quando comparadas com a agdo dos inibidores de FASN em células tumorais (Heiligtag
et al. 2002, Liu et al. 2006). A ativacdo de caspase-3 também pode ocorrer por mecanismo
independente da liberacdo de citocromo c, ou seja independente da via intrinseca
(Budihardjo et al. 1999, Porter et al. 1999, Elmore 2007), portanto a via extrinseca ainda
precisa ser checada, ou seja, o seu envolvimento nio pode ser descartado nestes processos

de morte celular testados.

Em células “normais” os efeitos de citotoxicidade e morte celular dos inibidores de
FASN ndo sao creditados a inibi¢do desta enzima (Helligtag et al. 2002, Knowles et al.
2004, Kridel et al. 2004, Menendez et al. 2004, 2005¢), uma vez que as células normais nao
dependem da atividade da FASN como fonte de dcidos graxos (Kuhajda et al. 2000, Chirala
et al. 2001). Como entdo justificar a morte das células melan-a apds tratamento com
inibidores de FASN? Na tentativa de obter uma resposta a este questionamento, optamos

por silenciar esta enzima e ver como as células melan-a se comportavam em relacdo a
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morte. De fato, o silenciamento de FASN nio induziu morte (Fig. 13), confirmando que as
melan-a ndo dependem da sintese endégena de acidos graxos. Isto sugere que os efeitos
citotéxicos de cerulenina e orlistat sobre estas linhagens celulares sejam realmente

independentes da inibicdo de FASN.

Com base em dados da literatura (Heiligtag et al. 2002, Liu et al. 2006, Chajes et al.
2006, Migita et al. 2009, Samudio et al. 2010) e nas caracteristicas descritas anteriormente,
0 passo seguinte foi analisar o possivel envolvimento mitocondrial na morte das células

melan-a induzida por orlistat e cerulenina.

Até cerca de quatro décadas, a mitocondria era conhecida como a usina de energia
da célula, uma vez que acreditava-se que suas funcdes principais consistiam na fosforilagao
oxidativa (geracdo de ATP utilizando energia proveniente do processo de respiracdo). Este
processo € vital para todos os organismos aerébicos, uma vez que a deficiéncia de ATP leva

a morte celular (Kowaltowski et al. 2009).

A demonstracdo de que a respiragdo promove uma diferenca na concentracdo de
prétons (um gradiente de prétons) entre o interior da mitocondria e o espaco que separa
suas membranas interna e externa gerando um potencial elétrico-quimico que a célula usa
como fonte de energia para fosforilar a adenosina-difosfato (ADP), sintetizando ATP,
revelou a importancia da impermeabilidade da membrana interna para a satde da
mitocOndria e sobrevivéncia da célula. Constatou-se, em seguida, que a perda dessa
impermeabilidade constitui, em muitas condi¢des patoldgicas, um evento-chave no
processo de morte celular programada ou acidental, o que fez da mitocondria um centro de
atencdes em estudos de fisiopatologia e de acdes de agentes citotoxicos. Além disso, as
reacoes de oxidagdo-reducdo envolvidas no transporte de elétrons, durante a respiracao
celular, geram como subproduto, espécies reativas de oxigénio, toxicas a praticamente
todos os componentes das células e das proprias mitocOndrias, quando a capacidade
antioxidante da célula é deficiente ou quando algum agente téxico estimula a produgdo de

oxigénio reativo.

Vimos que o tratamento com cerulenina ou orlistat resultou em perda do potencial

elétrico de membrana (Fig. 14), efeito que impede a producdo mitocondrial de ATP. Uma
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vez verificada a perda do AW, apds o tratamento com cerulenina ou orlistat, buscamos a
explicagdo do seu mecanismo. Assim, verificamos que na faixa de doses usadas nos
experimentos anteriores, ambas as drogas inibem em cerca de 50% a respiracdo
mitocondrial no estado de repouso. Interessante notar que, apesar da inibicao da respiracio
e da fosforilagdo oxidativa, o tratamento com cerulenina ou orlistat ndo levou a aumento da
producdo de EROs (Fig. 9) e culminou em reducdo da sintese de ATP, resultando em

apoptose. Portanto, nesse caso provavelmente o ATP € proveniente de glicdlise.

Em conjunto, nossos dados sugerem que a morte celular induzida por cerulenina ou
orlistat, em células melan-a, ndo seja dependente da inibi¢do da enzima 4cido graxo sintase,

mas sim conseqiiéncia de inibi¢do da respira¢do mitocondrial.
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CONCLUSOES
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Inibidores de FASN induzem morte celular por apoptose em melandcitos nao

tumorigénicos, melan-a.

O efeito dos inibidores de FASN sobre o potencial de membrana mitocondrial e
sobre a respiracdo de células melan-a explica o envolvimento mitocondrial na morte

induzida por cerulenina ou orlistat.

Queratinécitos HaCaT sdo mais resistentes a apoptose induzida por inibidores de
FASN, mas mais sensiveis aos seus efeitos antiproliferativos, quando comparados

com as células melan-a.

Tudo indica que a morte celular induzida por cerulenina e orlistat nas células

HaCaT seja independente de FASN, assim como as melan-a.
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