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RESUMO

Acido graxo sintase (FASN - fatty acid synthase, EC 2.3.1.85) é a enzima metabdlica
responsavel pela sintese endégena do acido graxo saturado palmitato, a partir dos
precursores acetil-CoA e malonil-CoA. Diversos estudos mostram que, em contraste com
a maioria das células normais, FASN ¢ altamente expressa em varios tipos de neoplasias
malignas humanas, tais como as de prostata, mama e melanoma sendo que, em alguns
destes tumores, a alta expressdo de FASN estd associada a um pior prognostico. A
inibicdo da enzima FASN resulta em inibicao da proliferacdo e induz morte celular em
diversas neoplasias malignas. Recentemente demonstramos que, in vitro, a inibigao
especifica da atividade de FASN em linhagem celular de melanoma murino, B16-F10,
induz a via intrinseca da apoptose, com liberagédo de citocromo c e ativagdo de caspase-3,
assim como altera a composicao dos acidos graxos livres presentes nas mitocdndrias das
células B16-F10. O objetivo deste trabalho foi investigar de que maneira a inibicdo
farmacoldgica de FASN reduz a proliferagcdo de células B16-F10, in vitro e in vivo,
utiizando C75 como inibidor de FASN. O tratamento de células e animais com C75
reduziu significativamente a proliferagcdo celular e induziu apoptose. Houve significativa
reducdo de células na fase S do ciclo celular, com acumulo de células de GO/G1, em
comparagao com os controles. Western blottings feitos a partir de extratos de células em
cultura e de tumores intraperitoneais mostraram aumento de p21VAF/CP! n27KP! reducio
de Skp2 e cdk2, sem mudangas nos niveis de cdk4, 6 e ciclina E ap6s tratamento com
C75. A especifidade destes resultados foi confirmada pela reducdo da atividade
enzimatica de FASN apés tratamento com C75 e pelo silenciamento de FASN com RNA..
Efeito anti-tumoral de C75 foi sugerido pela formagcao de tumores subcutdneos de menor
volume quando comparados aos tumores de animais controle. Nossos achados mostram
que a proliferacao de células de melanoma é dependente de FASN, e que sua inibicéo
primeiramente altera os niveis de proteinas envolvidas na transicdo de G1 para S, para
posteriormente induzir apoptose em células de melanoma B16-F10.
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ABSTRACT

Fatty acid synthase (FASN) is the metabolic enzyme responsible for the endogenous
synthesis of the saturated long-chain fatty acid palmitate, from the precursors acetyl-CoA
and malonyl-CoA. In contrast to most normal cells, the overexpression of FASN in several
human malignancies, such as those of prostate, breast, ovary, melanoma, and soft tissue
sarcomas has been associated with poor prognosis. FASN inhibition reduces cell
proliferation by blocking DNA replication during S-phase, and induces apoptosis in several
malignant neoplasias. We have previously shown that the specific inhibition of FASN
activity significantly reduce proliferation and promote apoptosis, as demonstrated by the
cytochrome c release and caspase-9 and -3 activation, as well as induces signficant
changes in the free fatty acids composition of B16-F10 cells mitochondria. Here we
investigated the events involved in cell cycle arrest subsequent to FASN inhibition with
C75. C75 treatment significantly reduced melanoma cells proliferation and induced
apoptosis in vitro and in mice. Cell cycle arrest after C75 treatment was evidenced by a
significant increase in GO/G1 phase, as well as decline of the S phase, in comparison with
untreated cells. Western blotting analysis showed significant accumulations of the tumor

JWAFICIPT and p27KP', together with decreased amounts of Skp2,

suppressor proteins p2
essential for the proteasomal degradation of p27<*', and cdk2, a Ser/Thr protein kinase
necessary for the G1/S transition, in C75-treated cells or mice tumors. The levels of other
proteins involved in G1/S cell cycle progression, such as cyclin E, cdk4, and cdk6 were not
affected by FASN inhibition. These results were confirmed by inhibition of FASN activity
after C75 treatment and by RNAI for FASN. Antitumoral effect of C75 was suggested by
reduced subcutaneous tumors volume when compared to controls mice. Our results
suggest that melanoma murine B16-F10 cells proliferation is dependent on FASN activity,
and its inhibition first modify the levels of some proteins involved in the transition G1—-S of

cell cycle, to finally induce apoptosis in neoplasic cells.
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1 INTRODUCAO

O metabolismo desordenado em células neoplasicas é alvo de estudos ha muitas
décadas (Liu, 2010; Kuhajda, 2000). Em 1950, foi mostrado que o metabolismo dos
lipideos estava alterado em tecidos neoplasicos, mas até entdo acreditava-se que as
células obtinham lipideos pré-formados da dieta do hospedeiro (Medes, 1953). A
constatacdo de que as células neoplasicas tem capacidade de sintetizar sua propria fonte
de acidos graxos paralelamente a atividade da enzima acido graxo sintase (FASN) foi
apresentada por Kuhajda na década de 1990. Adicionalmente, diversos autores
demonstraram que a inibicdo da enzima FASN resulta em reducao de proliferacao e
inducao de morte celular em tumores de origens diversas (Kuhajada et al., 1994; 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). Desde entao,
FASN tem sido alvo de muitos estudos, sendo a literatura undnime em mostrar a alta
expressdo desta proteina e correlacionando-a com um pior prognoéstico em inameras
neoplasias, tais como em carcinomas de mama (Zhang et al.,2005; Lin et al., 2008), célon
(Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008 e 2009; Kearney et al., 2009; Uddin et al., 2009),
préstata (Epstein et al., 1995; Swinnen et al., 2000; Swinnen et al., 2002; Rossi et al.,
2003; Van de Sande et al., 2002; Shah et al., 2006), ovario (Alo et al., 2000), endométrio
(Pizer et al., 1998; Tsuiji et al., 2004), de células renais (Horiguchi et al., 2008), estémago
(Kusakabe et al., 2002), es6fago (Nemoto et al., 2001), pulmao (Piyathilake et al., 2000;
Orita et al., 2007 e 2008), bexiga (Visca et al., 2003), carcinomas espinocelulares bucais

(CECs) (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Agostini et al., 2004) e melanomas



(Innocenzi et al., 2003; Kapur, 2005), além de sarcomas de tecidos moles (Rossi et al.,

2006), mieloma multiplo (Okawa et al., 2008) e gliomas (Zhao et al., 2006).

O ciclo celular trata-se de uma série de eventos coordenados através dos quais a
célula duplica todo o seu conteudo e se divide (Li et al., 2006; Hochegger et al., 2008).
Sabe-se que para uma célula se dividir, a progressao através do ciclo envolve a ativagao
coordenada de proteinas, quinases dependentes de ciclinas (cdks), pela ligacdo com
ciclinas especificas e, dessa maneira, diferentes complexos ciclinas/cdks operam durante
as diferentes fases do ciclo celular (Carnero, 2002). Pontos de checagem previnem que a
célula entre em uma fase até que tenha completado com sucesso a fase anterior
(Malumbres e Barbacid, 2001). Na fase G1, por exemplo, no ponto de checagem, ha o
ponto de restricdo, apds o qual a célula esta comprometida com o ciclo mesmo que os
sinais mitogénicos sejam retirados (Alberts et al., 2004). Desequilibrios nestes controles
podem levar a célula a uma proliferacdo descontrolada e possivel crescimento neoplasico

(Malumbres e Barbacid, 2001).

Considerando-se que grande parte dos acidos graxos produzidos pelas células
tumorais € incorporada aos fosfolipideos de membrana e que a biossintese destes
fosfolipideos é maior entre as fases G1 e S do ciclo celular, € de se esperar que a inibicao
de FASN culmine em acumulo de células na fase G1, sugerindo forte associagao entre o
controle do ciclo e a atividade desta enzima (Menendez et al., 2005b). Sendo assim, o
principal objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos in vitro e in vivo da inibicdo de
FASN com C75 sobre proliferacdo celular, apoptose e sobre algumas proteinas
envolvidas na transi¢éo das fases GO/G1 para S do ciclo celular de células derivadas de

melanoma murino B16-F10.



2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acido graxo sintase (FASN)

Acido graxo sintase (fatty acid synthase — FASN, EC 2.3.1.85) é a enzima
metabdlica responsavel pela sintese endégena de acidos graxos saturados de cadeia
longa, mais especificamente o palmitato, a partir dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA
(Fig. 1) (Stoops e Wakil, 1981; Tsukamoto et al., 1983; Kuhajda et al., 2000; Chirala et al.,

2001; Ragan et al., 2001; Baron et al., 2004).

FASN

0 0 1
C”rg"SCOf\ ¢ '0-#-%-9—80% + I4NADPH + 14H* Y,

| acetyl CoA 7 malonyl CoA

0

| -
CH;—(CHz)ﬁ-(l—O + 14NADP* + 6Hy0 + 8 CoA-SH + 7C0p

| palmitate

Fig. 1: Demonstracao estequiométrica de FASN, onde apenas um Unico acetil-CoA é
condensado com malonil-CoA pela enzima acido graxo sintase, resultando na formacao de uma
cadeia de dois carbonos. Para a producéao final de palmitato, a adigdo de seis moléculas de
malonil-CoA na cadeia em crescimento se faz necessaria. Os subprodutos formados sao: agua,
diéxido de carbono e ions positivos de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, NADPH.
Modificado por Rose M. Ortega a partir de Kuhajda et al. (2000).



Estruturalmente, FASN é um homodimero formado por duas cadeias
polipeptideas longas com massa molecular de aproximadamente 270 kDa e meia-vida de
12,2 h (Graner et al., 2004). Esta enzima é formada por sete sitios cataliticos e um sitio
para a proteina carregadora de acil (ACP, acyl! carrier protein), distribuidos a partir da
extremidade amino-terminal em direcao a carboxil-terminal, de acordo com a seguinte
ordem: B-cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-CoA transacilases, desidratase, enoil
redutase, B-cetoacil redutase, ACP e tiosterase (Fig. 2) (Wakil, 1989; Smith, 1994;

Jayakumar et al., 1995; Brink et al., 2002; Smith et al., 2003; Menendez et al., 2005b).

Entrada do substrato Liberacao do palmitato
L o |
DE ER KR ACP
o
wv
u ~
'E Redugdo Orlistat
v 7
SH
AH Translocagao
Translocagio - SH
o~ /
) Orlistat ) )
v Reducédo Condensacgéo
)
=
= ACP KR ER DE
)
Liberagdo do palmitato Entrada do substrato

Fig. 2: Representacao do complexo enzimatico de FASN e seus sitios de inibicao pelas
drogas cerulenina, C75 e orlistat. Sitios de FASN: B-cetoacil sintase (KS — ketoacy! synthase),
acetil-CoA (AT — acetyl transferase) e malonil-CoA transacilases (MT — malonyl! transferase),
desidratase (DE — dehydratase), enoil redutase (ER — enoyl reductase), 3-cetoacil redutase (KR —
ketoacyl reductase), proteina carregadora de acil (ACP — acyl! carrier protein), e tioesterase (TE —
thioesterase). Modificado por Karina G. Zecchin a partir de Menendez et al., 2005b.



A expresséo de FASN é baixa ou até mesmo ausente em tecidos normais, exceto
no figado, tecido adiposo, mama durante a lactacdo, endométrio na fase proliferativa e
pulmdes de recém-nascidos (Kuhajda et al., 2000; Chirala et al., 2001; Kusakabe et al.,
2002). A atividade desta enzima também é baixa na maioria dos tecidos normais, exceto
os lipogénicos, uma vez que a maior parte dos acidos graxos usados pelas células
provém da dieta (Weiss et al., 1986; Baron et al.,, 2004; Menendez et al., 2005a). Por
outro lado, as células neoplasicas malignas utilizam &cidos graxos provenientes, em
grande parte, da sintese enddgena através de FASN e diversos sdo os tumores que
apresentam aumento da atividade desta enzima: carcinoma de mama (Milgraum et al.,
1997), de ovario (Alo et al., 2000), de prostata (Dhanasekaran et al., 2001; Swinnen et al.,
2002; Dowling et al., 2009), de endométrio (Pizer et al., 1998), de tiredide (Vlad et al.,
1999), de pulméao (Piyathilake et al., 2000), de célon (Visca et al., 1999), de esbdfago
(Nemoto et al., 2001), de estbmago (Kusakabe et al., 2002; van de Sande et al., 2005), 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;
Carvalho et al., 2008) e sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003; Rossi et al.,
2006). Além disso, diversos trabalhos demonstraram que a alta expressao de FASN esta
associada a um pior prognostico (Epstein et al., 1995; Gansler et al., 1997; Alo et al.,
2000; Kuhajda, 2000; Takahiro et al., 2003; Rossi et al., 2003; Liu et al., 2006; Rossi et al.,
2006; Menendez et al, 2007). Em melanomas, por exemplo, observou-se que a alta
expressdao de FASN estd associada a uma maior taxa de recorréncia, maior risco de
desenvolvimento de metastase e, conseqiientemente, pior prognéstico (Innocenzi et al.,
2003; Kapur et al.,, 2005). Tais achados sao justificados pelo fato de FASN ter grande
participagdo na formagdo de membranas celulares, uma vez que produz componentes

como acidos graxos e seus derivados (Chirala et al., 2003), os quais também agem como
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mensageiros intracelulares e como forma armazenadora de energia (Kumar-Sinha et al.,
2003). Desse modo, sua alta atividade proporciona vantagens para o rapido crescimento

celular verificado nas neoplasias (Baron et al., 2004).

2.1.1 Regulacao da expressao de FASN

A expressao de FASN no figado e tecido adiposo é regulada pela dieta, através
de horménios como a insulina, glucagon, glicocorticoides e hormoénio tireoidiano T3
(Fukuda et al., 1999). Nestes tecidos, a producdo endbégena de acidos graxos é
estimulada pela ingestdo de carboidratos e inibida por acidos graxos ou pelo jejum
(Kersten, 2001). No tecido adiposo estes efeitos sdo mediados por horménios que tém
potencial de estimular (insulina) ou inibir (leptina) a lipogénese dependente de FASN. A
insulina estimula a expressdo de FASN fazendo com que o excesso de glicose seja
estocado como gordura nos adipécitos, enquanto a leptina inibe a atividade de FASN em
resposta ao excesso de gordura presente nos adipécitos (Fukuda et al., 1999). Nos
hepatécitos, além da regulacdo hormonal descrita, a presenca de acidos graxos
poliinsaturados provenientes da dieta leva a diminuicao de SREBP-1c (sterol regulatory
element binding protein), responsavel pela regulacao da sintese de colesterol (Brown e
Goldstein, 1997; 1999; Horton, 2002). As SREBPs formam uma familia de fatores de
transcricao envolvidos na manutencdo da homeostase do colesterol intracelular, no
controle da sintese de acidos graxos e na diferenciacao de adipécitos (Briggs et al., 1993;
Wang et al., 1993). Em camundongos normais foi observado que os niveis dos mRNAs
que codificam a sintese de acidos graxos declinam apds jejum e aumentam com uma

dieta rica em carboidratos e pobre em gorduras (Shimomura et al.,1999).



Em 1953 mostrou-se aumento da sintese de &cidos graxos em tecidos
neoplasicos, em comparagdao com tecidos normais (Medes et al., 1953). A partir da
década de 1980, a regulacao da expressao de FASN em tumores malignos comecou a
ser intensamente investigada, em linhagens celulares de cancer de mama (Chalbos et al.,
1987). Atualmente, muitos estudos mostram que, em células neoplasicas malignas, a
maior parte dos acidos graxos é proveniente da biossintese enddgena, de maneira

praticamente independente da dieta (Weiss et al., 1986; Menendez et al., 2005a).

Em tumores sensiveis a horménios, estrogeno, progesterona e andrdégenos
desempenham um papel claro na regulacdo de FASN (Kuhajda, 2000). Progesterona
estimula a expressao de FASN em linhagens celulares de cancer de mama (Lacasa et al.,
2001), enquanto androgenos e fator de crescimento epidérmico (EGF) aumentam a
expressdo e a atividade FASN em linhagem celular de cancer de préstata (LNCaP)
(Swinnen et al., 1997; Kuhajda, 2000; Swinnen et al., 2000; Lacasa et al., 2001). Esta
regulacao parece estar associada ao aumento da expressao de SREBP, cuja forma ativa
estimula regides regulatérias do gene que codifica FASN (Swinnen et al., 1997b; 2000;
Heemers et al., 2001). Através da via de sinalizacdo celular PI-3K/Akt, a oncoproteina
ErbB2 atua sobre o promotor de FASN, induzindo a sintese de acidos graxos (Kumar-
Sinha et al., 2003), sendo que uma alta expressdo e/ou amplificacdo de ErbB2 esta
associada com um pior prognéstico para cancer de mama (Yarden, 2001; Kumar-Sinha et
al., 2003; Ross et al., 2003). Além disso, a freqliente perda de funcdo do gene supressor
de tumor PTEN pode ativar a via PI-3K/Akt e desempenhar um importante papel na

regulacdo de FASN em células neoplasicas (van de Sande et al., 2002).



2.1.2 Inibidores especificos da atividade de FASN

Diversos agentes foram descritos como inibidores de FASN, tais como
cerulenina, C75, orlistat, triclosan e alguns polifendis (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001;
Kridel et al., 2004; Lupu e Menendez, 2006). A cerulenina ([2R, 3S], -2,3 epoxi-1-0x0-7,
10 trans, transdodecadienamida) € um antibiético com propriedades antifungicas,
descoberto por Hata et al. em 1960. Inibe o crecimento de algumas cepas de fungos por
diminuir a quantidade de ergosterol intracelular, e seus efeitos sdo revertidos por
ergocarciferol laurate e oleato, ndo por outros acidos graxos, o que levou a suspeita de
que cerulenina desempenharia um papel importante como inibidor da biossintese de
esterdis e acidos graxos (Omura, 1976). Esta droga inibe irreversivelmente a atividade de
FASN por se ligar covalentemente ao sitio B-cetoacil sintase (Fig. 2), responsavel pela
reacao de condensacao dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Kuhajda et al., 2000).
Devido a sua instabilidade, seu uso como agente antilipogénico € restrito (Omura, 1976;
Loftus et al., 2000). Seu analogo sintético C75 é uma pequena molécula formada por
cadeia de 7 carbonos (a-metileno-y-butirolactona) e que possui efeitos inibitrios
comparaveis aos da cerulenina, sendo mais estavel e, portanto, apresentando melhores
efeitos in vivo (Pizer et al., 1998; Kuhajda et al., 2000). O orlistat (tetrahidrolipstatina,
Xenical®, Roche, EUA) é um derivado semi-sintético da lipstatina e aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA, EUA) para o tratamento da obesidade por inibir
irreversivelmente as lipases gastricas e pancreaticas no interior do trato gastrointestinal
(Guerciolini, 1997; Lupu e Menendez 2006). Atua inibindo de maneira especifica e
irreversivel o sitio catalitico tioesterase de FASN (Fig. 2), o qual é responsavel pela
liberagédo do palmitato pela ACP (Kridel et al., 2004; Menendez et al., 2005b). O triclosan

(5-cloro-2-[2,4-diclorofenoxi]fenol) € um agente antiséptico utilizado em sabonetes,



dentifricios e enxaguatérios bucais, que bloqueia a atividade de FASN pela inibicao do
dominio enoil redutase (Liu et al., 2002). Entre os polifendis podemos citar a substancia
EGCG (epigalocatequina-3-galato), que €& um componente do cha verde e tem
demonstrado atividades comparaveis as da cerulenina e do C75 por bloquear FASN no

sitio B-cetoacil sintase (Wang e Tian, 2001).

2.1.3 Efeitos biolégicos da inibicao de FASN

Foi demonstrado previamente que o tratamento com cerulenina, C75 ou orlistat
inibe a progressao do ciclo celular e induz morte celular em diversas neoplasias malignas
humanas, tais como mama, préstata e estbmago (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 prévio feito por nosso grupo foi demonstrado
que a cerulenina € também capaz de inibir o crescimento de fibroblastos gengivais
humanos normais em culturas primarias (Almeida et al., 2005), em outro estudo foi
demonstrado que cerulenina e orlistat inibem o crescimento de células endoteliais da
aorta de coelhos (RAEC), além de causar inibicdo da proliferacéo por reduzir o numero de
células na fase S do ciclo celular e aumentar significativamente as células em G0/G1
(Seguin et al., 2012). Assim como o orlistat reduz a taxa de proliferacdo de células
endoteliais de corddao umbilical humano (Browne et al., 2006), o que sugere uma forte
associagao entre o controle do ciclo celular e a atividade de FASN. Grande parte dos
acidos graxos produzidos pelas células tumorais € incorporada nos fosfolipideos de
membrana e a sintese destes fosfolipideos é bloqueada quando ha inibicao da sintese de
acidos graxos (Jackowski et al, 2000; Menendez et al, 2005b). A biossintese de

fosfolipideos é maior entre as fases G1 e S do ciclo celular, quando a membrana
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praticamente dobra em massa, antes da divisao celular. Portanto, a inibicdo de FASN leva
a um acumulo das células da fase G1 provavelmente por inibir a sintese de acidos 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
GO0/G1, inibe a expresséo de ErbB2 e aumenta os niveis da proteina supressora de tumor
p27"! levando as células de carcinoma de estdémago (NCI-N87), & apoptose (Menendez
et al., 2005a). Recentemente demonstramos que em células B16-F10 derivadas de
melanoma murino, o tratamento com orlistat resulta em acimulo da proteina p27*', uma
das principais proteinas responsaveis pela repressao do ciclo celular nas fases G0/G1, ao
mesmo tempo em que reduziu os niveis da proteina Skp2, responsavel pela ubiquitinacao
e subseqiiente degradacdo da proteina p27XP' (Carvalho et al., 2008). Carvalho et al.
(2008) e Zecchin et al. (2010) mostraram nitida inibicdo da progressao do ciclo celular
com aumento de células nas fases GO/G1 e diminuicdo de células nas fases S e G2/M,
apds a inibicdo de FASN com orlistat ou cerulenina, em células de melanoma B16-F10.
Por outro lado, alguns trabalhos também mostram que a inibicado de FASN resulta em
acumulo de células nas fases G2/M do ciclo celular. Li et al. (2001) mostraram redugéo de
células na fase S e redistribuicdo de células nas fases G1 e G2/M, apéds a inibicdo de
FASN com cerulenina ou C75, em células de carcinoma de célon, RKO. Furuya et al.
(1997) mostraram que a inibicio de FASN com cerulenina levou a um bloqueio da
proliferagdo com acumulo de células de cancer de prostata (TSU-prl) nas fases G2/M do

ciclo celular.

O aumento dos indices de apoptose apds inibicao de FASN reforca o papel
essencial desta enzima na sobrevivéncia de células tumorais (Flavin et al., 2010; Kant et

al., 2012). Em trabalho realizado por Zecchin et al. (2010), foi demonstrado que a inibicao
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especifica da atividade de FASN em linhagem celular de melanoma murino, B16-F10,
induz a via intrinseca da apoptose, com liberacao de citocromo ¢ e ativacao de caspase-3
(Zecchin et al., 2010). Bandyopadhyay et al. (2006) demonstraram aumento de células
TUNEL positivas, in vitro, em linhagem de cancer de mama MCF-7 apés silenciamento de
FASN, assim como Murata et al. (2010), em metastases hepaticas de animais BALB/C
inoculados com células de Colon 26 e tratados com cerulenina. Desse modo, a inibicao
farmacoldgica da enzima FASN parece ser seletivamente citotoxica para as células
neoplasicas, resultando em inibicdo da progressdao do ciclo celular, com significativa
reducdo da proliferacdo e aumento das taxas de apoptose (Pizer et al., 1998; Li et al.,

2001; Agostini et al., 2004).

2.2 Ciclo celular

Ciclo celular é uma série de eventos coordenados através dos quais a célula
duplica seu conteudo e se divide. Tradicionalmente o ciclo celular é dividido em 4 fases
(Fig- 3): G1, S, G2 e M. As fases G1, G2 e S em conjunto sdo chamadas de intérfase,
sendo G1 e G2 fases de intervalo (G = gap), que fornecem tempo para a célula crescer e
averiguar o meio interno e externo, e S, a fase de sintese onde ocorre a duplicacao do
DNA (Malumbres e Barbacid 2001; Alberts et al., 2004; Li et al., 2006; Hochegger et al.,
2008). A fase M corresponde a mitose, quando 0s cromossomos sao separados e as
células divididas (citocinese) (Nurse, 1997; Cooper e Hausman, 2009). Depois que a
citocinese é completada, a nova célula gerada pode continuar a divisdo celular ou
interromper sua proliferacdo. Células que escolhem a ultima opc¢édo entram em um estado
conhecido como “quiescéncia” ou GO. As células que continuam a proliferar avangam para

a fase G1 de um novo ciclo (Malumbres e Barbacid, 2005).
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G2 ’ G1

GO

Fig. 3: Representacao das fases do ciclo celular. A intérfase é formada pelas fases G1, S e G2,

enquanto M representa a fase mitotica. Células em repouso permanecem em GO.

A duracdo de cada fase do ciclo varia entre os diferentes tipos de células. Para
uma célula humana tipica e em proliferacao, o ciclo dura cerca de 24 h, sendo que a

intérfase pode ocupar 23 destas horas (Alberts et al., 2004).

Para assegurar a correta progressao do ciclo celular, as células apresentam uma
série de pontos de checagem, os quais previnem que a célula entre em uma fase até que
tenha completado com sucesso a fase anterior. Desequilibrios nestes controles resultam
em proliferacdo descontrolada e possibilitam o crescimento neoplasico (Malumbres e
Barbacid, 2001). Existem 4 pontos de checagem, bem caracterizados, sendo estes
modulados por fatores internos e externos. Ao final da fase G1 existe um ponto apés o
qual a célula estd comprometida com o ciclo, chamado “ponto de restricao”, termo este
proposto por Arthur Pardee em 1974. O ponto de restricao em G1 corresponde ao ponto
de checagem onde sao verificados tamanho e estado fisiologico da célula, bem como as
interacbes com o meio extracelular. Caso haja alguma alteracdo nesses parametros, as
células podem interromper a proliferacao e/ou entrar em morte por apoptose. O ponto de
checagem da fase S averigua possiveis erros na replicacao do DNA. Ao final de G2 ha
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busca por DNA danificado ou nao duplicado, além de andlise da correta duplicacdo dos
centrossomos. Na fase M, o ponto de checagem identifica se os cromossomos foram
corretamente alinhados ao fuso mitético (Malumbres e Barbacid, 2001; Bucher e Britten,

2008).

2.2.1 Controle do ciclo celular

A progressao pelas fases do ciclo celular é resultado de uma seqiéncia de
ativacdes e inibicdes de quinases dependentes de ciclinas (cyclin-dependent kinases —
cdks), enzimas que regulam positivamente o ciclo celular, sendo que a interagcdo dessas
serinas/treoninas quinases com suas respectivas ciclinas permite a correta progressao
do ciclo em células normais (Malumbres e Barbacid, 2005; Fecher et al., 2009). O termo
“quinase dependente de ciclina” foi estipulado durante o Cold Spring Harbor Symposium
on Cell Cycle em 1991, segundo o qual uma quinase s6 deve ser chamada de cdk se sua
atividade for dependente da associacdao com algumas subunidades regulatérias ciclina-
like (Malumbres e Barbacid, 2005; Malumbres et al., 2009).

O nivel das ciclinas oscila durante o ciclo celular e sua disponibilidade é uma
maneira de controlar a atividade das cdks e a proliferacdo celular (Neganova e Lako,
2008). A atividade das cdks é regulada em multiplos niveis, incluindo sintese, degradacéo
fosforilagdo e desfoforilagdo de ciclinas, assim como sintese, ligacdo, degradacado e
localizagao subcelular de proteinas inibidoras de cdks (cdk inhibitors — cki) (Carnero,

2002).

As ckis s@o proteinas conhecidas como inibidores de quinases dependentes de

ciclinas e controlam a ativacao ou inibicao de complexos quinases (Ellis et al., 1999). Sao
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divididas em duas familias (van Riggelen e Felsher, 2010). A familia Kkip/cip (kinase
inhibitor protein/cyclin-dependent kinase interating protein) é composta por p21VAF/CP!
p27" P! e p57"2 e a familia Ink (inhibitor of kinase) composta por p15™*°, p16"™*2 p1g'™e

94 em ratos ou p14*" em humanos (Ellis et al., 1999, Joyce e Harris, 2010). Todas

e pl
as ckis resultam em parada do ciclo celular apdés serem ativadas por estimulos
antimitogénicos ou quando superexpressas (Carnero, 2002). Muitos tumores apresentam
alteracdo na atividade de ckis, indicando que estas proteinas sao criticas para o controle

da proliferacéo neoplasica (Ellis et al., 1999).

O numero de cdks e ciclinas tem aumentado consideravelmente durante a
evolugao, porém somente alguns complexos ciclinas/cdks sao necessarios para o controle
da progressao do ciclo celular (Malumbres e Barbacid, 2009). Por exemplo, para dar inicio
a fase S, é necessaria a formacdo dos complexos ciclina D/cdk4/6 e ciclina E/cdk2,
enquanto que, para se progredir pela fase S, é necessaria a formagdo do complexo ciclina
A/cdk2 (Hochegger et al., 2008; Fecher et al., 2009).

As cdks sdo ativadas quando se ligam a suas moléculas regulatérias, as
ciclinas, as quais constituem um grupo diversos de proteinas de 35 a 90 kDa, que se
acumulam durante a interfase e s&o destruidas na mitose. Existem mais de 16 ciclinas
humanas, as quais atuam nas fases G1, G2 e M do ciclo celular. A degradacéo dessas
proteinas a cada ciclo celular € mediada por ubiquitina e o proteossomo 26S (Malumbres

e Barbacid, 2005; Li et al., 2006; Abbas e Dutta, 2009; Malumbres e Barbacid, 2009).

O aumento da proliferagdo celular na auséncia de estimulos externos € uma
caracteristica comum aos tumores malignos, do mesmo modo que disturbios no controle

normal do ciclo celular geram instabilidades genémicas que contribuem para o
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desenvolvimento e/ou progressao de muitas malignidades (Li et al., 2006; Malumbres e

Barbacid, 2009).

2.2.2 Regulacao da transicao de G1 para S em células normais e tumorais

Diversas sado as proteinas que regulam o ciclo celular. Entre elas esta

1 WAF1/Cip1

p2 , proteina que contém 21 kDa, com aproximadamente 166 aminoacidos

codificados pelo gene CDKN1A, localizado no cromossomo 6 (6p21.2). Pertence a familia
de ckis Kip/cip e se localiza no nucleo e citoplasma das células, embora somente a forma
nuclear da proteina p21VAFCP! tenha funcdo de cki (Li et al., 2006; Abbas e Dutta, 2009).

1WAFI/CIPT & ativada pelo supressor de tumor p53 quando ha danos no DNA e também

p2
age como supressora de tumor, inibindo as cdks e a fosforilacdo da proteina Rb (Ho et al.,
2007; Abbas e Dutta, 2009). p21WAFYCP' esta envolvida na senescéncia celular,
diferenciacéo e apoptose através de mecanismos independes de p53. Apresenta efeitos
positivos e negativos na progressao de G1 para S, com predominio dos efeitos inibitérios.

1WAF1/Cip1

Quando presente em baixas concentragdes, p2 facilita a ligagao de ciclina D1

com cdk4/6, porém em altas concentragdes inibe a atividade do mesmo complexo (Li et

al., 2006). A inibicdo da progressédo do ciclo mediada por p21*/AF!/Cie!

ocorre também pela
inibicdo da atividade de cdk2 (Abbas e Dutta, 2009). Desse modo, p21WAF"CP! se liga a
uma larga escala de complexos ciclina/cdk, com preferéncia por aqueles que contém cdk2

{WAFIICPT ests associada com tumores

(Li et al., 2006). Reducao da expressado de p2
malignos humanos de diversas localizagbes, tais como carcinoma colorretal, cervical, de
cabeca e pescoco, além de carcinoma de pequenas células de pulmao (Abbas e Dutta,
2009). Mutagdes no gene que codifica p21"WAF"CP! foram detectadas em melanomas,

porém nao esta claro seu envolvimento na génese deste tumor. Sabe-se que o0s niveis de
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1WAFICIPT 530 baixos ou indetectaveis na maioria dos nevos, porém ha aumento de sua

p2
expressdo em melanomas primarios e mestastaticos (Li et al., 2006; Abbas e Dutta,

2009).

p27“*! (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) é uma proteina nuclear e
citoplasmatica de 22 kDa, com aproximadamente 198 aminoacidos codificados pelo gene
CDKN1B, localizado no cromossomo 12p12-12p13 (Malumbres e Barbacid, 2009). E um
membro Kip da familia de ckis, considerada um supressor de tumor, embora somente sua
forma nuclear tenha essa funcao (Polyak et al., 1994; Soos et al., 1996; Matsuda e Ichida,
2006). Apresenta 44% de homologia estrutural com p21WAFCP! na porgdo N-terminal,
agindo de maneira semelhante, por se ligar ao complexo ciclina D/cdk4 e por regular
negativamente ciclina E/cdk2 e ciclina A/cdk2 (Li et al., 2006; Hershko, 2008). Os niveis
da proteina p27X*" oscilam durante o ciclo celular, sendo mais elevados em GO/G1 e
menores em S (Hershko, 2008). A degradacdo de p27X*" ocorre no final da fase G1,
através de um processo dependente de Skp2 (S phase kinase-associated protein 2), uma
ligase da ubiquitina E3, responsavel pela ubiquitinacdo de p27**! e que, portanto, permite
a passagem de G1 para S (Schrump et al., 1996; Loda et al., 1997; Hershko, 2008; Mitra
e Fisher, 2009). O gene que codifica p27*P' é raramente alterado em tumores malignos,
mas o baixo nivel de p27""' foi associado a um pior prognéstico em tumores de mama,
préstata, sarcomas e tumores hematolégicos (Ellis et al., 1999; Hershko, 2008). Mutacées
neste gene sao raras em melanomas, porém a transicao de nevo para melanoma primario

e metastatico mostra perda progressiva da expressdo de p27"*! (Li et al., 2006).

Skp2 (S phase kinase-associated protein 2) possui 45 kDa e é um dos
componentes do complexo SCF***? ubiquitina ligase (Skp7-Cullin1-F-box protein). O
complexo SFC compreende uma larga familia de subunidades de ubiquitinas ligases que
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selecionam e ubiquitinam proteinas para a degradacéo pelo proteossomo 26S (Hershko,
2008). Skp2 tem papel essencial na passagem de G1 para S, uma vez que é responsavel
pela poliubiquitinagcdo dos reguladores do ciclo celular, p21WAF!CP!  no7KPt o p57kP2
(Schrump et al., 1996; Loda et al., 1997; Vodermaier, 2004; Hershko, 2008; Mitra e Fisher,
2009). Skp2 reconhece especificamente p27<*' fosforilada, diminuindo os niveis desse
inibidor de cdk e culminando na progressao do ciclo celular (Chiariello e Esposito, 2006).
Os niveis de Skp2 oscilam durante o ciclo celular, atingindo niveis maximos na fase S
(Bornstein et al,, 2003), sendo que sua degradacdo é mediada pela ubiquitina ligase
APC/C®™" (anaphase-promoting complex/cyclosome and its activator Cdh1) (Hershko,
2007). Aumento da expressdo de Skp2 foi previamente verificado durante os diferentes
estagios da progressdo do melanoma, assim como em linfomas, sarcomas, carcinoma
espino celular oral, carcinoma gastrico e cancer de mama (Li et al., 2006; Andrade et al.,

2013).

Dentre as mais de 16 ciclinas humanas, duas possuem papel de destaque na
transicdo da fase G1 para S do ciclo celular: ciclinas D1 e E. A ciclina D1 ¢é sintetizada no
comeco da fase G1. Existem trés isoformas de ciclina D (D1, D2 e D3), as quais sao
expressas diferentemente em varios tecidos (Masamha, 2009). O membro mais bem
caracterizado da familia das ciclinas D € a ciclina D1, a primeira ciclina da fase G1
identificada em mamiferos (Sutherland e Musgrove, 2009). Possui 34 kDa e 295
aminoacidos codificados pelo gene CCND1, localizado no cromossomo 11q13. Forma
complexos com cdk4/6, o que resulta na fosforilacdo e inativacdo de Rb e liberacédo de
E2F, levando a progresséo do ciclo celular. Tais eventos facilitam a ativagao de ciclina
E/cdk2 e ciclina A/cdk2, complexos necessarios para a entrada e progressao na fase S (Li

et al., 2006). Desse modo, quando nao ha proliferacao, ndo ha formagao dos complexos
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com cdks e, portanto, os niveis das ciclinas caem rapidamente. Ciclina D1 é raramente
mutada, mas sua superexpressdo confere uma vantagem de crescimento seletivo e,
consequientemente, age como um indutor de crescimento em varias neoplasias malignas
como, por exemplo, no cancer epitelial de ovario e cancer de mama (Masamha et al.,
2009). Niveis altos e constantes de ciclina D1 foram demonstrados em linhagens
celulares de melanomas, bem como em metastases desse tumor (Li et al, 2006;

Masamha et al., 2009).

O gene humano da ciclina E, CCNE, foi mapeado no cromossomo 19 (19q12-
q13) e codifica polipeptideos com peso molecular variando entre 39 a 52 kDa (Demetrick
et al., 1995). A proteina “regular” ciclina E, de 45 kDa, contém um dominio que se estende
do aminodacido da posicao 129 a 215, chamado cyclin Box, cuja sequéncia é conservada
entre as ciclinas (Moroy e Geisen, 2003). Ja foram descobertos splicings alternativos com
potencial para produzir isoformas de ciclina E, mas nao esta claro se estas isoformas
estdo relacionadas com fen6tipos especificos no ciclo celular (Moroy e Geisen, 2003). Em
células normais, a expressao de ciclina E ocorre no final da fase G1 e inicio da fase S,
atingindo niveis maximos no ponto de restricdo (Harwell et al., 2004), sendo a ativagao da
transcricdo do seu gene depende da atividade de ciclinas D, as quais sdo sintetizadas
primeiramente (Moroy e Geisen, 2003; Barton et al., 2006). Ciclina E se liga e ativa cdk2,
iniciando a transicdo G1->S (Ohtsubo et al.,, 1995). Na fase final de G1, esse complexo
ciclina E/cdk2 tem papel chave na iniciacdo da duplicacdo de centrossomos e DNA
(Fukasawa, 2008). Assim como outras ciclinas de G1, essa proteina € ubiquitinada pelas
multiproteinas do complexo SCF, mas também ¢é estimulada ou inibida por proteinas da
familia do fator de transcricdo E2F, formando com este fator um mecanismo de feedback

(Moroy e Geisen, 2003). A regulagao de ciclina E no ciclo celular € comumente perdida
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em células tumorais, levando a uma expressao constitutiva desta ciclina (Harwell et al.,
2004). Em células de melanoma a expressao das ciclinas E e A é alta, sendo que essas

duas ciclinas se ligam e ativam cdk2 no ciclo celular (Halaban, 1999).

De modo geral, as cdks consistem em subunidades cataliticas, em sua maioria
com peso molecular de 34 kDa (Nurse, 1997). Entre as cdks especificas de G1 temos
cdk2 que é uma quinase dependente de ciclinas, produto do gene p33°*?, presente no
cromossomo 10 (Meyerson et al., 1992). Participa da progressao da fase G1 para a fase
S do ciclo, onde cdk2 interage com as ciclinas E ou A, sendo sequencialmente ativada por
estas ciclinas, formando complexos para a fosforilagdo sequencial da proteina Rb
(Carnero, 2002; Berthet et al., 2003; Hochegger et al., 2008; van Riggelen e Felsher,
2010). Apresenta também um papel importante ao longo da fase S e G2/M regulando
eventos-chave no crescimento e divisao celular (Wadler, 2001). A regulacdo da atividade
de ciclina E/Cdk2 ocorre em muitos niveis, incluindo inibidores mediados por ckis como
p21WAFICPT o no7kP1(yan Riggelen e Felsher, 2010). Desta forma, a inibicdo de cdk2 se
mostra um passo importante no controle do crescimento de células neoplasicas (Wadler,

2001).

Outras duas cdks importantes para o inicio da fase S sao cdk4 e cdk6. Cdk4 é
codificada pelo gene cdk4 mapeado no cromossomo 12914, enquanto cdk6 é codificada
pelo gene cdk6é mapeado no cromossomo 7g21-q22 (Demetrick, 1994). Sdo proteinas
muito proximas, com homologia em 71% de seus aminoacidos e que apresentam
propriedades bioquimicas também semelhantes. Ambas ligam-se a familia das ciclinas D
(D1, D2 e D3) durante G1, inativando Rb (Grossel et al., 1999; Malumbres et al., 2004;
Grossel e Hinds, 2006; Malumbres e Barbacid, 2009). Apesar das semelhancas, estudos

recentes in vitro mostraram que cdk4 e cdk6 fosforilam Rb em residuos distintos: cdk4
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preferencialmente fosforila Rb no residuo treonina no aminodcido 826, enquanto cdk6
preferencialmente fosforila na treonina 821 (Grossel e Hinds, 2006). Diferencas entre cdk4
e cdk6 tém sido identificadas em diversos modelos experimentais. Em células T, por
exemplo, a ativacao de cdk6 precede em algumas horas a ativacao de cdk4 (Grossel e
Hinds, 2006). Aumento da atividade de cdk4 e/ou cdk6 leva a proliferacao descontrolada e
tumorigénese que, subseqlientemente, desencadeia a inativacdo de Rb em muitos tipos
de tecidos (Grossel et al., 1999). Esse aumento da atividade das cdks pode ser resultado
da superexpressao de subunidades reguladoras, como ciclina D, ou ser resultado da
amplificacao de genes que codificam tais quinases (Grossel et al.,, 1999). Aumento da
atividade de cdk4 e cdk6 ocorre em diversos tumores malignos humanos, com preferéncia
de cdk4 para tumores epiteliais (tecidos endécrinos e mucosas), incluindo melanoma, e
de cdk6 para tumores mesenquimais, incluindo leucemias, sarcomas (Malumbres e
Barbacid, 2009). Elevada atividade de cdk6 também foi relatada em carcinoma de células
escamosas € neuroblastomas, sem que houvesse alteracdes da atividade de cdk4
(Grossel e Hinds, 2006).

Localizado no cromossomo 1314, o gene Rb codifica uma proteina nuclear de
928 aminoacidos e com peso molecular de 110 kDa. Se ambos os alelos sdo mutados no
inicio da vida, a proteina é inativada e resulta no desenvolvimento do céancer
retinoblastoma, por isso o nome Rb (Li et al, 2006, Macleod, 2008). Existem trés
membros da familia retinoblastoma de proteinas nucleares, que incluem Rb, p130 e p107.
Rb é expresso constantemente por células que estejam ou ndo em proliferacdo (Burkhart
e Sage, 2008). Durante a fase G1, a fosforilacdo da proteina Rb pelos complexos
ciclinas/cdks (ciclina D1/cdk4/cdk6, ciclina E/cdk2 ou ciclina A/cdk2) leva a liberacdo do
fator de transcricao E2F, o qual ativa a transcricao de diversas proteinas necessarias para

a progressao da fase S. O complexo ciclina E/cdk2 mantém Rb fosforilado no restante do
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ciclo (Li et al., 2006). Em melanomas, ao contrario de mutagdes no gene, sdo observadas
alteracdes na funcao da proteina Rb, em que esta se encontra altamente fosforilada (Li et
al., 2006). Em estudos com linhagens celulares de melanoma foi observada uma
superexpressao de Rb altamente fosforilada, forma esta que impede sua funcgao (Li et al.,

2006).

2.3 Melanoma

Melanoma é um tumor maligno que se origina de melandcitos, células derivadas
da crista neural e que se localizam proximas a lamina basal. A principal funcdo dos
melanécitos é a producdao de melanina, pigmento que confere cor a pele, cabelos e olhos,
protegendo contra a radiacdo UV (lbrahim e Haluska 2009, Malumbres e Barbacid 2009).
E prevalente em regides de grande exposicao solar como Austrélia, sul da Europa, Africa
do Sul e sul dos Estados Unidos (Ibrahim e Haluska 2009). No Brasil corresponde a 4%
de todos os tumores de pele e a estimativa de novos casos para 2012 foi de 6.230, sendo
3.170 homens e 3.060 mulheres (INCA 2013). O melanoma é um importante problema de
saude, ndo so6 por causa de sua incidéncia, mas também por conta de seu alto potencial
metastatico, comportamento agressivo e notavel resisténcia aos tratamentos
quimioterapicos e imunolégicos (Li et al., 2006). Mais de 90% dos melanomas ocorrem na
pele, mas também podem ocorrer em superficies mucosas, como por exemplo, a mucosa
bucal, sendo mais comumente encontrado no palato ou gengiva de pacientes adultos
(Andrade et al., 2012). Os melanomas orais séo raros, correspondendo a 1-2% de todas
as malignidades orais, mas sao mais agressivos e de pior prognéstico do que sua
contraparte cutanea (Femiano et al., 2008; Hashemi et al., 2008). Os fatores de risco para

o desenvolvimento do melanoma incluem multiplos nevos benignos ou atipicos, histéria
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familiar e histéria pessoal de melanoma (lbrahim e Haluska 2009). Outro fator conhecido é
a exposicao excessiva a radiacao UV, responsavel por mutagbes no DNA, ativacao de
fatores de crescimento, reducdo das defesas imunes e estimulo para a producéo de
espécies reativas de oxigénio que, somados, culminam em danos irreversiveis ao material
genético (Malumbres e Barbacid 2009). Por outro lado o melanoma oral ndo esta
associado a exposicao solar, mas outros fatores como fumo e alcool sdo citados como

fatores de risco para a mucosa oral (Femiano et al., 2008).

Embora os fatores de risco sejam conhecidos, os mecanismos moleculares em
torno desta doenga ainda ndo estdo elucidados (Li et al, 2006). Desequilibrios nas
funcdes das proteinas regulatérias da fase G1 do ciclo celular, como deficiéncia de Rb, ou
p16"™* mutacéo de cdk4 ou superexpressdo de ciclina D1, constituem um passo comum
para o desenvolvimento do melanoma (Li et al., 2006). Também ja foram descritas
mutacdes nos genes NRAS, BRAF, PTEN, p16™“A APAF1, MITF, BCL-2, cKIT, TP53,

AKT3, mTOR envolvendo melanomas cutaneos (lbrahim e Haluska 2009).

Tendo-se em vista que (i) em varias neoplasias malignas, dentre as quais o
melanoma, a alta expressdo de FASN esta associada a uma maior taxa de recorréncia,
maior risco de desenvolvimento de metastase e, consequentemente, pior progndstico, (ii)
e que existem evidéncias de que, nas células malignas, a atividade de FASN é necessaria
para a producédo de fosfolipidios que compdéem as membranas celulares, o principal
objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos in vitro e in vivo da inibicdo de FASN com
C75 sobre proliferagao celular, apoptose e também sobre algumas proteinas envolvidas
na transicao das fases G0/G1 para S do ciclo celular em células de melanoma murino

B16-F10.
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3 PROPOSICAO

3. PROPOSICAO GERAL

Analisar in vitro e in vivo 0s mecanismos antiproliferativos decorrentes da

inibicdo de FASN em células de melanoma murino B16-F10.

3.1. PROPOSICOES ESPECIFICAS

v’ Verificar, in vitro e in vivo, as taxas de proliferacdo e de apoptose das células

de melanoma B16-F10 em camundongos tratados com C75.

v' Analisar os efeitos in vitro e in vivo da inibicdo de FASN com C75 sobre os
niveis de diversas proteinas envolvidas na transicao das fases G0/G1 para S

do ciclo celular.

v Verificar, in vitro, a especificidade da agéo antiproliferativa de C75 através do
silenciamento de FASN com RNA de interferéncia (RNAi) e posteriores

Western blottings para algumas proteinas do ciclo celular.

v Avaliar, in vivo, os efeitos da inibicdo de FASNcom C75 sobre a formacéo e o

tamanho de tumores subcutaneos de células B16-F10.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de Células

Células B16-F10, derivadas de melanoma de camundongo, foram adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC, EUA) e cultivadas em garrafas plasticas de 75
cm? (NUNC, Dinamarca) em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, EUA), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Brasil) e solucao antibiética e antimicotica
(Invitrogen), na diluicdo de 1:100, a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO, e 95% de

umidade.

As células foram cultivadas até atingirem 80% de confluéncia. Para a
manipulacao das células, o meio de cultura era removido e as células lavadas com 10 mL
de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4. Em seguida, as células eram
incubadas com 2 mL de tripsina a 2% até seu desprendimento total da superficie. A agéo
da tripsina era interrompida pela adicao de 5 mL de meio de cultura suplementado com
10% de SFB. A suspensdo de células era transferida para tubos cénicos de plastico
estéreis de 15 mL (Corning, EUA) e centrifugada a 4.000 rpm por 3 min. O sobrenadante
era removido e descartado e o pellet de células ressuspenso em 10 mL de meio de
cultura suplementado com 10% de SFB. Cerca de 1 yL do homogenato de células foi
usado para as contagens em contador de células automatico - Countess (Life
Technologies, EUA) e posterior montagem dos experimentos. Visando trabalhar com
células em passagens semelhantes varias amostras foram congeladas antes da

realizacdo dos experimentos. Para isto, as células foram ressuspensas em solugao
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contendo 20% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, EUA) e 80% de SFB e congeladas em

nitrogénio liquido.

4.2 Preparo do C75

C75 (Sigma, EUA) foi dissolvido em DMSO para uma concentracéo final estoque
de 20 mg/mL e armazenado a 4°C. As células do grupo controle receberam o mesmo
volume de DMSO que as células tratadas com as diferentes concentracées de C75 nao

ultrapassando o volume maximo de 0,05%.

4.3 Curva de Proliferacao

Para avaliarmos os efeitos citotéxicos e antiproliferativos do C75, cerca de
20.000 células foram plaqueadas em 2 mL de meio suplementado com 10% de SFB e
antibiéticos, em placas de 6 pocos. Apds 24 h, o meio de cultura foi trocado por meio
fresco, contendo concentragdes crescentes de C75 (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 ug/mL). Apos
48 h de tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e os pellets foram
ressuspensos em 1 mL de meio de cultura ndo suplementado. O numero total de células
foi determinado em citémetro de fluxo apds 1 min de leitura em velocidade de 60 uL/min

(Naliwaiko et al., 2008).
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4.4 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A porcentagem de células viaveis apds tratamento com C75 foi determinada
usando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma), uma
vez que células viaveis sdo capazes de reduzir o sal tetrazolium, de cor amarela, em
formazan, de cor purpura (Mosmann, 1983). Cerca de 20.000 células foram plaqueadas
em 2 mL de meio suplementado com 10% de SFB e antibiéticos, em placas de 6 pocos.
Apbs 24 h, o meio de cultura foi trocado por meio fresco, contendo concentragdes
crescentes de C75. Completadas 48 h de tratamento, o meio de cultura foi removido e
substituido por meio de cultura ndo suplementado, preparado com 0,3 mg/mL de MTT
sendo as células incubadas por 3 h a 37°C em atmosfera a 5% de CO, e 95% de
umidade. Em seguida o meio de cultura foi desprezado e, em cada poco, foi adicionado 1
mL de etanol absoluto (Merck, Alemanha), para a solubilizagdo do formazan produzido. O
conteudo de cada poco foi homogeneizado e transferido para placas de 96 pocos,
obtendo-se a leitura da absorbancia a 540 nm em leitor automatico de ELISA (Bio Rad,
Hercules, CA, EUA). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem em relagdo aos

controles.

4.5 Avaliacao das taxas de apoptose

As porcentagens de células em apoptose foram determinadas pelas marcacdes
com Anexina V-FITC (Caltag, Inglaterra) e 7-AAD (7-Amino-actinomycin D, Molecular
Probes, Invitrogen), respectivamente. Cerca de 30.000 células foram plaqueadas em 2 mL
de meio suplementado com 10% de SFB e antibiéticos, em placas de 6 pocos. Apds 24 h,

o meio de cultura foi trocado por meio fresco, contendo diferentes concentracdes de C75.
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Apoés 48 h de tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e incubadas
com 0,2 ug/uL de Anexina V-FITC e 20 ug/uL de 7-AAD em tampao de ligacao contendo
10 mM de HEPES (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCl, e 1,8 mM de
CaCl,, no escuro, a temperatura ambiente. Apds 20 min, as células foram analisadas em

citometria de fluxo, em canais FL1 (Anexina V) e FL2 (7-AAD).

4.6 Analise do ciclo celular

A porcentagem de células B16-F10 em cada fase do ciclo celular foi determinada
apdés marcacao com iodeto de propideo (Carvalho et al., 2008; Zecchin et al., 2010).
Cerca de 18.000 células B16-F10 foram plaqueadas em 2 mL de meio RMPI
suplementado com 10% de SFB e antibiéticos, em placas de 6 pocos. Apés 24 h, 0 meio
de cultura foi trocado por meio fresco na auséncia de SFB, a fim de se promover a
sincronizacao das células. Apds mais 24 h, o meio de cultura foi novamente trocado e as
células foram tratadas com concentragdes crescentes de C75, na presenca de 10% de
SFB. Completado o tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
fixadas em etanol 70% gelado a -20°C por, pelo menos 12 h. Para a marcacao das fases
do ciclo celular, as células foram lavadas com PBS gelado e tratadas com 10 pg/mL de
RNAse (Sigma) a 37°C durante 1 h. Em seguida, as células foram coradas com 50 pg/mL
de iodeto de propideo a 4°C, no escuro, por 2 h e analisadas em citometria de fluxo, em
canal FL2. Para a determinacdo da porcentagem de células em cada fase do ciclo,

utilizou-se o programa ModFit LT™ (Verity Software House, EUA).
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4.7 Lipogénese

Os ensaios de lipogénese foram realizados no laboratério da Prof2. Dr2. Helena
C.F. Oliveira, com a ajuda de sua aluna de doutorado Helena F. Raposo, no Laboratério

de Lipides, do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Verificamos as porcentagens de inibicdo da atividade de FASN apds tratamento
das células B16-F10 com C75, através de medidas de lipogénese com acetato marcado
com '“C. Foram semeadas 2 x 10° células B16-F10 em placas de cultura de 150 mm de
diametro, em 10 mL de RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e antibibticos. Ap6s
24 h, as células foram tratadas com 7,5 e 10 pg/mL de C75 por 6 h. Apés o tratamento, as
células foram lavadas, tripsinizadas e contadas em contador de células automéatico -
Countess (Life Technologies, EUA). Em seguida, foram preparadas amostras contendo
10° células em 1 mL de RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, em triplicata. As

células foram incubadas com 1 mM de acetato e 1 uCi de '*C-acetato (Perking Elmer) por

2 h a95% 0,/5% CO, e 37°C, sob leve agitacao. A extracao de lipidios foi realizada com
metanol e cloroférmio 2:1 (v/v), sob agitacdo constante, durante 30 min a temperatura

ambiente (Bligh e Dyer 1959; Levin et al., 1992).

4.8 Modelo animal de melanoma

O modelo animal utilizado neste trabalho para o estudo foi descrito Prof. Silvio S.
Veiga (Departamento de Biologia Celular, UFPR). A presente pesquisa foi aprovada pelo

Comité de Etica na Experimentagao Animal (n “2321-1, CEUA-IB-UNICAMP — Anexo |).
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Camundongos C57BI/6, com cerca de 5 semanas de vida, foram obtidos junto ao
CEMIB-UNICAMP e mantidos em gaiolas apropriadas, alimentados com ragcao comercial
Labina (Purina, Brasil) e providos de agua ad libitum. Os animais permaneceram em sala
climatizada, com controle automéatico de iluminacao, alternando periodos claros e escuros
a cada 12 h, sendo pesados semanalmente. Realizamos implantes intraperitoneais de
células B16-F10 (2,5x10°) em passagem baixa, suspensas em PBS tamponado e, apés
48 h das inoculagbes, os animais foram aleatoriamente divididos em grupo controle e
tratado. Foi iniciado o tratamento semanal com 20 mg/kg de peso corporal de C75,
intraperitoneal, em 0,1 mL de PBS e os animais do grupo controle receberam somente o
veiculo (20% DMSO/80% PBS) (Pizer et al., 2000; Horiguchi et al., 2008). Ap6s 14 dias da
inoculacao das células tumorais, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
e imediatamente dissecados. Os tumores primarios intraperitoneais foram coletados e
divididos em duas partes: uma parte foi fixada em formol 10% e outra parte foi

imediatamente congelada a -80°C para as extracdes protéicas.

4.9 Western blotting
4.9.1 Obtencao dos extratos protéicos

Os tumores congelados e as células cultivadas foram preparados para extragao
protéica em tampao de lise contendo 10% de sacarose, 1% de Triton X-100, 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 137 mM de NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de EDTA, 1 mM de NaF e 1
mM de NazVO,. Os inibidores de protease PMSF (1 mM), leupeptina (1 ug/ml), inibidor de
tripsina (soybean trypsin inhibitor, 10 ug/ml) e aprotinina (1 pg/ml) foram adicionados ao

tampéao de lise no momento do uso. Os tumores foram macerados em homogeneizador
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do tipo Pellet Pestles (Sigma, EUA) contendo tampao de lise em propor¢cao de
aproximadamente 3,5 g/mL. A solugédo protéica foi mantida no gelo por 30 min, sendo
homogeneizada a cada 10 min. Em seguida, a solugéo foi centrifugada a 15.000 rpm por
15 min a 4°C, os sobrenadantes foram imediatamente separados e foi realizada a
quantificacdo da concentracdo de proteinas totais de cada extrato pelo método de
Bradford (Bradford, 1976). Imediatamente ap6s a dosagem, os extratos foram

armazenados a -80°C.

4.9.2 Separacao eletroforética de proteinas e Western blotting

Cerca de 40 pg de proteinas totais foram preparadas em tampao de amostra
redutor concentrado quatro vezes (8% de SDS, 0,25 M de Tris-HCI (pH 6,8), 30% de
glicerol e 0,2% de azul de bromofenol), contendo 20% do volume total de Ditiotreitol (DTT,
Sigma), fervidas por 5 min e separadas eletroforeticamente em géis de poliacrilamida-
SDS a 6 ou 12%, dependendo do peso molecular da proteina a ser estudada. Em
seguida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Protran,
Schleicher e Schuell, EUA) e coradas com "Ponceau S" (Sigma) para verificar a eficacia
da transferéncia. Ap6s bloqueio por 18 h a 4°C em solugdo a 5% de leite em po
desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tampao contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 7,6),
150 mM de NaCl e 1% de Tween 20 (TBST), as membranas foram cortadas de acordo
com o peso molecular da proteina a ser estudada e incubadas com anticorpos primarios
descritos na Tabela I, diluidos em TBST com 5% de leite em p6 desnatado, por 2 h a
24°C, sob agitacdo constante. Depois de lavadas e incubadas com os respectivos

anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, as reacdes foram reveladas através
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de quimioluminescéncia utilizando-se o kit de deteccdao ECL (Western Blotting Analysis
System, Amersham Pharmacia Biotech, EUA) e expostas a filmes ultra-sensiveis
(Hyperfilm Ultra Detection, Amersham). Apds secagem, as peliculas radiogréaficas foram
digitalizadas em escéaner GS 700 (Bio Rad, EUA) para a realizacdo da densitometria
Optica das bandas utilizando-se o programa Scion Image (Scion Corporation, EUA). Para
cada proteina estudada, foram consideradas as areas de pico correspondentes como
valor da densidade 6ptica. Todas as bandas tiveram seus valores normalizados pelo valor

da leitura da banda da beta-actina respectiva de cada proteina estudada.

Tabela I: Relagdo dos anticorpos utilizados, incluindo clones, peso molecular (kDa) e diluigées.

Anticorpo Clone e Marca Peso Molecular (kDa) Diluicao
FASN 23 (BD Pharmigen) 270 1:3.000
p21"AFTCPT C-19 (Santa Cruz) 21 1:200

p27°*"’ 57 (BD Pharmigen) 27 1:500

Skp2 p45 H-435 (Santa Cruz) 45 1:1.000
ciclina E M-20 (Santa Cruz) 53 1:1.000
ciclina D1 DCS-6 (Calbiochem) 34 1:200

cdk2 M2 (Santa Cruz) 34 1:30.000
cdk4 C-22 (Santa Cruz) 34 1:50.000
cdk6 C-21 (Santa Cruz) 36 1:1.000
beta-actina AC-15 (Sigma) 45 1:60.000
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4.10 Verificacao das taxas de proliferacao tumoral in vivo

Para avaliagdo da proliferacdo das células de melanoma in vivo, utilizamos
camundongos C57BI/6 portadores de tumores intraperitoneais e tratados semanalmente
com 20 mg/kg de peso corporal de C75 ou DMSO (20% DMSO/80% PBS), conforme
descrito no item 4.8. Apds 14 dias das inoculagdes das células tumorais, os animais
receberam 10 mM de solugcédo de BrdU (BD Pharmigen) intraperitonealmente, de acordo
com as instrugdes do fabricante. Apds 2 h, os animais foram sacrificados, os tumores
primarios intraperitoneais foram coletados, fixados em formol tamponado a 10% por
menos de 12 h, e entdo processados para a realizagao dos cortes em parafina, a 3 uM de
espessura. Apds a desparafinizagdo dos cortes e bloqueio da enzima peroxidase com
H.O. a 3%, seguiu-se com a digestdo do DNA usando HCL 0,1 M. Esta digestao foi
inativada com NaOH a 0,1 M e as laminas foram incubadas com anticorpo primario contra
BrdU por 1 h, em camara umida a temperatura ambiente. Apés lavagens com PBS, os
cortes foram incubados com anticorpo secundario por mais 30 min. A revelacao foi
realizada com DAB (3,3’diaminobenzidine tetrahydrochloride, Sigma) e a contra-coloracao
com hematoxilina de Carazzi. Em seguida as laminas foram montadas e fotografadas
apdés a secagem. Cinco campos de cada lamina foram selecionados, de forma
randomizada, e seguiu-se a contagem das células marcadas e ndo marcadas pelo
programa MacBiophotonics ImagedJ (Image Processing and anlysis in Java). As taxas de

proliferag@o celular foram expressas em porcentagem em relagéo aos controles.
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4.11 Verificacao das taxas de apoptose in vivo

As reacdes foram realizadas em cortes histolégicos dos tumores primarios
intraperitoneais fixados em formol, utilizando kit comercial da Roche (Suica) e seguindo
as instrucdes do fabricante. Na primeira etapa, todos os cortes foram desparafinizados e
permeabilizados com proteinase-K (20 mg/mL) em solugéo de Tris-HCI 10 mM (pH 7,4-
7,8). Na sequéncia, as laminas foram tratadas com DNAse e posteriormente incubadas
com solucdes diferentes para os controles positivo e negativo. Ap6s o periodo de 1 h a
37°C em camara umida, as laminas foram analisadas e fotografadas em microscépio de
fluorescéncia. Em segida, as células TUNEL positivas e negativas foram contadas pelo
programa MacBiophotonics Imaged (Image Processing and anlysis in Java). As taxas de

apoptose foram expressas em porcentagem em relagdo aos controles.

4.12 Avaliacao da formacao e tamanho de tumores

Para avaliarmos a formacao de tumores e os efeitos do tratamento com C75,
foram inoculadas 2,5x10° células B16-F10 juntamente com 100 pL de Matrigel (BD
Biosciences, EUA), na regido subcutanea do dorso de 20 camundongos C57BI/6. Os
animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos e foram tratados semanalmente
com 30 mg/kg de peso corporal de C75 ou o equivalente com DMSO. Duas vezes por
semana 0s animais eram pesados, anestesiados e as dimensdes dos tumores eram
determinadas com auxilio de um paquimetro. O volume dos tumores foi expresso em mm?®
e calculado pela seguinte formula V=0,5 x comprimento x largura® de acordo como

descrito por Colleta et al. (2004).
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4.13 Silenciamento de FASN

As células B16-F10 foram semeadas em placas de 6 pocos, em RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB, sem a presenca de antibiéticos, até atingirem 50% de
confluéncia. Em seguida, 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 com 200 nM do Oligo controle (Invitrogen Stealth™ RNAi Negative Control
Duplexes); com 2 ug/mL Lipofectamina 2000 (Invitrogen), conforme descrito por Carvalho
et al. (2008) e Zecchin et al. (2010). As solugdes contendo as sequéncias de siRNA e
Lipofectamina foram preparadas em OptiMEM (Gibco (Invitrogen), adicionando-se apenas
2,4 g de bicarbonato de sédio para cada litro preparado, conforme recomendacdes do
fabricante. As células foram lavadas em PBS e entdo adicionado 900 uL de meio de
cultura Opti-MEN em cada poco, sem SFB e antibiéticos e, em seguida, adicionados os
complexos siRNA/lipofectamina. Ap6s 4 h de transfecgéo, foram adicionados 500 uL de
meio Opti-MEM suplementado com 6% de SFB, para a concentragao final de SFB de 2%.
Cerca de 48 h apés a transfeccao, as células foram coletadas para analise de ciclo celular
por citometria (Zecchin et al, 2010) e para verificacdo dos niveis das proteinas
p21WAFIICIT 5o 7KPT  Skp2 e cdk2, através de Western blotting, conforme descrito no item

4.9.

35



4.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + EPM (erro padrao da média) de, pelo
menos, trés experimentos independentes realizados em duplicata ou triplicata. A
significancia estatistica dos resultados foi verificada através da andlise de varidncia nao
paramétrica do teste t de Student e teste de Mann-Whitney, com o auxilio do programa
computacional SigmaStat (Jandel Scientific Software, EUA). O nivel de significancia

adotado foi de 5% (p<0,05).
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S RESULTADOS

Inicialmente foram verificados os efeitos do tratamento com C75 sobre o
crescimento de células B16-F10 em cultura. As primeiras curvas de proliferagédo foram
realizadas apos 24 h de tratamento com C75, porém neste periodo nao foram observadas
alteracdes morfoldégicas nem alteragdo no numero de células totais (dados néao
mostrados). Desse modo, aumentamos o tempo de tratamento para 48 h e a contagem do
namero total de células mostra que houve inibicdo dose-dependente da proliferacao das
B16-F10, como mostra a Fig. 4. Esta reducdo foi estatisticamente significativa para a
concentracdo de 10 ug/mL de C75. Tais dados estdo de acordo com as observacgdes
visuais verificadas em cultura utilizando microscépio de contraste de fase, onde
verificamos ndo s6 um menor nimero de células apos tratamento com C75, mas também
alteracdes morfolégicas, como a formacao de proje¢des/prolongamentos citoplasmaticos
(Fig- 5). Em nosso trabalho de mestrado, foi demonstrado que a cerulenina também
apresenta inibicado dose-dependente da proliferacdo das células B16-F10, a partir de 1,0
ug/mL, porém tal reducéo é vista apds 24 h de tratamento (Ortega, 2010). Isso sugere
uma menor eficacia de inibicdo da proliferacdo do C75 quando comparado a cerulenina, o

que foi previamente proposto por Ho et al. (2007) em células de melanoma A-375.
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Fig. 4: O tratamento com C75 reduziu o numero total de células de melanoma B16-F10. As
células B16-F10 foram tratadas com doses crescentes de C75 por 48 h, em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB. Apds o tratamento, somente as células aderidas foram coletadas
e contadas em citbmetro de fluxo. Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos
distintos; *p<0,05, C75 versus DMSO, teste t de Student.
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Fig. 5: Alteragc6es morfoldgicas das células B16-F10 apos 48 h de tratamento com

concentracoes crescentes de C75. As células B16-F10 foram tratadas com doses crescentes de
C75 por 48 h, em meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Nota-se redugao do nimero de
células e aumento dos prolongamentos citoplasmaticos de maneira dose-dependente, em relagéo
as células controle (DMSO).
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Foram realizados ensaios de viabilidade por MTT apés 48 h de tratamento das
células B16-F10 com C75. Foi verificada reducéo da viabilidade celular de maneira dose-
dependente em relacdo as células controle (Fig. 6). Apesar da auséncia de alteracoes
morfolégicas com doses baixas (Fig. 5), a reducao da viabilidade foi significativa a partir
da dose minima testada, de 1,0 ug/mL. Resultado semelhante foi obtido em nosso
trabalho de mestrado (Ortega, 2010), utilizando cerulenina nas mesmas concentracoes,
entretanto apds 24 h de tratamento. Estes achados também sugerem que a cerulenina
seja mais eficaz na inibicdo da proliferacdo e reducéo da viabilidade celular do que C75,
uma vez que apresenta a mesma eficiéncia em menor tempo de tratamento. Em células
de cancer de célon (colo 201), por exemplo, cerulenina também apresentou dados mais

significativos do que C75, em ensaio de MTT (Ho et al., 2007)

100- *

Viabilidade
(% em relagao ao controle)

1 25 5 7,5 10
C75 (ug/mL)

Fig. 6: O tratamento com C75 reduziu a viabilidade das células de melanoma B16-F10. As
células B16-F10 foram tratadas com doses crescentes de C75 por 48 h, em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB. Apos o tratamento a viabilidade celular foi determinada por
ensaio de MTT. Os valores representam a média £+ EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, C75
versus DMSO (controle), teste t de Student.
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Com base nas alteragbes morfoldégicas e nos resultados anteriormente
mostrados, as condicbes experimentais estabelecidas para os demais experimentos

foram tratamentos com 5,0; 7,5 e 10,0 ug/mL de C75.

A literatura € unanime em demonstrar que a inibicao de FASN resulta em morte
por apoptose em diferentes linhagens de células tumorais (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, 2005c). Em trabalhos prévios de nosso grupo,
mostramos que a inibicdo de FASN com cerulenina ou orlistat induz apoptose nas células
B16-F10 (Carvalho et al., 2008; Zecchin et al., 2010). Em nosso trabalho de mestrado
observamos niveis significativos de apoptose em células B16-F10 apds tratamento com
10 pg/mL de cerulenina por 24 h (Ortega, 2010). No presente projeto, células B16-F10
tratadas com C75 por 24 h apresentaram niveis de apoptose baixos e semelhantes ao
controle (dados ndo mostrados), concordando com os resultados das curvas de
proliferacdo e de viabilidade celular mencionados anteriormente. Por outro lado, houve
aumento de 8x nas taxas de apoptose das células de melanoma apés 48 h de tratamento
com 10 pg/mL de C75 (Fig. 7). Nestes mesmos periodos de incubacdo com C75, os
indices de necrose nao foram significativos (dados ndo mostrados), conforme verificamos
anteriormente para as células B16-F10 apods tratamento com cerulenina ou orlistat

(Zecchin et al., 2010).
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Fig. 7: Niveis de apoptose das células de melanoma B16-F10 apos tratamento com C75. As
células B16-F10 foram tratadas com doses crescentes de C75 por 48 h, em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB. Apés o tratamento, a porcentagem de células em apoptose foi
estimada ap6s marcacao com anexina V-FITC, em citémetro de fluxo. Os valores representam a
média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, C75 versus DMSO, teste t de Student.

A redugédo do numero total de células B16-F10 observada apos o tratamento com
C75 (Fig. 4) sugere que houve morte celular (confirmada na Fig. 7) e/ou que houve
reducdo na proliferacdo destas células. Desse modo, foi determinada a porcentagem de
células em cada fase do ciclo celular apés 8, 12 e 24 h de tratamento com o inibidor de
FASN, C75. Destes trés tempos de tratamento testados, observamos uma maior redugéao
de proliferacao no periodo de 12 h, onde se verifica reducdo de mais de 70% das células
na fase S e aumento de mais de 50% de células nas fases GO/G1 apds tratamento com
C75, em relacdo aos controles (DMSO) (Fig. 8). Tais resultados assemelham-se aos
resultados obtidos anteriormente com cerulenina por 24 h (Ortega, 2010). Interessante
notar o aumento de 1,7x de células em G2/M apéds tratamento com C75 que, embora nao

tenha sido significativo, € comparavel a observacdao de Ho et al. (2007), em células de
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melanoma humano (A-375). Estes autores relatam que, embora C75 seja um analogo

sintético da cerulenina, ele afeta o ciclo celular de maneira diferente, causando parada do

ciclo celular em G2/M.
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Fig. 8: Distribuicao das células de melanoma B16-F10 nas diferentes fases do ciclo
celular apos tratamento com C75. As células B16-F10 foram plaqueadas, sincronizadas por
24 h na auséncia de SFB e tratadas com concentracées crescentes de C75 por 12 h. A
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi determinada em citometria de fluxo apés
marcacao com de iodeto de propideo. Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos
distintos; *p<0,05, C75 versus DMSO, teste t de Student.

Diante da reducao da proliferacdo e da viabilidade celular apés tratamento com
C75, realizamos experimentos para confirmar se os efeitos obtidos foram realmente
decorrentes da reducao da atividade enzimatica de FASN. As células foram tratadas com
C75 por um curto periodo de tempo (6 h) justamente para verificamos se os demais

resultados observados ap6s o uso do inibidor por 12 h ou mais seriam decorrentes da real
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inibicao da atividade de FASN. De fato, a Fig. 9 mostra que o tratamento das células B16-
F10 com C75 por apenas 6 h foi capaz de inibir em cerca de 30% a atividade de FASN,
conforme verificado pela redugéo da lipogénese (Kridel et al., 2004; Browne et al., 2006;
Little et al., 2007; Zhou et al., 2007). Previamente verificamos que o tratamento das
mesmas células de melanoma com cerulenina ou orlistat resultou em 60 e 50% de

inibicao da atividade enzimatica de FASN, respectivamente (Zecchin et al. 2010).
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Fig. 9: O tratamento com C75 reduziu a atividade de FASN. As células B16-F10 foram
tratadas com 7,5 e 10 ug/mL de C75 por 6 h. Lipogénese foi quantificada através da incorporacao
de "C-acetato. Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; com: counts

per minute; *p<0,05, C75 versus DMSO, teste t de Student.

Para caracterizar de que maneira a inibicdo de FASN reduz a proliferacdo de
células de melanoma B16-F10, foram analisados os efeitos de C75 sobre o contelido de

diversas proteinas envolvidas no controle do ciclo celular. Vale ressaltar que as células
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utilizadas nas analises de ciclo celular foram coletadas simultaneamente com as células

utilizadas para a obtengao de cada extrato estudado.

A primeira proteina analisada foi a prépria FASN. Apesar da maior inibigado da
proliferag@o, nas células de melanoma B16-F10, ter sido alcangada com o tratamento de
12 h, o conteudo de FASN apresentou uma reducdo de apenas 7% em relacao ao

controle (Fig. 10).
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Fig. 10: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com C75 sobre o contetudo de FASN. As
células B16-F10 foram plagueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com diferentes concentracbes
de C75 por 12 h. Em seguida, foram realizados Western blottings para checagem do contetudo de

FASN (1:3.000), normalizado pelo conteido de beta-actina. Os valores representam a média +
EPM de 3 experimentos distintos. Imagem representativa encontra-se abaixo do grafico.
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As proteinas supressoras de tumor p21VAFVCP! @ p274P! mostraram alteragdes em
seus conteldos apds o tratamento com C75. Péde-se observar um aumento de 50% do
contelido de p21WAFYCP! ap4s o tratamento com 10 pg/mL de C75 (Fig. 11 A). Ja a
proteina p27""" mostrou aumento de 54% ap6s o tratamento com 10 ug/mL de C75 (Fig.
11 B). Por outro lado, proteina Skp2, responsavel pela degradacado proteossdémica de
p27"' mostrou-se reduzida em 9% (Fig. 11 C). Li et al. (2004) mostraram a relacéo
inversa de p27*' e Skp2 em amostras de melanoma e nevos melanociticos, associando

esta inversdo a uma maior agressividade tumoral.

Paralelamente, foi observado aumento dos niveis das ciclinas D1 e E, mas estes
foram estatisticamente significativos somente nas menores concentragoes testadas (Fig.

12).
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Fig. 11: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com C75 sobre o contetido de p21VAF"/CP!,

p27¢"! e Skp2. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com
concentracgdes crescentes de C75, por 12 h. Em seguida, foram realizados Western blottings para
checagem do contetido de p21"W*FCP! (1:200; A), p27°*' (1:500; B) e Skp2 (1:1.000; C),
normalizados pelo contelddo de beta-actina. Os valores representam a média + EPM de 3
experimentos distintos; *p<0,05, C75 versus DMSO, teste t de Student. Em D estdo as imagens

representativas de cada proteina.
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Fig. 12: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com C75 sobre o contetido de ciclinas D1
e E. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com concentracbes
crescentes de C75, por 12 h. Em seguida foram realizados Western blottings para checagem do
conteudo de ciclina D1 (1:200; A) e E (1:500; B), normalizados pelo contetdo de beta-actina. Os
valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, C75 versus DMSO,
teste t de Student. Em C estao as imagens representativas de cada proteina.

Dentre as cdks estudadas, foi observada significativa reducdo de 22% apenas de
cdk2 nas células tratadas com 10 pg/mL de C75, em relagdo as células controle (Fig. 13).
A reducdo nos niveis de cdk2 esta diretamente associada a inibicao da proliferacao, ja
que esta cdk participa ativamente da progressao das fases G0/G1 para S do ciclo celular.

Nao foram observadas alteracées nos niveis de cdk4 e cdk6 apéds inibicado de FASN com

C75.
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Fig. 13: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com C75 sobre o contetdo de cdk2, cdk4 e
cdk6. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com concentracées
crescentes de C75, por 12 h. Em seguida foram realizados Western blottings para checagem do
conteudo de cdk2 (1:30.000; A), cdk4 (1:50.000; B) e cdk6 (1:500; C), normalizados pelo conteddo
de beta-actina. Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, C75
versus DMSO, teste t de Student. Em D estdo as imagens representativas de cada proteina.
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Apoés verificar os efeitos do tratamento com C75 sobre a proliferacao de células
B16-F10 em cultura, foram verificados os efeitos da inibicdo de FASN em animais
portadores de melanomas intraperioteneais. Utilizamos camundongos C57BI/6 inoculados
com 2,5x10° células B16-F10 suspensas em PBS tamponado, tratados semanalmente
com 20 mg/kg de peso corporal de C75 ou somente o veiculo (20% DMSO/80% PBS)
(Pizer et al., 2000; Horiguchi et al., 2008). Quatorze dias apds a inoculacdo das células
tumorais, os animais foram sacrificados e os tumores foram coletados e processados para

Western blottings.

Os animais ndo apresentaram alteracdes fisicas ou comportamentais durante os
10 primeiros dias apds a inoculagdo das células B16-F10 na cavidade peritoneal.
Entretanto, ap6s este periodo, foi possivel observar aumento de volume do abdémen. A
Fig. 14 mostra dois camundongos C57BI/6 logo apds o sacrificio, com as cavidades
peritoneais expostas, nas quais se observa a presenca de massa tumoral de coloracao
enegrecida e consisténcia mole a gelatinosa que se localiza, em grande parte, no local do
in6culo. Os tumores primarios ocupam grande parte da cavidade peritoneal, crescendo de
maneira mais localizada no grupo controle (DMSO - A), e de maneira mais difusa no

grupo tratado (C75 - B).
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Fig. 14: Modelo de tumorigénese de melanoma em camundongos C57BI/6. Em A, observa-se
animal do grupo controle, que recebeu tratamento somente com DMSO, com tumor primario
relativamente delimitado e ocupando grande parte da cavidade peritoneal. Em B podemos notar,
por toda cavidade peritoneal, o aspecto fragmentado e difuso do tumor primario de um

camundongo tratado com 20 mg/kg de peso corporal por semana de C75.

Seguindo a mesma sequéncia avaliada in vitro, foram verificados inicialmente os
indices de proliferagdo celular nos animais portadores de melanoma. Para isso, os
camundongos foram inoculados com 10 mM de solugdo de BrdU (BD Pharmigen)
intraperitonealmente, 2 h antes do sacrificio, de acordo com as instrugdes do fabricante.
Apos o sacrificio, os tumores primarios intraperitoneais foram coletados, fixados e entao
processados para o0s cortes histolégicos, nos quais as reacbes foram realizadas.
Conforme verificado na Fig. 15, os animais tratados com C75 mostraram 15% a menos de
marcagdo com BrdU do que os animais controle (DMSO), refletindo redugdo a

proliferagao celular apés inibicdo de FASN.
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Fig. 15: O tratamento com C75 reduziu a proliferacao celular in vivo. Camundongos
C57Bl/6 portadores de melanoma foram tratados semanalmente com DMSO (grupo controle) ou
com 20 mg/kg de peso corporal de C75 (grupo tratado). Apds 14 dias, os tumores intraperitoneais
foram coletados, fixados em formol tamponado 10%, processados e cortes em parafina de 3 uM
foram realizados. As laminas foram incubadas com anticorpo primario contra BrdU e apés
secundario foi realizada revelagdo com DAB e contra-coloragdo com hematoxilina de Carazzi. As
células foram contadas com auxilio do programa Imaged. Células com nucleos acastanhados
foram consideradas positivas (setas). Imagens com aumento de 400x representativas da marcacao
celular correspondentes ao controle (DMSO) em B e ao tratado (C75) em C. Em A nota-se a
diminuicdo das células em proliferagao quando comparado com o controle. Os valores representam
a média + EPM de 10 animais separados de forma randomizada em grupo controle (DMSO) e
grupo tratado (C75); *p<0,05, C75 versus DMSO, teste t de Student.
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Em seguida foram avaliadas as taxas de apoptose in vivo, através de reacgdes de
TUNEL em cortes histologicos, utilizando kit comercial da Roche (Suigca) e seguindo as
instrucdes do fabricante. O numero de células em apoptose, ie, TUNEL positivas,
identificadas por seus nucleos picnéticos de coloragéo verde com fluorescéncia brilhante,
foi cerca de 5x maior nos cortes dos tumores dos animais tratados semanalmente com

C75, quando comparado aos cortes dos tumores controle (Fig. 16).
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Fig. 16: O tratamento in vivo com C75 aumentou o numero de células tumorais em
apoptose. Camundongos C57BI/6 portadores de melanoma foram tratados semanalmente com
DMSO (grupo controle) ou com 20 mg/kg de peso corporal de C75 (grupo tratado). Apds 14 dias,
os tumores intraperitoneais foram coletados, fixados em formol tamponado 10%, processados e

cortes em parafina de 3 uM foram realizados. As laminas foram incubadas com solucdo de DNAse
para abertura das cadeias de DNA e com marcador de extremidades 3’ e 5 de DNA. As células

foram contadas com auxilio do programa Image J. Imagens com aumento de 200x representativas
da marcacao celular correspondentes ao controle (DMSO) em B e ao tratado (C75) em C. Em A

nota-se, no tratado, aumento da intensidade de fluorescéncia nas células tumorais quando

comparada com o controle. Os valores representam a média £+ EPM de 40 animais separados de

forma randomizada em grupo controle (DMSO) e grupo tratado (C75); *p<0,05, C75 versus DMSO,

teste t de Student.
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Tendo em vista que o tratamento com C75 reduziu a proliferagdo e induziu
apoptose das células de melanoma in vivo, 0 passo seguinte foi analisar as memas
proteinas envolvidas na transicao das fases G0/G1 para S do ciclo celular, verificadas nas
células em cultura. Diferentemente do verificado in vitro, houve uma significativa reducao
de 40% do conteudo de FASN nos tumores dos animais tratados com C75 em relacéao

aos animais tratados apenas com o veiculo, DMSO (Fig. 17).
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Fig. 17: O tratamento com C75 reduziu os niveis de FASN em modelo animal de melanoma.
Os tumores foram coletados e preparados para Western blottings para checagem do contetdo de
FASN (1:3.000), normalizados pelo contetdo de beta-actina. Os valores representam a média *
EPM (n=20); *p<0,05, C75 versus DMSO, teste t de Student. Imagem representativa da proteina
encontra-se abaixo do grafico.
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Aumentos de cerca de 40% foram observados para as proteinas p21"WAF/CP! ¢
p27*' nos animais tratados com C75, em relagdo aos controles, sem alteragdo no

contetido de Skp2, responsavel pela ubiquitinagéo de p27“*" (Fig. 18).
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Fig. 18: O tratamento com C75 em modelo animal de melanoma elevou os niveis de
p21VAFICPT o 52 7KP! ' mas ndo de Skp2. Os tumores foram coletados e preparados para Western
blottings para checagem do contetido de p21VA7"CP! (1:200; A), p27°*' (1:500; B) e Skp2 (1:1.000;

C), normalizados pelo contetdo de beta-actina. Os valores representam a média = EPM (n=20);
*p<0,05, C75 versus DMSO, teste tde Student. Em D estdo as imagens representativas de cada
proteina.
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O tratamento dos animais portadores de melanoma com C75 aumentou em 50% o
conteudo de ciclina D1, em relacado aos controles (Fig. 19 A). De maneira semelhante ao
que observamos in vitro para cerulenina (Ortega, 2010), os niveis de ciclina E ndo formam
alterados in vivo, ap0s tratamento com inibidor de FASN (Fig. 19 B). Também n&o foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nos niveis das cdks-2, -4 e -6 apds

tratamento dos animais com C75 (Fig. 20).
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Fig. 19: Niveis de ciclinas D1 e E apds tratamento in vivo com C75 em modelo animal de
melanoma. Os tumores foram coletados e preparados para Western blottings para checagem do
conteudo de ciclina D1 (1:200; A) e E (1:500; B), normalizados pelo conteddo de beta-actina. Os

valores representam a média + EPM (n=20); *p<0,05, C75 versus DMSO, teste tde Student. Em C
estdo as imagens representativas de cada proteina.
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Fig. 20: O tratamento com C75 em modelo animal de melanoma nao alterou o conteudo de
cdk2, cdk4 e cdk6. Os tumores foram coletados e preparados para Western blottings para
checagem do contetdo de cdk2 (1:30.000; A), cdk4 (1:50.000; B) e cdk6 (1:500; C), normalizados
pelo contetdo de beta-actina. Os valores representam a média + EPM (n=20); *p<0,05, C75 versus
DMSO, teste tde Student. Em D estao as imagens representativas de cada proteina.

Para avaliarmos o potencial anti-tumoral de C75 em melanomas murinos, segui-se
com a mensuracao da formacao e tamanho de tumores subcutaneos. Vinte camundongos
foram inoculados no dorso com 2,5x10° células B16-F10 juntamente com Matrigel®, na
proporgcdo de 1:1. Os animais foram aleatoriamente divididos em grupo controle (20%
DMSO/80% PBS1x) e grupo tratado com C75 (30 mg/kg, semanal). Os animais foram
avaliados diariamente e as dimensdes dos tumores foram determinadas com auxilio de
um paquimetro 2 vezes por semana. Os animais foram pesados, anestesiados e o0s
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tumores foram mensurados. O volume dos tumores foi expresso em mm? e calculado pela
seguinte férmula V=0,5 x comprimento x largura® de acordo como descrito por Colleta et

al. (2004).

A literatura relata anorexia e perda de peso como efeitos citotéxicos do C75 (Pizer
et al. 2000; Relat et al., 2012), por isso os animais foram pesados juntamente com cada
medida tumoral. Observa-se que o0s animais do grupo controle (DMSO) apresentaram
ganho de peso mais significativo durante o acompanhamento do desenvolvimento
tumoral, do que os animais de grupo tratado (C75), os quais praticamente mantiveram seu
peso inicial (Fig. 21 A). O acompanhamento dos animais por quatro semanas, apos a
inoculacao das células B16-F10 no dorso dos animais e tratamentos semanais, mostrou
que 0s animais do grupo tratado tiveram tumores cerca de 2,7x menor do que os tumores

dos animais controle (Figs. 21 B e C).
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Fig. 21: Modelo de formacao tumoral no dorso de animais C57BI/6. Em C observa-se
animal representante do grupo controle (DMSO), apresentando tumor bem delimitado e de grande
proporgao e animal representante do grupo tratado (C75), com tumor de menor dimenséo. Os
valores representam a média + EPM de 40 animais separados de forma randomizada em grupo
controle (DMSOQ) e grupo tratado (C75); *p<0,05, C75 versus DMSOQ, teste t de Student.
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Resumindo os dados mostrados até esse momento, pode-se concluir que o
tratamento in vitro e in vivo com C75 reduz a proliferacao das células de melanoma B16-
F10, bem como induz a morte celular por apoptose. Apesar da reducdo da atividade
enzimatica de FASN apoés tratamento com C75, verificamos a especificadade de nossos

achados apds silenciamento de FASN com siRNA.

As células B16-F10 foram plaqueadas e transfectadas conforme descrito por
Carvalho et al. (2008) e Zecchin et al. (2010). Cerca de 48 h apés as transfecgdes, as
células foram coletadas, para determinacéo da porcentagem das células em cada fase do
ciclo celular e obtencéo de extratos protéicos para realizacdo de Western blottings para
FASN, p21WAFCPT no7kPt cdk2 e Skp2. O éxito na metodologia utilizada para silenciar
FASN com RNA de interferéncia (RNAi) péde ser confirmado pela reducéo significativa de
aproximadamente 80% dos niveis de FASN (Fig. 22). A inibicao de FASN resultou em
inibicao da proliferagao das células B16-F10, pela reducdo de 30% de células na fase S
do ciclo celular (Fig. 22 C). Essa reducao da proliferagao foi acompanhada por aumento
nos niveis de p21"WAFCP! o p27KP  assim como reducdo de cdk2 e Skp2 (Fig. 23),
confirmando que a proliferacao de células de melanoma é dependente de FASN e que as
alteracdes verificadas nas proteinas do ciclo celular descritas anteriormente ocorrem em

consequéncia de sua inibicao enzimatica.
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Fig. 22: Silenciamento de FASN e proliferacao celular nas células B16-F10. As células
B16-F10 foram plaqueadas, transfectadas com oligos anti-FASN por 4 h e coletadas apos 48 h. Em
seguida, foram realizados Western blottings para checagem do contetdo de FASN (1:3.000; A).

Em C verifica-se a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular, determinadas em

citometria de fluxo apés marcagao com iodeto de propideo. Os valores representam a média +
EPM de 2 experimentos distintos; *p<0,05, RNAi versus controle, teste t de Student.
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Fig. 23: Efeitos do silenciamento de FASN sobre o contetido de p21"AF/CP1 p27iet,
Skp2 e cdk2. As células B16-F10 foram plaqueadas, transfectadas com oligos anti-FASN por 4 h
e coletadas apés 48 h. Em seguida, foram realizados Western blottings para checagem do
conteudo de p21 (1:200; A), p27 (1:500; B), Skp2 (1:1.000; C) e cdk2 (1:30.000; D). Os valores
representam a média + EPM de 2 experimentos distintos; *p<0,05, RNAi versus Controle, teste tde
Student.
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6 DISCUSSAO

Aumento da expressdo e atividade da enzima FASN foram detectados em
diversos tumores, contribuindo para os altos indices proliferativos das células tumorais
(Milgraum et al., 1997; Pizer et al., 1998; Krontiras et al., 1999; Visca et al., 1999; Alo et
al., 2000; Piyathilake et al., 2000; Nemoto et al., 2001; Kusakabe et al., 2002; Swinnen et
al., 2002; Innocenzi et al., 2003; Takahiro et al., 2003; Visca et al., 2003; Agostini et al.,
2004; Silva et al., 2004; Kapur et al., 2005; Rossi et al., 2006). Desse modo, a inibicao
farmacoldgica da enzima FASN é seletivamente citotoxica para as células neoplasicas,
resultando em inibicdo da progressdao do ciclo celular, com significativa reducdo da
proliferacdo e aumento das taxas de apoptose, e sugerindo forte correlagédo entre a
atividade de FASN e o controle do ciclo celular (Pizer et al., 1998; Li et al., 2001; Agostini

et al., 2004; Menendez et al., 2005b; Menendez et al., 2007).

Melanoma murino tem sido usado por nosso grupo ha alguns anos, quando o
Prof. Edgard Graner buscou um modelo experimental de metdstases espontaneas,
proposto pelo Prof. Silvio S. Veiga (Departamento de Biologia Celular, UFPR) em sua
tese de doutoramento realizada no instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, em Sao
Paulo (Veiga et al., 1997). Previamente mostramos que o tratamento de camundongos
portadores de melanomas intraperitoneais com orlistat reduziu em 50% o0 numero de
metastases espontaneas para os linfonodos mediastinicos (Carvalho et al., 2008). Em
seguida, mostramos que a inibicdo farmacologica de FASN, com cerulenina ou orlistat,
nessas células B16-F10 ativa a via intrinseca da apoptose, mediada pela liberacdo de
citocromo c¢ a partir das mitocondrias, seguida por ativacdo de caspases-9 e -3. Além
disso, a morte das B16-F10 foi precedida por estresse oxidativo, conforme verificado por
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aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e da [Ca®*'].: (Zecchin et al., 2010).
Demonstramos também que as mitocondrias de células B16-F10 tratadas com orlistat
mostram significativa reducdo na quantidade de acido palmitico e de seus produtos de
elongacdo e dessaturacdo, tais como acidos araquiddnico, behénico e oléico,
respectivamente, através de espectrometria de massa (electrospray ionization mass

spectrometry, ESI-MS) (Zecchin et al., 2011).

Apesar dos dados da literatura e da historia prévia de nosso grupo sugerirem
fortemente a participacao de FASN na proliferacao e sobrevida de fibroblastos (Almeida et
al., 2005), células endoteliais (Seguin et al., 2012), células linfaticas (Bastos, 2012),
melanécitos murinos (Rossato, 2011), células de carcinoma espinocelular de boca
(Agostine et al., 2004; Silva et al, 2004), melanoma murino (Carvalho et al, 2008;
Zecchin et al., 2010; Zecchin et al., 2011), ndo se sabe ainda quais 0s mecanismos
envolvidos nesses processos. Desse modo, o principal objetivo deste trabalho foi analisar

de que maneira da inibicdo de FASN age sobre o ciclo celular.

O primeiro passo foi verificar se outro agente inibidor de FASN, no caso C75,
também resultaria em inibicdo da proliferacdo de células B16-F10, uma vez que ja
haviamos trabalhado com o orlistat (Carvalho et al., 2008; Zecchin et al., 2010; Zecchin et
al., 2011) e levando em consideragéo que cerulenina s6 pode ser utilizada in vitro devido
sua alta instabilidade (Omura, 1976; Loftus et al., 2000). Sendo assim, verificamos em
células B16-F10 e em animais portadores de melanoma menores indices de proliferacao
das células neoplasicas apds o uso de C75, assim como previamente demonstrado em
carcinoma espinocelular de boca, células de melanoma (A-375), entre outras, incluindo as
proprias B16-F10 tratadas com orlistat (Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2004;

Menendez et al., 2005b; Ho et al., 2007; Carvalho et al., 2008).
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Essa reducdo do numero total de células poderia ser decorrente de morte celular
e/ou de uma parada no ciclo. Desse modo, ensaio de MTT in vitro mostrou aumento da
inviabilidade celular apés tratamento com C75, sendo que a inibicdo de FASN elevou
significativamente os indices de células em apoptose positivamente marcadas com
Anexina V (in vitro) ou pelo método de TUNEL (in vivo). Anteriormente mostramos que a
inibicdo de FASN com cerulenina ou orlistat nas células B16-F10 n&o resulta em necrose
nem autofagia (Zecchin et al.,, 2010), mas somente em apoptose, assim como C75 aqui
verificado, sendo que morte por apoptose ja foi previamente mostrada em outras
linhagens tumorais, utilizando diferentes inibidores da enzima FASN (Menendez et al.,
2004; Zhou et al., 2007; Dowling et al., 2009). Aumento de células TUNEL positivas foi
previamente demonstrado in vitro, em células de cancer de mama MCF-7, apés
silenciamento de FASN (Bandyopadhyay et al., 2006), e em metastases hepaticas de
animais BALB/C inoculados com células de célon 26, tratadas com cerulenina (Murata et

al., 2010).

Uma vez que a inibicdo de FASN reduz a proliferacao de diversas linhagens
tumorais, justamente por inibir a sintese de acidos graxos necessarios a sintese de
membranas (Pizer et al., 1998; Li et al., 2001; Chirala et al., 2003, Menendez et al., 2005;
Ho et al., 2007; Murata et al., 2010), procuramos verificar as alteracées na progressao do
ciclo celular apés o tratamento com C75. Tendo como base a literatura que mostra
diferencas na redistribuicdo das células no ciclo celular de acordo com o tempo de
tratamento (Li et al. 2001), testamos diferentes tempos de inibicdo de FASN in vitro. O
tratamento por 8 ou 24 h com C75 néao resultou em inibicao significativa da proliferacao
celular, enquanto que o tratamento por 12 h inibiu em 63 e 77% a proliferacao das células

B16-F10 tratadas com 7,5 e 10 ug/mL, respectivamente. Sendo assim verificamos que o
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tratamento com C75 promoveu uma reducao de células tumorais na fase S do ciclo

celular, com acimulo em G0/G1 e um leve aumento em G2/M in vitro.

Utilizamos a marcacdo para BrdU, um analogo sintético da timidina, para o
estudo da proliferagéo in vivo, e observamos uma reducado de 15% da proliferagdo de
células B16-F10 em animais tratados semanalmente com 20 mg/kg de C75 em relacao
aos animais controle (DMSO). Anteriormente, foi demonstrado que a superexpressao de
FASN em células iPrEC (células epiteliais da prostata) confere uma vantagem proliferativa
em termos de porcentagem destas células incorporando BrdU_(Migita et al., 2009). De
modo semelhante, também foi demonstrada inibicado da proliferagdo de acordo com a
incorporagdo de BrdU em células MCF-7, MDA-MB-231 e MDA-MB-435 tratadas com

outro inibidor de FASN, orlistat, por 72 h (Knowles et al., 2004).

Nossos dados sugerem, portanto, que a inibicdo de FASN primeiramente resulta
em inibicdo da proliferacdo, para posteriormente induzir apoptose nas células de
melanoma B16-F10, verificada apds 48 h de tratamento com C75. As diferengas entre
inibicao da proliferacao e apoptose podem ser explicadas pela ordem dos acontecimentos
diante da inibicdo da enzima FASN. Segundo Menendez e Lupu, o primeiro efeito da
inibicdo de FASN € a parada do ciclo celular com diminuicao da proliferacao tumoral, e s6
posteriormente ha apoptose (Menendez e Lupu, 2007). De acordo com essa afirmacéo,
Pizer e colaboradores analisaram a incorporacao de timidina ao DNA ap6s a inibicao de
FASN com cerulenina e C75 em algumas linhagens de células de carcinoma de célon e
de leucemia. Os resultados mostraram inibicdo da replicagdo do DNA apdés 2 h de
tratamento, enquanto a fragmentacdo cromossomal, um sinal caracteristico da apoptose,

nao foi detectada antes de 6 h de exposicdo aos inibidores de FASN (Pizer et al., 1998).
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Analisamos, por Western blotting, os efeitos da inibicdo de FASN sobre algumas
proteinas envolvidas na transicao das fases GO/G1 para S do ciclo celular, ja que os
resultados mostraram acumulo de células nas fases GO/G1. A primeira proteina analisada
foi a prépria FASN. Apesar da maior inibicdo da proliferagdo, nas células de melanoma
B16-F10, ter sido alcancada com o tratamento de 12 h, o contetdo de FASN apresentou
uma reducdo de apenas 7% em relagdo ao controle. A ndo alteracdo no conteudo da
proteina FASN, apés o tratamento com C75 j& foi relatada na literatura por Relat e
colaboradores (1998), quando avaliaram os feitos da inibicio de FASN com C75 em
células de adenocarcinoma de pulmao (A549). E possivel também que a esperada
reducdo nao tenha sido detectada em cultura pela propria meia-vida de FASN ser de
cerca de 12,5 h (Graner et al., 2004). No entanto, o tratamento dos animais portadores de
melanoma com C75 reduziu em 40% o conteudo de FASN, neste sentido a literatura
mostra reducdo dos niveis protéicos associada a reducao da atividade enzimatica (Li et

al., 2001; Ho et al., 2007; Carvalho et al., 2008).

O primeiro complexo formado com a finalidade de fosforilar a proteina Rb e dar
inicio ao processo de progressao do ciclo celular é constituido por ciclina D/cdk4/cdké6 e,
neste momento, p21WAFCP! o p27KP1 s50 co-fatores positivos para a progressao do ciclo
celular afetando a atividades das ciclinas D, E e A (Li et al., 2006; Masamha, 2009; van

{WAFICIP1 £6i verificado tanto nas

Riggelen e Felsher, 2010). Aumento significativo de p2
células de melanoma B16-F10 tratadas com C75 em cultura, quanto nos tumores dos
animais tratados. Esses resultados se assemelham com os nosso de mestrado (Ortega,
2010), quando utilizamos cerulenina como inibidor de FASN, assim como demonstrado

em células RKO, de cancer de célon (Li et al., 2001) e em células A-375, de melanoma

humano (Ho et al., 2007), resultando em menor proliferagdo. Houve também aumento
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significativo da proteina supressora de tumor p27" "' in vitro e in vivo apés inibicdo de
FASN, apesar dos niveis de Skp2, envolvida diretamente na ubiquitinacdo e degradacéao
de p27""! (Li et al., 2006), ndo terem sido alterados in vivo. In vitro, porém, houve uma
reducdo significativa de Skp2, conforme verificado previamente em nosso grupo em
células B16-F10 tratadas com orlistat (Carvalho et al., 2008).

Em nosso trabalho de mestrado, apesar de néo ter ocorrido aumento dos niveis
totais de p27""', o tratamento com cerulenina resultou em aumento do contetido de
p27X°"" co-imunoprecipitado com cdk2 (Ortega, 2010). Assim, o aumento do conteido
desta proteina ligada a cdk2 demonstra que a inibicdo de FASN ativa mecanismos
pontuais de combate a proliferacdo desordenada das células de melanoma B16-F10, por
exemplo, a ativacéo de p27""', um como co-fator negativo, agindo no segundo complexo,
através da ligacao a cdk2, e assim bloqueando a progresséao do ciclo celular.

O tratamento com C75 aumentou os niveis das ciclinas D1 nos animais tratados
e nas células, mas estas somente na menor concentracdo de C75 testada. Os niveis de
ciclina E, cdk4 e 6 permaneceram inalterados in vitro e in vivo, no entanto, cdk2 mostrou
reduzido conteudo nas células tratadas e uma tendéncia a niveis menores nos animais
inoculados com C75. Da mesma forma, em nosso trabalho de mestrado, cerulenina n&o
alterou o conteudo das ciclinas D1, E, cdk4 e cdk6, mas reduziu o conteudo de cdk2

(Ortega, 2010).

A especificidade de nossos achados foi confirmada de duas maneiras: (1) pela
medida da atividade enzimatica de FASN através de ensaio de lipogénese e, (2) apds o

silenciamento de FASN com RNA..

As células foram tratadas por um curto periodo de tempo (6 h) justamente para

verificamos se os demais resultados observados apds o uso do inibidor por 12 h ou mais
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seriam decorrentes da real inibicdo da atividade de FASN. De fato, o tratamento das
células B16-F10 com C75 por apenas 6 h foi capaz de inibir em cerca de 30% a atividade
de FASN, conforme verificado pela redugéao da lipogénese com uso de acetato marcado
com "C (Kridel et al., 2004; Browne et al., 2006; Little et al., 2007; Zhou et al., 2007). Tal
reducéo nao foi dose-dependente como observamos em outros resultados (proliferagéo e
apoptose, por exemplo), mas temos que considerar que os tempos de tratamento desses
experimentos diferem do tempo utilizado na medida da lipogénese. Previamente
verificamos que o tratamento das mesmas células de melanoma com cerulenina ou
orlistat resultou em 60 e 50% de inibicdo da atividade enzimatica de FASN,
respectivamente (Zecchin et al. 2010), embora nesse caso, o marcador utilizado para a

lipogénese tenha sido a 4gua triciada (*H,0).

Realizamos experimentos de silenciamento de FASN a fim de confirmar que a
proliferacdo de células de melanoma é de fato dependente de FASN e que as alteracdes
verificadas nas proteinas do ciclo celular descritas anteriormente ocorrem em
consequéncia de sua inibicao enzimatica. RNAi reduziu em 80% o contetudo de FASN e
em 30% a proliferacao celular. Diante do perfil de alteracdes protéicas por nés verificadas,
o silenciamento de FASN promoveu aciimulo de p21"WA7"®P' "com tendéncia a aumento de
p27"! assim como reducdo significativa de Skp2 e cdk2, confirmando nossos achados in

vitro e in vivo de que a proliferagédo de células de melanoma € dependente de FASN.

Por ultimo, avaliamos os efeitos do tratamento com C75 através de medidas de
tumores subcutaneos. De fato, C75 também se mostrou como potencial agente anti-
tumoral uma vez que os animais tratados desenvolveram tumores significativamente

menores do que 0s tumores dos animais controle, sem que houvesse um quadro de
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anorexia e perda de peso como € relatado na literatura (Pizer et al. 2000; Relat et al.,

2012).

Em trabalho prévio, com células de melanoma humano A-375, C75 mostrou
menor eficacia do que a cerulenina no que diz respeito a inibicao da proliferagao celular e
inducdo de inviabilidade (Ho et al., 2007). Desse modo, em nossa proposta inicial,
tinhamos em mente comparar a eficacia de C75 com a cerulenina no que diz respeito aos
parametros aqui estudados. Apesar da cerulenina parecer mais “eficaz” ja que precisa de
um menor tempo de incubacao do que C75 para se obter os mesmos resultados, este nao
se trata de um estudo farmacolégico puro. A inibicdo de FASN foi maior quando as células
B16-F10 foram tratadas com cerulenina, mas o método utilizado para a medida da
lipogénese foi diferente. Mesmo sendo C75 o andlogo sintético da cerulenina e agir sobre
o mesmo sitio catalilico de FASN (Pizer et al., 1998; Kuhajda et al., 2000), certamente
existem algumas diferengas entres estes agentes. Um exemplo foi o discreto aumento de
células em G2/M do ciclo celular apoés tratamento com C75, fato ndo verificado quando a

cerulenina utilizada foi utilizada para inibir FASN (Ortega, 2010).

Correlacionando os dados apresentados, podemos sugerir que, em noSSo
modelo experimental, a inibicao de FASN resulta em inibicdo da proliferacdo das células

de melanoma B16-F10 através do seguinte mecanismo: o aumento de p21"AF/CP!

e
p27"' duas proteinas que funcionam como inibidoras de quinases dependentes de
ciclinas (ckis) podem ser o responsaveis pela inibicdo do complexo ciclina E/cdk2,
impedindo que haja fosforilacdo e ativagcdo de Rb. Esta hipotese é reforcada pela nao
alteracdo do conteudo de ciclina E, além da reducéao de cdk2. Paralelamente, a reducéo
de Skp2 sugere auséncia de ubiquitinacéo e degradacdo de p27X*', o que permite a esta

proteina atue como um co-fator negativo do ciclo celular.
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Concluindo, nas células de melanoma B16-F10, a inibicdo de FASN
primeiramente altera os niveis das proteinas p21WVAFVCP! n27KP! Skp2, ciclinas D1 e E, e
cdk2 envolvidas na transicdo de G1 para S, reduzindo a proliferacdo das células
neoplasicas, seguido da ativacdo de morte celular por apoptose com envolvimento

mitocondrial (Zecchin et al., 2011)., culminando, por fim, em redug¢éo do volume tumoral.
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7 CONCLUSAO

v Proliferacéo e sobrevida de células de melanoma B16-F10 sao dependentes de
FASN, uma vez que ha reducédo das taxas de proliferacao celular e inducdo de
apoptose apds inibicao farmacolégica de FASN ou através de seu silenciamento

com siRNA.

v A inibigdo de FASN com C75 aumenta os conteidos das proteinas p21"/AF/“P",
p27" "' assim como reduz Skp2 e cdk2, envolvidas na transicéo da fase G1 para S

do ciclo celular.

v A inibigao farmacolégica de FASN néo altera os niveis de ciclina E, cdk4 e 6 em

células de melanoma B16-F10.

v Os efeitos anti-proliferativos de C75 em células B16-F10 foram confirmados pelo

silenciamento de FASN com RNA..

v C75 apresenta efeito anti-tumoral decorrente ndo apenas da inibicdo da
proliferacéo e indugcéao de apoptose das células tumorais, in vivo, mas também da

inibigdo do crescimento de melanomas em dorso de camundongos.

v A inibicado de FASN primeiramente altera os niveis de proteinas envolvidas na
transicao de G1 para S e posteriormente induz apoptose em células de melanoma

B16-F10.
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