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RESUMO

A acido graxo sintetase (FAS) € uma enzima metabdlica que participa
da sintese enddgena de acidos graxos saturados de cadeia longa a partir dos
precursores acetil-CoA e malonil-CoA. Diversos estudos demonstram que FAS é
altamente expressa em varios tipos de canceres humanos, como os de prostata,
mama, ovario, tiredide, eséfago, estbmago, bexiga, figado, pulmao, melanoma,
sarcomas de tecidos moles e também carcinoma espinocelular (CEC) bucal. Em
alguns destes tumores, sua alta expressdo estd associada com um pior
prognéstico. O objetivo deste trabalho foi estudar a produgcédo de FAS e a
expressdao de RA, EGF, EGFR e c-erb-B2, moléculas reconhecidamente
envolvidas na sua regulagéo, bem como verificar o efeito da inibigdo da atividade
de FAS em quatro linhagens celulares provenientes de CECs bucais humanos
(SCC-4, -9, -15 e -25). Experimentos de RT-PCR, imunocitoquimica e western
blotting demonstraram que FAS é produzida em quantidades diferentes pelas
quatro linhagens celulares, sendo a maior expressdo observada nas linhagens
SCC-9 e -25. A expressao de receptor de androgeno foi muito baixa nas linhagens
SCC-4, -9 e -15 e nao detectavel na SCC-25, enquanto EGFR e c-erb-B2 foram
expressos em grandes quantidades pelas quatro linhagens. Reacodes
imunocitoquimicas mostraram que a linhagem SCC-25 produz maior positividade
do fator de crescimento EGF do que as outras trés linhagens. O tratamento das

células SCC com o inibidor especifico da atividade da FAS cerulenina, provocou



uma redugao significativa da proliferagdo destas células. Quando expostas a altas
concentragcbes de EGF exdégeno, as células das linhagens SCC-9 e -15
apresentaram redug¢ao nos niveis de FAS, concomitante com diminuigdo nos seus
indices de proliferagao. Os resultados deste estudo indicam que FAS é expressa
por linhagens celulares de CECs bucais, sendo sua atividade essencial para a
proliferacdo das mesmas. A expressao desta enzima metabdlica nas células SCC
€ regulada de maneira independente de andrégenos, o que deve ocorrer

provavelmente por EGF através dos receptores EGFR ou c-erb-B2.



ABSTRACT

Fatty acid synthase (FAS) is the metabolic enzyme responsible for the
endogenous synthesis of saturated long-chain fatty acids from the precursors
acetyl-CoA and malonyl CoA. A growing body of evidence suggests that FAS is
over expressed in several human cancers, such as prostate, breast, ovarian,
thyreoid, esophagus, stomach, bladder, liver, lung, melanoma, soft tissue
sarcomas and oral squamous cell carcinoma (SCC). For some of this tumors FAS
expression seems to be a potential prognostic marker. The aim of the present
study was fo describe the pattern of FAS production and the expression of
molecules involved in its regulation, such as androgen receptor, epidermal growth
factor receptor and c-erb-B2 in four oral SCC cell lines (SCC-4, -9, -15 e -25). RT-
PCR, immunocytochemistry and western blotting demonstrated that FAS is
differentially expressed by the four oral SCC cell lines, with the highest production
in SCC-9 followed by SCC-25. Expression of androgen receptor was low in SCC-4,
-9, e -15 and undetectable in the SCC-25 cell line, whereas EGFR and c-erb-B2
were expressed in high amounts by the four cell lines. Immunocytochemical
reactions showed that SCC-25 produce higher levels of epidermal growth factor
(EGF) compared to the other three cell lines. The treatment with the specific
inhibitor of FAS activity cerulenin was able to significantly reduce the proliferation

of oral SCC cells. When exposed to nanomolar concentrations of exogenous EGF



the cells of SCC-9 and -15 presented a reduction in the FAS protein levels
concomitant with a decrease in their proliferation rates. Taken together, this results
indicate that FAS is expressed by oral SCC cell lines and is essential for their
proliferation. In addition, FAS is synthesized in an apparently androgen-

independent fashion and its regulation probably occurs via EGFR or c-erb-B2.



1. INTRODUCAO

A acido graxo sintetase (FAS) é a principal enzima responsavel pela
sintese enddgena de acidos graxos saturados de cadeia longa (KUHAJDA et al.,
2000; PIZER et al., 2000; BARON et al., 2003). Em células normais, com excecao
de tecidos altamente lipogénicos como figado, tecido adiposo, mama durante a
lactagcdo e endométrio na fase proliferativa, a atividade da FAS é minima, pois a
maior parte dos acidos graxos utilizados sao provenientes da dieta (WEISS, 1986;
KUHAJDA, 2000).

Varios estudos recentes tém mostrado que niveis elevados de FAS sao
encontrados em diversos tipos de neoplasias malignas de natureza epitelial, como
as de mama (PIZER et al., 1996; WANG et al., 2001), préstata (EPSTEIN et al.,
1995; SWINNEN et al.,, 2000; ROSSI et al., 2003), ovario (ALO et al., 2000),
estbmago (KUSAKABE et al., 2002), bexiga (VISCA et al., 2003), o melanoma
(INNOCENZI et al, 2003) e os carcinomas espinocelulares bucais (CECs)
(KRONTIRAS et al, 1999) assim como em sarcomas de tecidos moles
(TAKAHIRO et al., 2003). Em alguns destes tumores a alta expressédo desta
enzima esta associada com um pior progndéstico para o paciente (ALO et al., 1996;
GANSLER et al., 1997; VISCA et al.,, 1999; ALO et al., 2000; INNOCENZI et al.,
2003).

A expressdo de FAS é estimulada por progesterona em linhagens
celulares derivadas de céncer de mama (LACASA et al, 2001), enquanto que

androgenos e EGF aumentam tanto a expressdo como a atividade de FAS em



células de cancer de prostata (SWINNEN et al,, 1997; SWINNEN et al., 2000;
HEEMERS et al., 2001; VAN DE SANDE et al., 2002). No entanto, niveis elevados
de FAS também sado encontrados em tumores de préstata independentes de
andrégeno (PIZER et al., 2001; MYERS et al., 2001). KUMAR-SINHA et al. (2003)
demonstraram, através de andlise de expressdo génica em larga escala
(“microarrays”) que o gene da FAS é um dos genes regulados pelo oncogene c-
erb-B2, apds expressao forgcada deste ultimo em células de cancer de mama.

Quando tratadas com inibidores especificos da atividade da FAS
(cerulenina ou c75), células de cancer de préstata, mama e colon apresentam,
além da diminuigdo na sintese de acidos graxos, bloqueio na replicagdao do DNA,
diminui¢ao da proliferagao celular e aumento do numero de células em apoptose.
(FURUYA et al., 1997; PIZER et al., 1998; LI et al., 2001). Amostras teciduais de
CECs bucais quando tratadas com cerulenina também apresentam diminuicédo da
sintese de acidos graxos (GUO et al., 2003).

A conexao entre a biossintese de lipidios e o controle do ciclo celular
ainda néo é conhecida. Entretanto, SWINNEN et al. (2003) demonstraram que a
expressao e atividade de FAS sdo necessarias para a producao de fosfolipidios da
membrana celular em células de cancer de prdostata, o que sugere que FAS tenha
um papel essencial na sintese das membranas celulares de células tumorais.

Como a atividade biolégica da FAS esta restrita a sintese de acidos
graxos, processo aparentemente acelerado em células tumorais, esta é vista como
um possivel alvo terapéutico para o tratamento de diversos tipos de céancer

(KUHAJDA, 2000; SWINNEN et al., 2000; GABRIELSON et al., 2001; KUMAR-



SINHA et al., 2003). No presente trabalho a produgéo e a atividade de FAS séao
estudadas em quatro linhagens celulares de CEC bucal e correlacionadas com o
potencial proliferativo de cada uma delas. A expressao de receptor de andrégeno,
EGF, EGFR e c-erb-B2, moléculas reconhecidamente envolvidas na regulagéo

dos niveis da proteina FAS também ¢é descrita neste modelo experimental.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O CEC da cavidade bucal é o sexto tipo de neoplasia mais comum no
mundo (NAGPAL & DAS, 2003). De acordo com estimativas do Instituto Nacional
do Cancer (INCA), no ano de 2003, o CEC de boca representara o oitavo tipo de
tumor mais comum em incidéncia entre os homens e o nono entre as mulheres.

Consumo de tabaco e de alcool sdo os fatores de risco mais
importantes associados ao desenvolvimento do CEC da cavidade bucal e faringe
(JOHNSON, 2001; WUNSCH-FILHO, 2002; MANSOUR et al. 2003). Estas
neoplasias se caracterizam por invasdo local, sendo que metastases
desenvolvem-se mais frequentemente nos linfonodos cervicais (NEVILLE & DAY,
2002). O prognostico € geralmente ruim, muitas vezes devido ao diagnostico tardio
da doenca (ONIZAWA et al. 2003). A taxa de sobrevida de cinco anos para os
pacientes portadores de CEC bucal estd entre as mais baixas, quando
comparadas com as de outras neoplasias malignas (MARGOTTA &
CAPOGRECO, 2003), permanecendo inalterada durante as duas ultimas décadas,
mesmo com 0s progressos nos métodos terapéuticos e de diagndstico que vem
ocorrendo na oncologia clinica (CONWAY et al., 2002; MILLER et al., 2003).

Esta revisdo da literatura tem como objetivo descrever a enzima
anabdlica FAS e seu papel na patogénese das neoplasias malignas, em particular
do CEC bucal. Sdo abordados também os mecanismos de regulagdo da

expressédo de FAS em diferentes modelos bioldgicos, destacando-se o papel dos
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receptores da familia erb-B e do receptor de andrégeno, além das consequéncias

da inibicao de sua atividade sobre as células neoplasicas.

2.1. Acido graxo sintetase (FAS)

A acido graxo sintetase (“Fatty Acid Synthase” — FAS ou EC.2.3.1.85) é
a enzima metabdlica responsavel pela sintese enddégena de acidos graxos
saturados de cadeia longa a partir dos substratos de carbono acetil-CoA e malonil-
CoA (STOOPS & WAKIL, 1981; JAYAKUMAR et al., 1995; CHIRALA et al., 2001;
KUHAJDA, 2000; BRINK et al,, 2001, BARON et al., 2003). Os acidos graxos e
seus derivados participam da composi¢ao das membranas celulares (NELSON &
COX, 2000; CHIRALA et al., 2003) e atuam como horménios e mensageiros
intracelulares, além de serem uma das principais formas de armazenamento de
energia no organismo (KUMAR-SINHA et al., 2003).

FAS é pouco expressa ou mesmo nao expressa na maioria dos tecidos
humanos normais, pois nestes a maior parte dos acidos graxos utilizados pelas
células é proveniente da dieta (WEISS, 1986; KUHAJDA, 2000, KUHAJDA et al.,
2000). Porém, em tecidos altamente lipogénicos como o figado, o tecido adiposo e
a mama durante os periodos de lactagao, a sintese enddgena de acidos graxos é
importante para o armazenamento de energia na presenga de uma dieta rica em
carboidratos, para a produgdo de acidos graxos a partir de carboidratos ou
proteinas se a dieta € pobre em gordura e para a sintese dos lipidios que compde

o leite (KUHAJDA, 2000; BRINK et al., 2001; CHIRALA et al., 2003). FAS também

12



€ expressa nas glandulas endometriais durante a fase proliferativa do ciclo
menstrual, a qual esta associada a expressao do marcador de proliferagao Ki-67 e
dos receptores de estrégeno e progesterona (KUHAJDA, 2000).

Apesar de seu papel aparentemente marginal em células normais, a
recente construgdo de camundongos “knockout” para o gene que codifica FAS
(FASN) sugere o contrario. Os camundongos mutantes homozigotos nulos para
FAS (FASN -/-) morreram no estagio de pré-implantacdo e a maioria dos
heterozigotos (FASN +/-) morreram no utero, mesmo na presenga de uma dieta
rica em acidos graxos saturados (CHIRALA et al, 2003). Estes resultados
salientam a importancia da atividade de FAS nas células em proliferacéo e
levantam a possibilidade das drogas com acao inibitéria especifica sobre FAS
possuirem potencial teratogénico.

Embora vinte e cinco enzimas estejam envolvidas na producédo de
acidos graxos a partir da glicose, a via principal € composta pelos seguintes
elementos: 1- acetil-CoA carboxilase, enzima que sintetiza malonil-CoA, cuja
atividade € um ponto regulatério essencial na sintese de acidos graxos; 2-citrato
liase, que sintetiza acetil-CoA; 3- enzima malica e a via da pentose fosfato, que
produzem quantidades iguais de NADPH, molécula usada como agente redutor na
sintese de acidos graxos; e 4- FAS, a enzima que catalisa a reagao de
condensacgao de malonil-CoA e acetil-CoA, num processo dependente de NADPH,
cujo principal produto final € o acido graxo saturado livre de 16 carbonos palmitato

(KUHAJDA, 2000; PIZER et al., 2000).
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Do ponto de vista estrutural, a FAS € um homodimero formado por duas
cadeias polipeptideas longas, com massa molecular de aproximadamente 250
kDa (Figura ). Em cada cadeia existem sete sitios cataliticos distintos e um sitio
para a proteina carregadora de acil (ACP) (STOOPS & WAKIL, 1981; WAKIL
1989; KUHAJDA, 2000; BRINK et al., 2001; CHIRALA et al., 2001; CHIRALA et al.,
2003). Estes sitios cataliticos estdo distribuidos a partir da extremidade amino
terminal em diregdo a carboxil terminal na seguinte ordem: B-cetoacil sintetase,
acetil-CoA e malonil-CoA transacilases (Dominio 1), desidratase, enoil redutase, B-
cetoacil redutase, proteina carregadora de acil (Dominio Il) e tioesterase (Dominio
1) (JAYAKUMAR et al., 1995, WAKIL, 1989). O dominio | funciona como um sitio
de entrada dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a subsequente reacao
de condensacdo. O dominio Il € o redutor, no qual o produto formado pela [3-
cetoacil sintetase, através da elongacdo da cadeia, € reduzido pelas enzimas
componentes deste dominio, enquanto que no dominio Ill, na regidao carboxil
terminal, a enzima tioesterase, promove a hidrélise, sendo a molécula de acido

graxo recém sintetizada liberada (WAKIL, 1989).
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Figura | — Representacao esquematica do homodimero formado por duas cadeias

de FAS. Dominio | — (1) acetil-CoA transacilase, (2b) malonil-CoA transacilase,
(2a,3) B-cetoacil sintetase; Dominio Il — (4) B-cetoacil redutase, ACP, (5)
desidratase, (6) enoil redutase; Dominio Il — (7) tioesterase.

Apesar do palmitato ser o seu principal produto (Figura Il), a FAS
também catalisa a sintese dos acidos graxos saturados miristato e estereato,
também a partir dos substratos acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH (CHIRALA et
al., 2003). A tioesterase apresenta niveis maiores de hidrolise com palmitoil-CoA,
mas é também ativa com esteroil-CoA e em menor extensdo com miristoil-CoA,

refletindo a producao destes acidos graxos pela FAS (WAKIL, 1989).
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Além de serem constituintes de varios lipidios de membrana, os
produtos da FAS miristato (C14) e palmitato (C16) estdo envolvidos na miristilagéo
e palmitilagao de proteinas celulares e virais (CHIRALA et al., 2003). Palmitato e o
estereato (C18) servem como substratos para produzir acidos graxos de cadeias
muito longas (NELSON & COX, 2000; CHIRALA et al., 2003), constituintes
importantes dos esfingolipidios, ceramidas e glicolipidios necessarios para a
progressao da divisdo celular, formacdo de estruturas cerebrais e fungdes

neurolégicas (CHIRALA et al. 2003).

0 0
1l 1 11
CH’>—-C— SCoA + O—C—CH,—C—SCoA + NADPH + 14 H' —p

1 acetil CoA 7 malonil CoA

M
CH3—(CHy)}C —O + 14 NADPH" + 6H,0 +8 CoA-SH + 7 CO,

1 palmitato

Figura lI- Reacao da sintese de palmitato pela FAS. Inicialmente uma molécula de
acetil-CoA é condensada com uma de malonil-CoA. A seguir seis moléculas
adicionais de malonil-CoA sao condensadas para a elongacdo da cadeia e
producdo do palmitato. Agua, diéxido de carbono e ions positivos de NADPH s&o
também produtos da reacéo.

2.2. FAS e cancer
Em 1953, MEDES et al. relataram pela primeira vez que a sintese de
acidos graxos estd aumentada nos tecidos tumorais. De fato, nas células

malignas, a maior parte dos &cidos graxos € proveniente da biossintese
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enddgena, independentemente do suplemento nutricional (SABINE & ABRAHAM,
1967; OOKHTENS et al.,, 1984; WEISS et al., 1986). Tumores que expressam
quantidades anormalmente altas de FAS exibem comportamento bioldgico mais
agressivo, provavelmente porque a alta expressao e atividade desta enzima
geram vantagens seletivas para o crescimento celular (BARON et al., 2003).

FAS esta presente em grandes quantidades em diversos tipos de
neoplasias malignas humanas de natureza epitelial, como as de mama (PIZER et
al., 1996a; MILGRAUM et al., 1997; OSKOUIAN, 2000; WANG et al., 2001), ovario
(PIZER et al., 1996b; ALO et al., 2000), prostata (EPSTEIN et al, 1995, SHURBAJI
et al., 1996; SWINNEN et al,, 1997a; SWINNEN et al., 2000; BULL et al., 2001;
DHANASEKARAN et al. 2001; WELSH et al., 2001; SWINNEN et al., 2002; ROSSI
et al., 2003), endométrio (PIZER et al., 1998a), tiredide (VLAD et al., 1999),
pulmao (PIYATHILAKE et al., 2000), colon (RASHID et al., 1997; VISCA et al.,
1999), esdfago (NEMOTO et al.,, 2001), estbmago (KUSAKABE et al., 2002),
melanoma (INNOCENZI et al., 2003), bexiga (VISCA et al., 2003) e CEC oral
(KRONTIRAS et al.; 1999). Além do mais, alta expressao de FAS foi recentemente
demonstrada em sarcomas de tecidos moles (TAKAHIRO et al., 2003).

Numerosos relatos tém demonstrado uma associacdo positiva entre
expressao de FAS e o comportamento clinico agressivo dos tumores (KUHAJDA,
2000). Por exemplo, em neoplasias de préstata (EPSTEIN et al., 1995), de mama
(ALO et al., 1996), de ovario (GANSLER et al., 1997; ALO et al., 2000), de tiredide
(VLAD et al., 1999), de colon (VISCA et al., 1999), melanomas (INNOCENZI et al.,

2003) e sarcomas de tecidos moles (TAKAHIRO et al., 2003) uma alta expressao
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de FAS ocorre preferencialmente nos casos com pior prognostico. Um achado
bastante interessante € a alta expressdo de FAS também em carcinomas in situ,
como por exemplo carcinomas ductais e lobulares de mama in situ, bem como
lesdes precursoras dos tumores invasivos de colon (KUHAJDA, 2000). Num
estudo recente realizado através da tecnologia dos “microarrays”, RAMASWAMY
et al. (2003) descreveram um padrao particular de expressao génica em tumores
sélidos metastaticos originarios de mama, prostata, pulméo, colon, utero e ovario.
Dentre os 64 genes com alta expressdo nas metastases encontrados por estes
autores estava a FAS, sugerindo um papel para esta proteina no processo
metastatico.

FAS é expressa em quase todos os carcinomas esofagianos e também
nas lesdes displasicas, 0 que sugere que ela possa ter sua expressao aumentada
de maneira continua desde os estagios mais precoces da transformagao maligna
das células escamosas do eséfago (NEMOTO et al., 2001). Alta expressao de
FAS é também um evento precoce no desenvolvimento e na progressdo de
carcinomas espinocelulares de pulméo (PIYTHILAKE et al., 2000). KUSAKABE et
al. (2002) relataram que FAS é também altamente expressa em carcinomas e
adenomas, assim como no epitélio regenerativo e metaplasia do estdbmago
(metaplasia intestinal). Segundo estes autores, esta expressao ocorre nos
estagios precoces da tumorigénese e parece desempenhar um papel mais
importante durante o desenvolvimento de areas pré-cancerosas do que na

progressao tumoral.
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Amostras de carcinomas de colon apresentam sintese de acidos graxos
aumentada, além de expressar altos niveis de FAS através de imunohistoquimica,
quando comparadas com a mucosa normal adjacente (VISCA et al. 1999). A
expressao de FAS esta aparentemente relacionada com a fase tardia da
carcinogénese de colon, havendo correlagéo positiva com estagio pT, presenca de
metastases em linfonodos e tipo histolégico mais agressivo, entretanto ndo pode
ser considerada como um fator progndstico independente para a sobrevida global
(VISCA et al., 1999).

Niveis aumentados da proteina FAS estdo positivamente associados
com adenocarcinomas prostaticos de alto grau em estagios avangados, sugerindo
que a alta producéo desta enzima € indicativa de agressividade (EPSTEIN et al.,
1995; MYERS et al., 2001) e pior prognéstico (OSKOUIAN, 2000). Segundo
SWINNEN et al. (2002), elevada expressao de FAS é um dos eventos precoces
mais comuns no desenvolvimento de cancer de préstata. ROSSI et al. (2003)
demonstraram niveis mais altos de RNAs mensageiros e da proteina FAS em
amostras de carcinomas de prostata, em comparacdo com o tecido normal
adjacente, num estudo utilizando “microarrays de oligonucleotideos e de tecidos”.
Os mesmos autores encontraram uma forte associacao entre a expressao de FAS
e a iniciacdo e progressdo dos tumores de prostata, além de descrever uma
elevada expressdao da enzima em metastases Osseas independentes de
androgeno. Em um modelo experimental de transplantes xenograficos de
adenocarcinomas de préstata em camundongos, MYERS et al. (2002) observaram

que um dos eventos precoces na progressdo do tumor na auséncia de
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androgenos (por castragcao) € o aparecimento de pequenos focos de células em
proliferacdo expressando niveis baixos de p27Kip-1 e altos de FAS. Segundo
estes autores, o fendmeno de proliferagdo celular independente de androgenos,
comumente observado nas lesbes avangadas de prostata, € favorecido pela alta
atividade de FAS. No mesmo contexto, PIZER et al, (2001), sugerem que a
expressao de FAS e a consequente sintese de acidos graxos sado importantes
para o fenétipo maligno no cancer de prostata, talvez sustentando o crescimento e
sobrevivéncia do tumor na auséncia de androgeno.

Apesar de todas estas evidéncias sugerindo que a sintese endbégena de
acidos graxos seja um processo essencial para a sobrevivéncia e proliferagdo das
células neoplasicas, ndo se conhece até o presente momento qual 0 mecanismo
biolégico envolvido. Como sera descrito adiante, a atividade de FAS esta de
alguma maneira ligada a progressao do ciclo celular das células tumorais. Uma
sintese adicional de acidos graxos parece ser requerida para a biogénese das
membranas celulares de células tumorais em rapida divisdo, pois acidos graxos de
cadeias muito longas, gerados a partir dos precursores estereato e palmitato
(gerados pela FAS) sao requeridos para a divisdo celular (HANNUN & OBEID,
2002). Além do mais, o aumento, tanto na expressdo como na atividade
enzimatica da FAS, é necessario para a producao de fosfolipidios da membrana
em linhagens celulares de céancer de préstata dependentes de andrégeno
(LNCaP) (SWINNEN et al., 2003). De acordo com BARON et al. (2003) as

alteracbes que podem ocorrer na composicao lipidica das membranas celulares
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como resultado da expressao elevada de FAS podem ter efeitos profundos em
muitos processos celulares, como as vias de transducao de sinal.

Portanto, considerando os dados descritos acima, as diferencas na
expressao de FAS existente entre as células normais e as neoplasicas a tornam
um alvo terapéutico em potencial para varios tipos de cancer (KUHAJDA, 2000;

SWINNEN et al., 2000; KUMAR-SINHA et al., 2003).

2.3. FAS e CEC bucal

Existem poucas publicacbes sobre FAS em CEC bucal. A primeira foi
feita por KRONTIRAS et al. em 1999, que estudaram a expressao de FAS através
de imunohistoquimica em cinqlienta e seis amostras de CECs de lingua humanos.
Segundo estes autores, a expressao de FAS foi detectada em 98% das amostras
avaliadas, sendo baixa no epitélio morfologicamente normal adjacente ao tumor,
aumentando nas areas de epitélio displasico e tornando-se alta nos tumores.
Comparando-se os tumores de acordo com o grau de diferenciacéo celular, a
positividade para FAS foi maior nas lesbes bem diferenciadas. Portanto, neste
estudo, a expressao de FAS nao foi correlacionada com um pior progndstico, pois
tumores bem diferenciados caracteristicamente possuem melhor prognéstico. Uma
expressao menor da enzima foi detectada em tumores invasivos, indiferenciados,
mas o numero de casos analisados foi pequeno para uma concluséo final.

A sintese enddgena de acidos graxos em amostras de CECs bucais,

tecidos adjacentes ao tumor e mucosa oral normal foi avaliada por GUO et al.
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(2000). Estes autores demonstraram através da incorporagdo de '*C nos lipidios
totais sintetizados pelas amostras teciduais, que os CECs produziram
significativamente mais acidos graxos do que os outros tecidos. Em um trabalho
subsequente (GUO et al., 2003), os mesmos autores mostraram que esta sintese
€ inibida pela incubacdo com o inibidor natural da atividade de FAS, cerulenina.
Um achado importante deste estudo foi o fato da cerulenina apresentar pouca
atividade inibitéria sobre a sintese de &cidos graxos nas amostras de tecido
normal. Estudos em andamento no Laboratério de Patologia Bucal da FOP-
UNICAMP tém demonstrado que FAS é expressa em maior quantidade nas lesdes
de CEC de cabega e pescog¢o do que no epitélio normal adjacente, sendo esta
positividade maior nos tumores bem diferenciados, como descrito por

KRONTIRAS et al. (1999) (SILVA et al., 2003).

2.4. Regulacao da expressao génica da FAS

A regulacdo da expressdao de FAS em tecidos normais é complexa e
incompletamente entendida. Uma lista de substancias nutricionais € hormonais
que influenciam a expressdo de FAS tem sido descrita, as quais podem
eventualmente ter impacto na sua expressao em neoplasias malignas. No figado
normal, a atividade da FAS € estimulada pela ingestdo de carboidratos, pelo
horménio tireoideano (T3), por insulina, pela proteina spot 14 (proteina de 17 kDa
expressa em tecidos lipogénicos que tem um papel importante na estimulagao da

lipogénese pelo horménio tireoideano) e por glicocorticéides, sendo inibida por
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acidos graxos poli-insaturados, AMP ciclico e glucagon (KUHADJA et al., 2000).
Variagbes ciclicas normais na expressao de FAS no endométrio sugerem sua
regulacao por estrogeno e progesterona (PIZER et al., 1999).

Embora muito pouco seja conhecido sobre os mecanismos basicos
envolvidos no aumento da expressdao da FAS em células malignas, estudos
recentes revelaram que FAS é estimulada através do aumento da quantidade de
seus RNAs mensageiros, em conjunto com varias outras enzimas da mesma via
metabdlica (MILGRAUM et al., 1997; SWINNEN et al, 2000).

Em tumores sensiveis a horménios, estrogeno, progesterona e
androgenos desempenham um papel claro na regulacdo da FAS (KUHAJDA,
2000). Estd demonstrado que progesterona estimula a expressao de FAS em
linhagens celulares de céncer de mama (LACASA et al, 2001), enquanto
androgenos e EGF aumentam a expressao e a atividade de FAS em linhagens
celulares derivadas de cancer de prostata (LNCaP) (SWINNEN et al., 1997;
SWINNEN et al., 2000; MYERS et al,, 2001; HEEMERS et al,, 2001; VAN DE
SANDE et al., 2002). Tanto a testosterona como o EGF sédo capazes de estimular
a expressdao génica de FAS nestas células através das proteinas SREBPs
(SWINNEN et al.,, 1997b; SWINNEN et al., 2000; HEEMERS et al., 2001).

As SREBPs formam uma familia de fatores de transcricdo que foram
identificados como envolvidos na manutengcdo da homeostase do colesterol
intracelular, no controle da sintese de acidos graxos e na diferenciacdo de
adipdcitos (BRIGGS et al.,, 1993; WANG et al., 1993). SREBPs sao sintetizadas

como precursores inativos de 125 kDa, ancorados na parte interna das
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membranas celulares, onde formam um complexo com a proteina ativadora de
clivagem (SCAP). Sob estimulo androgénico, o complexo SREBP/SCAP ¢é
translocado para o complexo de Golgi, onde um fragmento amino terminal de 68
kDa do SREBP ¢ liberado por protedlise e migra para o nucleo estimulando a
transcricdo de genes que contém em suas regides regulatorias os elementos SER.
Como exemplo de genes ativados por esta via estdo aqueles que participam das
duas maiores vias lipogénicas, a dos acidos graxos e da sintese de colesterol
(BROWN & GOLDSTEIN, 1997; BROWN & GOLDSTEIN, 1999, HEEMERS et al.,
2003).

A expressao forgcada do oncogene c-erb-B2 em células de cancer de
préstata andrégeno-dependentes ativa o receptor de andrégeno e confere um
crescimento andrégeno-independente a estas células (CRAFT et al., 1999). De
acordo com estes achados, foi mostrado que a expressdo de c-erb-B2 em
amostras teciduais de cancer de préstata aumenta em tumores andrégeno-
independentes (SIGNORETTI et al.,, 2000). Este fato estd de acordo com o
trabalho de ROSSI et al. (2003) evidenciando alta producdo de FAS nas
metastases deste tipo. Usando “microarrays” de DNA, KUMAR-SINHA et al.
(2003) identificaram um grupo de genes que sao diferencialmente regulados por c-
erb-B2, através da inducado forcada de sua expressao em células de cancer de
mama. Um dos genes descobertos como sendo regulado pelo c-erb-B2 é o que
codifica a FAS e segundo estes autores, a inibicdo da atividade da FAS com c75
causa apoptose preferencialmente nas células que estdo expressando c-erb-B2

em grandes quantidades. Este trabalho mostra, pela primeira vez, uma conexao
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entre a via de sinalizagcao do c-erb-B2 e FAS, sendo esta mediada pela via PI-3K
através de um efeito direto no promotor da FAS. A freqliente perda de fungao do
gene supressor de tumor PTEN pode ativar a via PI-3K/Akt e desempenhar um
papel importante na regulagdo de FAS em células neoplasicas (VAN DE SANDE
et al., 2002). Portanto, o efeito oncogénico da ativacdo da via PI-3K pode ser
mediado, a0 menos em parte, pela indugdo da expressdo de FAS (BARON et al.,

2003).

2.5. Inibidores da atividade de FAS

Dentre todas as enzimas lipogénicas, a atividade de FAS esta restrita a
sintese de acidos graxos e esta presente preferencialmente em tecidos
lipogénicos e células tumorais, o que a torna um alvo terapéutico em potencial
(KUHAJDA, 2000; KUHAJDA et al., 2000; GABRIELSON et al., 2001).

LOFTUS et al. (2000) demonstraram que o tratamento sistémico com
inibidores da atividade de FAS (cerulenina e c75) em camundongos provocam
uma redugdo da quantidade de alimento ingerida e perda significativa de peso nos
animais. Segundo KUMAR et al. (2001), uma unica dose de c75 causa rapida
(>90%) diminuigdo da quantidade de alimento ingerido por camundongos. Estes
trabalhos sugerem que a atividade de FAS possa ser importante na regulacao da
quantidade de alimento ingerido, podendo representar um alvo terapéutico no

tratamento da obesidade.
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A cerulenina é um produto natural do fungo “cefalosporium caerulens”.
Cerulenina ou (2R, 3S) —-2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans, transdodecadienamida é
conhecida desde 1960 como sendo um inibidor especifico da sintese de acidos
graxos de amplo espectro filogenético (PIZER et al., 1998b, GUO et al., 2003).
Esta droga inibe irreversivelmente a atividade da enzima FAS através de sua
ligacdo covalente no sitio da B-cetoacil sintetase, responsavel pela reacéo de
condensacao dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA (PIZER et al., 1998b;
KUHAJDA et al., 2000; GUO et al., 2003). c75 é uma pequena molécula sintética
com cadeia de 7 carbonos (a-metileno-y-butirolactona), que possui efeitos
inibitérios sobre a atividade de FAS comparaveis aos da cerulenina, sendo mais
estavel do que esta e apresentando portanto melhor efeito “in vivo” (KUHAJDA et
al., 2000; LI et al., 2001).

Tanto a cerulenina como c¢75 produzem uma rapida e significativa
inibicdo da replicagdo do DNA e, consequentemente, da progressédo da fase S em
células derivadas de neoplasias malignas humanas (FURUYA et al., 1997; PIZER
et al., 1996; PIZER et al., 1998b; KUHAJDA, 2000; LI et al., 2001; DE SCHRIJVER
et al., 2003), o que culmina com a morte por apoptose (LI et al.,, 2001). Apds a
exposicao de células derivadas de carcinoma de colon (HCT116) a cerulenina,
PIZER et al. (1998b) demonstraram, através da incorporagéo de timidina tritiada,
que ocorreu profunda inibicdo da replicacdo do DNA duas horas apds o inicio do
tratamento. Os mesmos autores utilizaram células derivadas de leucemia pro-

mielocitica (HL 60) para verificar em quanto tempo a sintese de acidos graxos e a

26



sintese de DNA seriam inibidas pela cerulenina e pelo c75, através de
incorporagdo de ™C e de timidina tritiada. A inibicdo da sintese de acidos graxos
foi muito rapida, ocorrendo entre 15 e 30 minutos apds exposi¢ao as duas drogas
ao passo que a inibicdo maxima da sintese de DNA ocorreu 60 minutos apos a
exposigcao ao c75 e 90 minutos apds a exposicao a cerulenina.

O tratamento com inibidores de FAS causa também a diminuicdo do
tamanho de tumores em modelos xenograficos (PIZER et al. 1996b). Neste
trabalho os autores relataram uma marcante redugcao da sintese de acidos graxos
pelas células tumorais e regressao das lesdes provocadas em camundongos pela
injecdo de células de uma linhagem de cancer de ovario (OVCAR-3), o que
aumentou significativamente a sobrevida dos animais. De maneira semelhante,
células derivadas de cancer de mama (MCF-7) implantadas no tecido subcutaneo
de camundongos apresentaram inibicdo da sintese de acidos graxos, apoptose e
diminuicao do tamanho dos tumores formados apés o tratamento com ¢75 (PIZER
et al. 2000). Estes resultados sugerem uma ligacdo bioquimica entre FAS e a
proliferagédo celular no cancer (PIZER et al., 1998b; PIZER et al., 2000).

O meio pelo qual a inibicdo da FAS desencadeia a apoptose ainda nao
estd claro, embora alguns mecanismos tenham sido descritos. O acumulo de
malonil-CoA apéds o tratamento com cerulenina ou C75 pode mediar, ao menos
em parte, a citotoxicidade resultante da inibicdo da FAS através da inibicdo da
oxidacao de acidos graxos (PIZER et al., 2000; LI et al,, 2001; THUPARI et al.,
2001; DE SCHRIJVER et al., 2003; KUMAR-SINHA et al., 2003). Segundo PIZER

et al. (1998b), o mecanismo provavelmente n&o envolve um efeito direto da droga

27



na molécula de DNA ou na maquinaria de replicacdo. Segundo este trabalho, a
inibicdo provavelmente ocorre na regulacdo do ciclo celular e pode envolver a
funcao de p53. De fato, a perturbagao da sintese de acidos graxos pertence a lista
de respostas metabdlicas que regulam p53 (LI et al, 2000). Entretanto,
HEILIGTAG et al. (2002) demonstraram que a resposta apoptética a cerulenina é
mediada pela alta expressdao de Bax (pré-apoptético), a qual ocorre de uma
maneira independente de p53.

GUO et al. (2003) avaliaram os efeitos da cerulenina na sintese
endbégena de acidos graxos em amostras teciduais frescas de CECs bucais e
mucosa bucal normal. As amostras foram expostas a meio de cultura contendo 10
ug/ml de cerulenina, pelos periodos de 0, 1, 2 e 4 horas e expostas a C. Neste
modelo experimental houve 87% de inibicdo da sintese de acidos graxos apds o
periodo de quatro horas. A sintese de acidos graxos da mucosa oral normal
também foi inibida pela cerulenina, mas num grau bem menor do que as amostras

de CEC.
2.6. Receptor de andrégeno (RA)

Os androgenos, testosterona e seu metabdlito ativo 5a-di-
hidrotestosterona (DHT), desempenham um papel chave no desenvolvimento e

nas fungdes dos 6rgdos reprodutores masculinos, como a prostata e o epididimo,

assim como em tecido muscular, foliculos pilosos e cérebro (LEE & CHANG,
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2003). A acao dos androgenos é mediada pelo RA, o qual € um fator de
transcrigdo nuclear ativado pelo seu ligante (O'MALLEY, 1990; TRUSS & BEATO,
1993). Anormalidades nas vias de sinalizagdo através do RA tém sido
relacionadas com infertilidade masculina e com o desenvolvimento de cancer de
prostata (LEE & CHANG, 2003). Por exemplo, quase todos os carcinomas
prostaticos primarios expressam a proteina RA (HOBISCH et al., 1995).

Apos a ligacao do horménio, o RA se liga aos elementos responsivos a
androgeno localizados nas regides promotoras dos genes alvo, regulando entéo a
sua expressao (QUIGLEY et al, 1995; KOKONTIS & LIAO, 1998). O mecanismo
pelo qual o RA ativa a transcricdo génica ocorre através do recrutamento dos
chamados co-ativadores que “ligam” o RA ao complexo de pré-iniciagdo da
transcricdo e a RNA polimerase Il (JENSTER, 1998; McKENNA et al., 1999).

A regulagao transcricional da enzima FAS através de andrégenos, em
linhagens celulares derivadas de cancer de préstata, ocorre pela estimulagdo da
expressao do fator de transcricdo SREBP, cuja forma ativa por sua vez estimula
as regides regulatorias do gene da FAS (SWINNEN et al.,, 1997; SWINNEN et al.,
2000; HEEMERS et al., 2001). Além da FAS, a testosterona causa um aumento
coordenado da expressao de outros genes lipogénicos, como o gene que codifica
a Acetil-CoA carboxilase, também envolvida na sintese de acidos graxos, e HMG-
CoA-redutase e farnesil difosfato sintetase, enzimas que participam da sintese do
colesterol (HEEMERS et al., 2003).

Com relacdo a expressao de RA em neoplasias bucais, a literatura é

escassa e controvertida. Por exemplo, BASSALYK et al. (1987) demonstraram a
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expressao de RA em leucoplasias e CECs bucais, sendo mais intensa nos ultimos.
Por outro lado, NEHSE & TUNN (1994) encontraram niveis mais baixos de RA em
amostras de CECs de assoalho bucal e lingua do que na mucosa bucal normal.
Um estudo em andamento no laboratério de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP
nao conseguiu, através de reacdes imunohistoquimicas, detectar a proteina
receptora de andrégeno em amostras de CECs de cabega e pescocgo (SILVA et
al., 2003). Estes resultados sugerem que RA né&o tenha participagcéo na patogenia
dos CECs bucais, entretanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer este

fato.

2.7. Receptores da familia erb-B

A familia erb-B de receptores tirosina-quinase € composta por quatro
membros, EGFR (ErbB1, c-erbB-1 ou HER1), c-erb-B2 (ErbB2 ou HER2/Neu), c-
erb-B3 (ErbB3 ou HERS3) e c-erb-B4 (ErbB4 ou HER4) (revisado por O-
CHAORENRAT et al., 2000; O-CHAORENRAT et al., 2002a). Todos eles tém em
comum um dominio extracelular de ligagao, um dominio transmembréanico e um
dominio citoplasmatico com atividade de tirosina-quinase. Sob condicdes
fisiologicas, a ativagdo dos receptores erb-B é controlada pela expressdo dos
membros peptideos da familia EGF (HOLBRO et al., 2003, KUMAR-SINHA et al.,
2003), a qual é composta por mais de 30 produtos génicos (O-CHAORENRAT et
al., 2002a). Existem trés grupos de ligantes da familia EGF, os quais compartilham

cerca de 28% de homologia e 100% de conservacao do residuo 6 (cisteina) na
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sequéncia matura do peptideo. O primeiro grupo inclui o proprio EGF, a
anfiregulina (AR) e o fator de crescimento transformante-a (TGF-a), os quais se
ligam especificamente ao receptor EGFR. O segundo grupo inclui a betacelulina
(BTC), o fator de crescimento semelhante a EGF - ligante de heparina (HB-EGF) e
a epiregulina (EPR), que mostram especificidade dupla tanto para EGFR como
para c-erb-B4. O terceiro grupo é composto de heregulinas (HRGs), também
conhecidas como neuregulinas (NGR), e forma dois subgrupos capazes de ligar
nos receptores c-erb-B3 e c-erb-B4 (NRG-1 e NRG-2) ou somente c-erb-B4 (NRG-
3 e NRG-4) (HOLBRO et al, 2003; O-CHAROENRAT et al., 2002a). Ligantes
especificos para o receptor c-erb-B2 nido foram identificados até o momento
(MAGNIFICO et al., 1998; PENUEL et al., 2001; O-CHAORENRAT et al., 2000).

A forma matura soluvel do EGF é liberada através de protedlise e age
como um fator de crescimento paracrino ou autdcrino. A interagao EGF/receptor
promove homo ou hetero-dimerizacado do receptor e subsequente auto-fosforilacdo
ou fosforilagdo cruzada. Isto inicia uma complexa via de sinalizagao intracelular
que culmina na fosforilagdo de fatores de transcricdo, o que pode gerar um amplo
espectro de atividades bioldgicas (revisado por O-CHAORENRAT et al., 2000, O-
CHAROENRAT et al, 2002a). Uma vez ativado, o dominio tirosina-quinase
desencadeia diversos sinais através das vias PI-3K, Akt, RAS/RAF e JAK/STAT
(KUMAR-SINHA et al., 2003). Um fato importante que merece ser salientado aqui
€ que a expressao forgada do oncogene H-ras em células MCF-10 (derivadas de

cancer de mama) promove um aumento da expressao de FAS, o qual € mediado
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pela ativacao de PI-3K e MAP quinases, que por sua vez aumentam a quantidade
de SREBP1 (YANG et al., 2000).

O receptor c-erb-B2 é somente ativado, em condi¢gdes normais, apos
sua heterodimerizagdo com outro receptor da familia erb-B (HOLBRO et al., 2003).
Por exemplo, EGF pode promover a formacao de heterodimeros entre c-erb-B2 e
EGFR, e heregulina entre c-erb-B2 e c-erb-B3 ou c-erb-B4 (MAGNIFICO et al.,
1998). Estes heterodimeros promovem uma ativagéo forte e prolongada das vias

de sinalizacao intracelular (HOLBRO et al., 2003).

2.8. Receptores da familia erb-B e cancer

Todos os receptores da familia erb-B estdo envolvidos na regulagdo do
crescimento, diferenciacdo e migracdo de varios tipos de células (KOLIBABA &
DRUKER, 1997). Sao importantes ndo somente devido ao papel essencial que
apresentam nos processos fisioldgicos durante o desenvolvimento, mas também
porque podem funcionar como oncogenes (HOLBRO et al., 2003; KUMAR-SINHA

et al., 2003).

2.8.1. EGFR

EGFR tem sido implicado na patogénese de diversos tumores humanos,
incluindo os de cérebro, mama, pulméo e CECs de cabeca e pescogo (OKAMOTO

et al., 2003), os quais apresentam geralmente amplificagdo génica ou expressao
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anormalmente alta do receptor (GRANDIS & TWEARDY, 1993; KUTTAN &
BHAKTHAN, 1997; ISHITOYA et al., 1989; KYIOTA et al., 2000).

Altos niveis protéicos e de RNAs mensageiros para EGFR foram
detectados em linhagens celulares e amostras teciduais de CECs de cabecga e
pescoco, dentre estes CECs bucais (PARTRIDGE et al., 1989; TODD et al.; 1989;
SHIRASUNA et al. 1991; KUTTAN & BHAKTHAN, 1997). Estudos em linhagens
celulares e amostras teciduais de CECs de cabeca e pescoco demonstraram que
a amplificagdo do gene que codifica o EGFR n&o foi um achado comum, sendo
que muitos dos tumores apresentaram alta expressao sem amplificacdo, como
relatado por EISBRUCH et al. (1987), LEONARD et al. (1991), SARANATH et al.
(1992), WERKMEISTER et al. (1996); WERKMEISTER et al. (2000) e O-
CHAROENRAT et al. (2001), dentre outros.

Varios estudos tém investigado possiveis correlagdes entre a expressao
alterada de EGF e o comportamento clinico de CECs de cabegca e pescoco
(revisado por O-CHAROENRAT et al., 2002a). Neste tipo de tumor, EGFR parece
atuar no controle do fenétipo maligno de CECs bucais através da regulagao de
moléculas envolvidas nos processos invasivos e de angio/linfangiogénese.
Embora a maioria dos estudos realizados procure implicagdes progndsticas
relacionadas a expressao de EGFR em amostras clinicas destas lesdes, muitos
resultados contraditorios sido relatados. Como por exemplo, os trabalhos de
KAWAMOTO et al. (1991), STORKEL et al. (1993), KUSUKAWA et al. (1996),
MAIORANO et al. (1998), XIA et al. (1999), dentre outros, encontraram associagao

entre a expressao elevada de EGFR e um comportamento clinico mais agressivo,
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sugerindo implicagdes progndsticas. Ja outros trabalhos, como os de PARTRIDGE
et al. (1988), SARAHATH et al. (1992), BERGLER et al. (1996), WERKMEISTER
et al. (1996) e WERKMEISTER et al. (2000) n&do relataram correlagéo entre a
expressao de EGFR e o comportamento clinico do tumor.

Além do EGF, outro mitdbgeno potente, o TGF-a, parece estar envolvido
na regulagdo autécrina das células tumorais de CECs bucais através de EGFR

(KUTTAN & BHAKTHAN, 1997).

2.8.2. c-erb-B2

Alteragdes em c-erb-B2 estdo muitas bem documentadas nos canceres
de mama e ovario, ao contrario de outros tumores (revisado por O-CHAROENRAT
et al., 2002a). Uma alta expressédo e/ou amplificacdo de c-erb-B2 esta associada
com um pior prognostico para o cancer de mama (YARDEN, 2001; KUMAR-
SINHA et al., 2003; ROSS et al., 2003). Embora a alta expressao de c-erb-B2 nos
carcinomas de mama e ovario seja geralmente causada por amplificacdo génica
(SLAMON et al., 1989, KUMAR-SINHA et al., 2003), em carcinomas de prostata
isto parece ser resultado da ativagdo de sua transcricdo (SIGNORETTI et al.,
2000). A alta expressao de c-erb-B2 esta sendo usada como um alvo molecular
para o tratamento de tumores de mama (DI LEIO et al., 2002; BARTLETT et al.,
2003).

Expressao elevada de c-erb-B2 em CECs de cabeca e pescoco tem

sido relatada em varios estudos utilizando técnicas como imunohistoquimica e RT-
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PCR (FIELD et al., 1992; HOU et al., 1992; XIA et al., 1997; XIA et al., 1999;
WILKMAN et al., 1998; WERKMEISTER et al., 2000; BEI et al., 2001; KHAN et al.,
2002; KHADEMI et al., 2002; KUROPKAT et al., 2002; NAGLER et al., 2002b).
Para os CECs bucais, alguns autores sugerem que a alta expressao deste
oncogene possa estar correlacionada com um periodo de sobrevida mais curto,
funcionando como fator progndstico (HOU et al.,, 1992; SHINTANI et al.; 1995;
WERKMEISTER et al,1996; XIA et al. 1997; WERKMEISTER et al., 2000; O-
CHAROENRAT et al.,, 2002). KUROPKAT et al. (2002) encontraram que a alta
expressdo de c-erb-B2 em amostras de CECs de cavidade oral e faringe foi
significativamente associada com um tempo de sobrevida global mais curto e
simultdnea a baixa expressao da proteina p27. No entanto, outros autores nao
encontraram correlagdo entre a expressao de c-erb-B2 e o prognéstico dos CECs

bucais (FIELD et al., 1992; NAGLER et al., 2002b; KHAN et al., 2002).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1. Estudar a produgédo da enzima FAS nas linhagens celulares derivadas de
CECs bucais SCC4, -9, -15 e -25;

2. Comparar o potencial proliferativo das linhagens SCC-4, -9, -15 e -25,
correlacionando-o com a producao de FAS;

3. Analisar o papel da atividade de FAS nas mesmas linhagens celulares;

4. Descrever a expressao de RA, EGF, EGFR e c-erb-B2 nestas linhagens

celulares.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura de células

As linhagens celulares SCC-4 (CRL-1624), SCC-9 (CRL-1629), SCC-15
(CRL-1623) e SCC-25 (CRL-1628) provenientes de CECs bucais humanos, foram
adquiridas da “American Type Culture Collection” (ATCC, E.U.A.). De acordo com
informacgdes do catalogo da ATCC, todas as linhagens foram estabelecidas a partir
de CECs primarios de lingua de pacientes do género masculino, com 55, 25, 55 e
70 anos, respectivamente.

Estas células foram cultivadas em frascos plasticos de 25 ou 75 cm?
(NUNC, Dinamarca) em meio de cultura DMEM/F-12 (Invitrogen, E.U.A.)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Invitrogen), 400 ng/ml de
hidrocortisona (succinato sodico de hidrocortisona — Eurofarma, Brasil), 100 ug/mi
de garamicina (sulfato de gentamicina 120 mg - Schering-Plough, Brasil) e 100
ug/ml de kanamicina (kanamycin sulfate, Gibco, E.U.A.) a 37°C em atmosfera

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. As células utilizadas nos experimentos

foram subcultivadas sempre que atingiam uma confluéncia de aproximadamente
60-70%. Para isto, o meio de cultura era removido, as células lavadas com 10 ml
de solugao salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e entdo incubadas a 37°C
com 0,5 ml ou 2 ml de tripsina a 2%, para frascos de 25 cm? ou 75 cm?
respectivamente. Apds um periodo que variou de 5 a 25 minutos, dependendo da

linhagem, as células ficavam separadas do assoalho do frasco de cultura (o que
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era determinado por observagdo em microscopio de contraste de fase), sendo
entdo a acdo da tripsina interrompida pela adi¢do de 5 ml (frasco de 25 cm?) ou 10
ml (frasco de 75 cm?) de meio de cultura DMEM (Invitrogen) com 10% de FBS. A
suspensdo de células era transferida para tubos cOnicos de plastico de 15 ml
estéreis (Corning, E.U.A.) e estes centrifugados a 3000 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante era removido e descartado e o “pellet’ de células ressuspendido em
5 ml de meio de cultura DMEM/F-12 com 10% de FBS, as células contadas e re-
plaqueadas em novos frascos de 25 cm? ou 75 cm? (1x 10° células em 5 ml de
meio para frascos de 25 cm? e 1x10° células em 10 ml de meio para frascos de 75
cm?). O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas.

Visando manter o estoque congelado em nitrogénio liquido e trabalhar
sempre com as células em passagens semelhantes, congelamos varias amostras
de cada linhagem celular antes da realizagdo dos experimentos. Para isto, as
células foram suspensas em solugéao 1/1 de DMEM/F-12 contendo 20% de di-metil
sulféxido (DMSO, Sigma, E.U.A.) e DMEM/F-12 com 50% de FBS e congeladas
em nitrogénio liquido. Para descongelar as células, os criotubos (Nunc) foram
colocados em banho de agua a 37°C e, apds rapido descongelamento,
transferidas para tubos de 15 ml contendo 10 ml de DMEM e centrifugadas. Os
“‘pellets” foram entdo ressuspendidos em 5 ml de meio de cultura e as células
plaqueadas (1x 10° células em frascos de 25 cm? e 1x10° células em frascos de
75 cm2) para realizacdo dos experimentos. Em todos os procedimentos de cultivo
celular foram observados os cuidados para a manutengao da esterilidade, sendo

as linhagens subcultivadas no maximo por dez passagens, e entdo descartadas.

40



Todos os experimentos apresentados neste trabalho foram feitos com o mesmo

lote de FBS (Invitrogen, lote 1095407).

4.2. Proliferacao celular

Para comparar o potencial proliferativo das linhagens SCC, foram
realizadas curvas de proliferacido, indices mitdticos e reagcdes imunocitoquimicas
para deteccdo dos marcadores de proliferagdo Ki-67 e PCNA (descritos no item

4.3. deste capitulo).

4.2.1. Curvas de proliferacao

Para cada linhagem foi feito o plaqueamento de 5x10° células em 1ml de
meio DMEM/F12 contendo 10% de FBS em cada pogo de uma placa para cultura
celular de 24 pogos (Nunc). Apos 24 horas, o meio foi trocado por DMEM/F-12
livre de FBS e as células incubadas por mais 48 horas. Para estimular o
crescimento celular, ao término deste periodo foi novamente colocado o meio
DMEM/F-12 contendo 10% de FBS. Nos periodos de 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168
e 192 horas apods a adicao do meio com FBS, as células de 3 pocos de cada placa
foram lavadas duas vezes com PBS a 37 °C e incubadas com 0,3 ml de tripsina a
2%, também a 37°C por 20-25 minutos, até que estivessem completamente

separadas do assoalho da placa. A tripsina foi inativada com 2 ml de meio DMEM
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com 10% de FBS e aliquotas de 100 pl diluidas em 10 ml de isoton (Coulter
Balanced Eletrolytic Solution, Beckman, E.U.A.), sendo esta suspensé&o utilizada
para contagem em contador automatico de particulas (Coulter Counter Z-1,
Beckman, E.U.A.). Todas as contagens foram feitas em triplicata e os
experimentos repetidos quatro vezes. Apds obtencao dos valores médios de cada
periodo, foram construidas curvas de proliferagcao utilizando-se o programa Excel

(Microsoft, E.U.A.).

4.2.2. Indices mitéticos

Para o calculo dos indices mitéticos foram semeadas 2x10* células em
0,4 ml de meio DMEM/F-12 com 10% de FBS em cada pog¢o de uma lamina para
cultura celular com oito pogos (Lab Tek Nunc, Naperville, E.U.A.). Vinte e quatro
horas apds o plaqueamento, as células foram “carenciadas” em meio DMEM/F-12
livre de FBS por um periodo de 48 horas. Logo apos, o meio DMEM/F-12 com
10% de FBS foi novamente adicionado e depois de 45 horas as células foram
fixadas em alcool 70% por 15 minutos, coradas com hematoxilina de Carazzi
(Nuclear, Brasil) por 2 minutos, e as ldaminas montadas com balsamo do Canada.
O numero de mitoses foi contado com o auxilio do sistema Kontron 400 (Carl
Zeiss, Alemanha) em dois pogos para cada linhagem celular e o indice mitético

calculado.
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4.3. Imunocitoquimica

Para auxiliar na determinagdo do potencial proliferativo das linhagens
SCC foram realizadas reagdes imunocitoquimicas com os anticorpos primarios
anti-Ki-67 (Anti-Human Ki-67 antigen, clone MIB-1, Dako, Dinamarca) e anti-PCNA
(Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen, clone PC10, Dako). A expressao da
proteina humana Ki-67 esta estritamente associada a células em proliferacéo e
ausente em células quiescentes (GERDES et al, 1984). O fato de que esta
proteina esta presente durante todas as fases do ciclo celular, tendo uma
expressdao maxima nas fases G2 e M (SITTEL et al., 1999), a faz um excelente
marcador para determinar a fracdo de crescimento de uma determinada
populacao celular (KILL, 1996; SITTEL et al., 1999; SCHOLZEN & GERDES,
2000). TUMULURI et al. (2002) demonstraram que a proliferagdo celular
mensurada pela positividade imunohistoquimica para o antigeno Ki-67 tem forte
correlagdo com a gradacgéao histolégica em CECs bucais humanos. CARLOS DE
VICENTE et al. (2002) encontraram indice de positividade significativamente maior
para Ki-67 em CECs bucais indiferenciados, estando relacionado com pior
prognéstico. O PCNA é uma proteina nuclear acida, nao histénica, de 36 kDa
(MIYACHI et al, 1978), essencial na sintese de DNA, estando presente
principalmente no final de G1 e na fase S do ciclo celular (HUANG et al., 1994;
TSURIMOTO, 1998; SITTEL et al., 1999), declinando durante as fases G2 e M

(SITTEL et al., 1999). O PCNA também esta envolvido em processos de reparo do
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DNA (TOSCHI & BRAVO, 1998), estando diretamente relacionado com o indice de
proliferagédo celular (GOMES & BURGERS et al., 2000).

Também foram realizadas reagdes imunocitoquimicas com o0s
anticorpos anti-FAS (Transduction Laboratories, E.U.A.), anti-EGF (clone Ab-3,
Oncogene, E.U.A.), anti-EGFR (clone H11, Dako) e anti-c-erb-B2 (Dako).

Utilizou-se uma lamina para cultura celular com oito pogos (Lab Tek
Nunc, Naperville, IL) para cada marcador (dois pogos para cada linhagem), os
quais receberam 2x10* células suspensas em 0,4 ml de DMEM/F-12 com 10% de
FBS. Apds 24 horas do plaqueamento as células foram “carenciadas” pela adicao
de meio DMEM/F-12 livre de FBS por 48 horas, apds lavagem com PBS. Em
seguida as células foram novamente incubadas em meio DMEM/F-12 com 10% de
FBS e, depois de 24 horas, fixadas em alcool 70% por 15 minutos, para a
detecgdo de Ki-67 e PCNA ou paraformaldeido (3,7%) contendo 0.12 M de
sacarose a 37°C por 15 minutos, para a deteccao de FAS, EGFR, c-erb-B2 e EGF.

As laminas fixadas foram ent&do incubadas com os anticorpos primarios
por 16 horas a 4°C. Para cada anticorpo foi utilizada a seguinte diluicdo: anti-Ki-67
(1:200), anti-PCNA (1:60.000), anti-FAS (1:3.000), anti-EGF (1:30), anti-EGFR
(1:200) e anti-c-erb-B2 (1:50). Em sequéncia as laminas foram lavadas com PBS e
incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (Strept ABC
Complex/HRP Duet, Mouse/Rabbit, Dako) por 30 minutos a 37°C, diluidos a 1:200
para as reagdes com anti-Ki-67, anti-FAS e anti-EGF e a 1:500 quando os

anticorpos primarios foram anti-PCNA, anti-EGFR e anti-c-erb-B2. Depois de
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lavadas com PBS e incubadas com o complexo Streptavidina — Biotina (Dako) por
mais 30 minutos, as laminas foram coradas com 3,3’ tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (Ci2H19Ns - 4 HCI) - DAB (Sigma), contra-coradas com

hematoxilina de Carazzi (Nuclear) e montadas em balsamo do Canada.

4.4. Preparacao dos extratos protéicos das células SCC

Os “pellets” de células utilizados para a extragao protéica foram obtidos
por raspagem dos frascos de cultura com um "scraper" (Disposable Cell Scraper,
Costar, E.U.A.) quando as células estavam aproximadamente 70% confluentes.
As proteinas foram extraidas em um tampao de lise contendo 10% de sacarose,
1% de Triton-X, 20 mM de Tris pH 8,0, 137 mM de NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de
EDTA e 1 mM de NaF. Os inibidores de proteinases PMSF (1mM), NEM (1uM),
Benzamidina (1uM), inibidor de tripsina (“soybean trypsin inhibitor”’) (1uM) e
Pepstatina A (1uM) foram adicionados ao tampao de lise imediatamente antes do
uso. Cem microlitros deste tamp&o foram colocados nos tubos contendo os
"pellets" celulares, sendo mantidos no gelo por 30 minutos e agitados a cada 10
minutos. Depois deste periodo foi realizada uma centrifugacéo a 14.000 rpm por
15 minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados, sendo uma amostra de 2,5 pnl
separada para quantificacdo protéica. Todos as aliquotas dos extratos protéicos
foram imediatamente congeladas em gelo seco e transferidas para o freezer -

80°C, no qual foram mantidas até o momento do uso.
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A quantidade de proteina total dos extratos protéicos foi determinada
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando-se o reagente de Bradford

(Sigma) e um espectofotdmetro (Spectronic Genesys 2) ajustado para 595 nm.

4.5. Separacao eletroforética de proteinas e western blotting

Quantidades iguais de proteinas de cada extrato celular foram entéo
misturadas com um tampao de amostra redutor 4x concentrado (2% de SDS, 125
mM de Tris-HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol, 2% de 3-
mercaptoetanol), fervidas por 5 minutos e separadas eletroforeticamente em géis
de poliacrilamida-SDS a 6% em tampao de corrida (2,5 mM de Tris-HCI pH 8,0, 19
mM de glicina e 0,3 mM de SDS). Em seguida, as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher & Scuell, E.U.A.) em
tampéao contendo 1,2 mM de Tris-HCI pH 8,0, 9,6 mM de glicina e 20% metanol
por um periodo que variou de quatro a cinco horas e meia. Logo apés, todas as
membranas foram coradas com o corante "Ponceau S" (Sigma) para verificar a
eficacia da transferéncia. As membranas foram entdo bloqueadas por 16 horas a
4° C em uma solugdo contendo 5% leite em pé desnatado (Nestlé, Brasil)
dissolvido em tampao contendo 20 mM de Tris-HCI pH 7,6, 150 mM de NaCl e
0,1% de Tween 20 (TBST). Posteriormente as membranas foram incubadas por
2h a temperatura ambiente com os anticorpos primarios diluidos em TBST com
5% de leite em pd desnatado nas seguintes dilui¢des: anti-FAS (1:3.000), anti-

EGFR (1:1.000), anti-c-erb-B2 (1:20.000), anti-RA (clone PG-21, Upstate
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Biotechnology, E.U.A., 1,5 ug/ml) e anti-pB-actina (clone AC-15, Sigma, 1:40.000).
Foram ent&o realizadas quatro lavagens de 15 minutos cada com TBST, seguidas
de incubag&o com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase na diluigao
de 1:1000 (anti-lgG de camundongo para as reagdes contra FAS, EGFR e p-actina
e anti-IgG de coelho para as reagbes contra c-erb-B2 e RA), por 1h a temperatura
ambiente, sendo entao realizadas quatro lavagens de 15 minutos cada com TBST.
As reacgdes foram reveladas através de quimioluminescéncia, utilizando o kit de
deteccdo ECL - Western Blotting Analysis System (Amershan Pharmacia Biotech,
E.U.A.)) e expostas a filmes radiograficos X-Omat AR (Eastman Kodak Co.,
E.U.A.). Os resultados foram quantificados por analise densitométrica, realizada
com o auxilio de um densitdmetro modelo GS-700 (Bio Rad, E.U.A.), e do

programa Molecular Analyst (Bio Rad).

4.6. Purificacao de RNA e RT-PCR

RNA total foi extraido de “pellets” celulares usando o reagente Trizol
(Invitrogen). Antes das reagbes de RT, todas as amostras de RNA total foram
tratadas com 1 U de DNAse | (Amplification Grade, Invitrogen) por 10 minutos a
temperatura ambiente, para eliminar possiveis tracos de DNA gendmico
contaminante. Para a sintese de cDNA, 5ug de RNA total foram reversamente
transcritos em uma reagdo com volume final de 21 ul, contendo 0,5 mM de cada

desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 40 U de inibidor de RNAse, 50 U da enzima

47



Superscrit II RT (Invitrogen), 0,5 ug de “primers” oligo-dT (Invitrogen) e tampao 1 X
(contendo 1,5 mM MgCl,). As reagdes foram realizadas a 42 °C por 50 minutos,
seguidas de incubagdo a 70°C por 15 minutos. Reagdes sem a enzima RT foram
usadas como controles negativos.

Para a amplificagdo especifica dos cDNAs através de PCR, "primers"
especificos para FAS (sense: AACTCCTTGGCGGAAGAGA; anti-sense:
TAGGACCCCGTGGAATGTCA) e GAPDH (sense: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC;
anti-sense: GAAGATGGTGATGGGATTTC) foram delineados usando o programa
"Amplify 1.2" (Universidade de Wiscosin, Madison, E.U.A.) e sequéncias dos
respectivos RNAs mensageiros provenientes do "Gene Bank" (NCBI - "National
Center for Biotechnology Information” - NIH, E.U.A.- http://www.ncbi.nIm.nih.gov/).
Os transcritos para FAS e GAPDH foram amplificados em reagbes de 50 pl
contendo 2 pl de cada cDNA, 2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 0,2 mM
de cada “primer”. As condigdes do PCR foram: 95 °C por 5 minutos, 45 ciclos de
95°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos e extensao
final a 72 °C por 4 minutos. Dois microlitros de cada produto de PCR foram
separados eletroforeticamente em géis de poliacrilamida ndo desnaturantes a 8%
e corados pela prata de acordo com SANGUINETTI et al. (1994). As bandas
correspondentes a FAS (152 pb) e GADPH (226 pb) foram analisadas por
densitometria, sendo os resultados normalizados pela divisdo dos valores obtidos

para FAS pelos valores de GADPH.
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4.7. Inibicao da atividade de FAS com cerulenina

Para os experimentos de inibicdo da atividade da FAS com cerulenina,
foram plaqueadas 5 x 10° células da linhagem SCC-9 em 1 ml de DMEM/F-12
com 10% de FBS em cada pogo de placas de cultura de 24 pogos. Apos 24 horas
do plagueamento, as células foram incubadas por 48 horas em meio DMEM/F-12
livre de FBS, o qual foi a seguir substituido por DMEM/F-12 com 10% FBS
contendo 5 pug/ml de cerulenina (Sigma) no grupo experimental e apenas DMSO
(Sigma) nos controles (a cerulenina foi dissolvida em DMSOQO). Nos periodos de 48,
96, 144 e 192 horas ap0ds o inicio do tratamento, as células de trés pogos de cada
grupo foram lavadas duas vezes com PBS e soltas com 0,3 ml de tripsina a 2% a
37°C por 20-25 minutos. A tripsina foi inativada com 2 ml de meio DMEM contendo
10% de FBS e aliquotas de 100 ul foram coletadas, colocadas em frasco contendo
10 ml de isoton e contadas em contador automatico de particulas (Coulter Counter
Z-1, Beckman). Todas as contagens foram feitas em ftriplicata e apds obtencéo da
média dos valores para cada periodo, foi construido um grafico de proliferagdao no

programa Excel (Microsoft).

4.8. Tratamento das células com EGF exdogeno

Para verificar o efeito de EGF exdgeno sobre as células SCC, foram

plaqueadas 1 x 10° células (das linhagens SCC-9 e -15) em oito frascos de cultura

49



de 75 cm? (sendo quatro para o grupo controle e quatro para o grupo
experimental) em meio DMEM/F-12 com 10% de FBS. Quando atingiram
aproximadamente 60 — 70% de confluéncia, as células foram incubadas em meio
DMEM/F-12 com 0,5% de FBS por um periodo de 16 horas, de acordo com
ETTENBERG et al. (2001). Logo a seguir o meio foi trocado por DMEM/F-12 com
0,5% de FBS mais 150 ng/ml de EGF (Sigma), sendo dois frascos tratados por 12
horas e dois frascos tratados por 24 horas. Para cada periodo de tratamento,
outros dois frascos foram usados como controles, permanecendo apenas com
DMEM/F-12 com 0,5% FBS. As células foram coletadas por raspagem e as
proteinas extraidas quantificadas, separadas eletroforeticamente e transferidas
para membranas de nitrocelulose, como descrito anteriormente. Depois de
bloqueadas por 16 horas a 4° C, as membranas foram incubadas por 2h a
temperatura ambiente com anticorpos primarios contra FAS, EGFR, c-erb-B2 e -
actina, nas mesmas diluicbes descritas anteriormente. Apos incubacido com os
respectivos anticorpos secundarios, as reag¢des foram reveladas como descrito no
item 4.5. deste capitulo.

Para avaliar o efeito do EGF exdgeno sobre a proliferagdo, 5 x 10°
células da linhagem SCC-9 foram plaqueadas em cada pogo de placas de 24
pocos em 1ml de meio DMEM/F-12 contendo 10% de FBS. Vinte e quatro horas
apdés o plaqueamento, as células foram incubadas por 16 horas com meio
DMEM/F-12 com 0,5% de FBS. Este foi entdo trocado por DMEM/F-12 com 0,5%

de FBS contendo 150 ng/ml de EGF + DMSO para o grupo controle ou DMEM/F-
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12 contendo 150 ng/ml de EGF + 5 ug/ml de cerulenina. Um terceiro grupo
experimental, tratado somente com DMEM/F-12 com 0,5% de FBS foi também
realizado. Apos 48, 92, 144 e 192 horas, as células de trés pogos de cada grupo
foram lavadas duas vezes com PBS, soltas com de tripsina e contadas em
contador automatico de células. Apos obtencdo da média dos valores de
contagem de cada periodo, foi construido um grafico da curva de proliferagdo

como descrito anteriormente.

4.9. Analises Estatisticas

A significancia estatistica dos resultados foi verificada através da
analise de variancia ndo paramétrica (testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney) e
do teste Qui-quadrado para comparagédo entre os grupos, com o auxilio do
programa computacional SigmaStat (Jandel Scientific Software, EUA). O nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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5. Resultados

5.1. Células

Os experimentos deste trabalho foram realizados com as linhagens
celulares SCC-4, -9, -15 e -25, que apesar de derivarem de CECs de lingua,
apresentam caracteristicas biolégicas bastante diferentes.

As linhagens SCC-4 e -15 se mostraram semelhantes no aspecto
morfolégico, ambas com células grandes e arredondadas com nucléolos
evidentes, células multinucleadas e crescimento formando redes de células
(Figuras 1A e 1C). Os periodos de incubagado com tripsina utilizados para que as
células soltassem dos frascos ou placas de cultura foram de 6 minutos para a
SCC-15 e 7 minutos para a SCC-4. Uma particularidade observada na linhagem
SCC-15 foi o fato das células formarem agregados de dificil separagao, os quais
eram dissociados mecanicamente através de pipetagem, antes das quantificagoes
no contador automatico de células.

A linhagem SCC-9 é composta por células também arredondadas,
porém menores do que as células SCC-4 e -15. Os nucleos sao grandes com
nucléolos bastante evidentes e, ao contrario das linhagens SCC-4 e -15, poucas
células multinucleadas. Esta linhagem também apresentou um padrdo de
crescimento em rede (Figura 1B), sendo necessario um tempo mais longo de
tripsinizagao (8 minutos) para solta-las dos frascos de cultura.

Células pequenas, com citoplasma escasso, nucleo grande e nucléolos

evidentes, com aspecto variando de arredondado a fusiforme (Figura 1 D)
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caracterizam a linhagem SCC-25. O padrao de crescimento desta linhagem foi
diferente, sendo observada a formagdo de pequenos grumos. Esta linhagem
necessitou o menor tempo de tripsinizagdo (cerca de 5 minutos) e quando
observadas ainda em suspensao ao microscopio de contraste de fase, sempre se

apresentaram mais soltas e dispersas do que as outras trés linhagens estudadas.
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Figura 1— Aspecto morfoldgico das linhagens celulares SCC-4 (A), -9 (B), -15 (C)
e -25 (D) em culturas subconfluentes, observadas em microscopia de contraste de
fase (aumento original: 100x). Em A observa-se a presenga de nucléolos
evidentes (detalhe em maior aumento), em B a formacdo de redes de células
caracteristica da linhagem SCC-9, em C a presenga de célula grande (I>) e
células multinucleadas (®) e em D células fusiformes presentes na linhagem -25
(<€) com seu tipico crescimento em grumos (*).
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5.2. Proliferacao Celular

O potencial proliferativo das linhagens celulares SCC foi estimado
através da construcdo de curvas de proliferagdo, utilizando um contador
automatico de células, do «calculo do indice mitético e de reagdes

imunocitoquimicas para os marcadores de proliferacao Ki-67 e PCNA.

5.2.1. Curvas de Proliferacéo

Visando comparar o crescimento das quatro linhagens SCC, foram
realizadas neste trabalho quatro curvas de proliferagao, nas quais as células foram
cultivadas em placas de 24 pocos, tripsinizadas e contadas em contador
automatico de células em intervalos de 24 horas, num periodo total de 192 horas.

Em todos os experimentos, a linhagem que apresentou maior potencial
proliferativo foi a SCC-25, a qual mostrou um maior niumero de células em todos
os periodos. As linhagens SCC-4, -9 e -15 se comportaram de maneira
semelhante, ndo havendo grandes diferengas entre elas nos intervalos de tempo
analisados. De uma maneira geral, o pico de proliferagdo variou entre 144 e 168
horas para todas as linhagens. No periodo de 192 horas apds o plaqueamento,
observou-se com frequéncia um declinio no numero de células, provavelmente
porque estas estavam préximas da confluéncia, o que provocava a morte celular.
No primeiro experimento de proliferagao (Figura 2) a linhagem que mais proliferou
foi a SCC-25, seguida da SCC-15. As células SCC-4 e -9 apresentaram indices de

proliferacdo muito semelhantes, com pequenas variagdes em alguns periodos da
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contagem. No segundo experimento de proliferacdo (Figura 3) a linhagem que
mais proliferou também foi a SCC-25, seguida da SCC -15, -9 e -4. No terceiro e
quarto experimentos de proliferagcao os resultados foram semelhantes, com um
crescimento significativamente maior das células SCC-25, seguida das outras trés
linhagens com valores muito préximos (Figuras 4 e 5).

Em conjunto, estes resultados demonstraram claramente que a

linhagem que apresenta maior potencial proliferativo € a SCC-25.

57



%
T * kkk
< %0 I 7
13 * 1
7 40 - T —e—SCC4
= *k
3 . ; L T = SCC9
e ScC 15
g 20 - SCC 25
£
=]
Z 10 -
0 T T T T 1

24 48 72 96 120 144 168 192

Horas

Figura 2- Grafico mostrando os resultados do primeiro experimento de
proliferagédo (Kruskal-Wallis: * p< 0,001; ** p= 0,003; *** p= 0,02).
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Figura 3- Grafico representando os valores obtidos no segundo experimento de
proliferacédo (Kruskal-Wallis: * p< 0,001).
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Figura 4- Resultados do terceiro experimento de proliferagao (Kruskall-Wallis: * p<
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Figura 5- Representagdo grafica dos resultados do quarto experimento de
proliferagédo (Kruskal-Wallis: * p< 0,001; **p= 0,005).
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5.2.2. indices Mitéticos

Para a determinagao do indice mitético das células SCC-4, -9, -15 e -25,
estas células foram semeadas em lamina para cultura celular de oito pogos (dois
pocos para cada linhagem) e coradas com hematoxilina de Carazzi. Diferentes
fases da mitose puderam ser observadas, tais como anafase, metafase e teldfase,
além da eventual presenga de mitoses atipicas (Figura 6). A quantificagdo do
numero de mitoses foi realizada com o auxilio sistema Kontron 400, no qual tanto
0 numero de mitoses quanto o numero total de células por campo foram contados
(média de 50 campos por pogo, dois pogos de cada linhagem) e a porcentagem de
células em mitose calculada. Como pode ser observado na Figura 7, 5,04% das
células da linhagem SCC-4, 5,92% das células da linhagem SCC-9, 4,58% das

células da linhagem SCC-15 e 9,4% das células da SCC-25 estavam em mitose.
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Figura 6- Fotografias representativas das linhagens celulares SCC-4 (A), -9 (B), -
15 (C) e -25 (D) coradas em hematoxilina de Carazzi, utilizadas para contagem
das mitoses. Em A e B () observam-se células em metafases atipicas, em C
célula em anafase (@) e teléfase (*), em D (>) a presenga de varias células em
mitose (aumento original: 400x).
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Figura 7- Representacao grafica dos indices mitéticos obtidos para as linhagens
SCC-4, -9, -15 e -25 (x* = 55,75; p<0,001).
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5.2.3. Deteccao imunocitoquimica de Ki-67 e PCNA nas células SCC

Para comparar o potencial de crescimento das células SCC através da
marcagao com anticorpos anti-Ki-67 ou anti-PCNA, consideramos positivos todos
0s nucleos com coloragdo marrom, independentemente da intensidade (Figuras 8
e 10). Nas reagdes imunocitoquimicas para detectar o marcador de proliferagao ki-
67, a linhagem SCC-25 apresentou maior numero de células com nucleo positivo,
seguida da SCC-9, -4 e -15. O gréfico da Figura 9 mostra o resultado da contagem
de células positivas para Ki-67, na qual a SCC-25 apresentou 95,98% de
positividade, seguida pela SCC-9 com 79,96%, SCC-4 com 67,51% e SCC-15
com 65,58%.

Os resultados para o marcador de proliferacao PCNA foram
semelhantes aos obtidos para o Ki-67, sendo que a positividade nuclear para esta
proteina também variou de fraca e moderada a forte (Figura 10). A figura 11
mostra a porcentagem de células positivas para este marcador, que foi 79,31%
para a linhagem SCC-25, seguida de 65,10% para a linhagem SCC-4, 61,44%
para a SCC-9 e 59,13% para as células SCC-15.

A maior positividade para as proteinas Ki-67 e PCNA na linhagem SCC-
25 foram estatisticamente significantes (3, p< 0,001) e estdo em concordancia
com os resultados das curvas de proliferagao, nas quais esta foi a linhagem que

mais proliferou.
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Figural0 - Reacdo imunocitoquimica para a deteccdo do marcador de
proliferacdo PCNA. A coloragdo dos nucleos celulares variou em intensidade, de
marrom claro a escuro e 0 maior numero de células positivas foi observado na
linhagem SCC-25 (D). (A) SCC-4, (B) SCC-9, (C) SCC-15 (aumento original:
200x).
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Figura 11 - Porcentagem de células positivas para o marcador de proliferacao
PCNA (3 = 183,07; p<0,001).
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5.3. Producéao de FAS pelas células SCC

A producdo de FAS pelas linhagens celulares SCC-4, -9, -15 e -25 foi
avaliada através de experimentos de RT-PCR, western blotting e de reacdes
imunocitoquimicas.

Os experimentos de RT-PCR realizados neste trabalho (Figura 13)
foram feitos por Karina Gottardelo Zecchin, doutoranda do programa de Pods-
Graduagao em Estomatopatologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
UNICAMP. A Figura 13 A mostra um gel de poliacrilamida nao desnaturante a 8%
corado pela prata, no qual dois microlitros de cada produto de PCR foram
aplicados. Observa-se que a linhagem SCC-9 foi a que apresentou a maior
expressdo de RNAs mensageiros para FAS, seguida da SCC-25. Quantidades
menores destes mensageiros foram detectadas nas linhagens -4 e -15. A analise
densitométrica das bandas pode ser observada na Figura 13 B.

Para os ensaios de western blotting, quarenta microgramas de extrato
protéico das linhagens SCC-4, -9, -15 e -25 foram separados eletroforeticamente
em geéis de poliacrilamida-SDS a 6% e transferidos para membranas de
nitrocelulose. A Figura 14 A mostra que todas as linhagens celulares produzem a
proteina FAS, sendo as maiores quantidades detectadas nas células SCC-9 e —
25. No painel inferior desta mesma figura observamos que a quantidade de
proteinas presente em cada canaleta do gel foi equivalente, através da reacao
com anticorpos contra a proteina de citoesqueleto B-actina. Na Figura 14 B

podemos observar a analise densitométrica das bandas correspondentes a
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proteina FAS. Estes achados foram confirmados por outros trés experimentos
semelhantes. Os resultados obtidos nas reagbes de western blotting séo
semelhantes aos encontrados nos experimentos de RT-PCR (Figura 13),
sugerindo que a quantidade da proteina FAS nas células SCC é regulada pelo
controle da quantidade de seus RNAs mensageiros e ndo por controle poés-
traducional, pelo menos nas condi¢gdes aqui estudadas.

Visando verificar a distribuicao intracelular da proteina FAS nas células
SCC foram realizadas reacbes imunocitoquimicas com os mesmos anticorpos
primarios utilizados nos western blots. Todas as linhagens apresentaram
positividade para a maioria das células, exibindo marcacéo citoplasmatica que
variou de fraca a intensa, sendo algumas vezes mais forte na regido perinuclear
(Figura 15). Reagdes mais intensas € um maior numero de células positivas para a
proteina FAS foram encontradas nas linhagens SCC-9 e -25 (Figura 15),
confirmando os achados de RT-PCR e de western blotting, nos quais estas células

foram as que mais produziram tanto RNAs mensageiros como a proteina FAS.
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Figura 13- Reacédo de RT-PCR para verificar a expressdo de RNAs mensageiros
para FAS nas linhagens SCC-4, -9, -15 e -25. (A) Dois microlitros de cada produto
de PCR foram separados eletroforeticamente em géis de poliacrilamida nao
desnaturantes a 8% e corados pela prata. Observa-se maior expressao de FAS na
linhagem SCC-9, seguida da SCC-25. Quantidades menores foram expressas
pelas linhagens SCC-4 e -15. (B) anadlise densitométrica das bandas de FAS
normalizadas pelas respectivas bandas de GADPH.
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Figura 14- (A) Western blotting usando proteinas extraidas das células SCC e
anticorpos anti-FAS ou anti-B-actina. Maiores quantidades da enzima FAS foram
detectadas nas linhagens SCC-9 e -25. O anticorpo anti-B-actina foi utilizado para
comprovar a presenca de quantidades semelhantes de proteina em cada canaleta.

(B) Analise densitométrica das bandas.

C

Figura 15-Detecgcado imunocitoquimica da enzima FAS nas linhagens SCC-4 (A),
SCC-9 (B), SCC-15 (C) e SCC-25 (D). Observam-se células positivas para FAS
com marcacgao citoplasmatica em todas as linhagens, sendo a coloragéo as vezes
mais intensa na regido perinuclear. A maior positividade foi detectada na linhagem

SCC-9 (B), seguida pela SCC-25 (D) (aumento original: 200x).

68



5.4. Producao de RA, EGF, EGFR e c-erb-B2 pelas células SCC

A Figura 16 mostra um experimento de western blotting para deteccao
de RA na linhagem SCC-4, no qual foram usados como controles positivos
extratos protéicos feitos a partir de fibroblastos gengivais em cultura (linhagem
FGH 4) ou de prostata e testiculos de rato. Neste ensaio, aproximadamente
sessenta microgramas de proteinas destas amostras foram separados em géis de
poliacrilamida-SDS a 6%, transferidos para membranas de nitrocelulose,
incubados com anticorpos contra RA e as reacbes reveladas por
quimioluminescéncia. Uma quantidade baixa deste receptor foi evidenciada nas
células SCC-4 enquanto que fortes bandas foram detectadas nas amostras dos
controles positivos (Figura 16). Uma comparagdo da expressao da proteina RA
entre as células SCC esta mostrada na Figura 17 A. Quantidades muito baixas de
RA foram encontradas nas linhagens SCC-4, -9 e -15, ao passo que células SCC-
25 nado produzem RA ou o fizeram em quantidades abaixo do limite de
sensibilidade desta técnica (Figura 17A).

A expressdo de EGFR e de c-erb-B2 foi também avaliada por
experimentos de western blotting, nos quais grandes quantidades de EGFR foram
detectadas nas quatro linhagens, sendo que as células SCC-4 e -15 apresentaram
bandas bem mais intensas que as SCC-9 e -25 (Figura 17 B). Na linhagem SCC-
25, observou-se a presenga de uma segunda banda, de massa molecular menor e
intensidade mais fraca, que provavelmente corresponde a uma forma de EGFR

mutada (EGFR vlll) e constitutivamente ativada, que também pode ser
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reconhecida pelos anticorpos primarios usados neste estudo (Figura 17 B). Nas
reacdes imunocitoquimicas, observou-se uma maior positividade para EGFR nas
linhagens SCC -4 e -15 (Figura 18), achados concordantes com os resultados dos
ensaios de western blotting. Nestas linhagens (SCC -4 e -15), observamos forte
positividade na membrana celular bem como uma marcagao com aspecto granular
no citoplasma, algumas vezes sobreposta ao nucleo, sendo portanto dificil
determinar a localizagao exata do receptor, se no citoplasma (internalizado para
protedlise pelo sistema ubiquitina-proteossomo) ou na superficie externa da
membrana celular. Por outro lado, as células SCC -9 e -25 exibiram um padrao de
marcagao diferente, com positividade predominante na membrana celular (Figura
18) e eventuais granulagdes no citoplasma, principalmente na SCC-9. A SCC-25
mostrou marcacgao intensa e exclusivamente de membrana (Figura 18).

Nas reacgbes de western blotting para c-erb-B2 foram detectadas bandas
fortes e com intensidades semelhantes nas linhagens SCC-4, -9 e —15 e uma
expressdo menor nas células SCC-25 (Figura 17 C). A analise da distribuigdo
desta proteina através de imunocitoquimica mostrou positividade citoplasmatica
(Figura 19). Estes resultados foram também comparaveis aos de western blotting,
nos quais a expressao de c-erb-B2 nas células SCC-4, -9 e -15 foi semelhante,
sendo menos intensa na SCC-25, em comparagdo com as outras linhagens
(Figura 19).

A expressao do fator de crescimento EGF pelas linhagens SCC foi
estudada somente por imunocitoquimica, pois devido a sua pequena massa

molecular (6 kDa) torna-se dificil sua observagdo através de técnicas
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convencionais de eletroforese de proteinas. As células positivas apresentaram
marcagao citoplasmatica e estavam presentes em todas as linhagens, embora

uma marcagdo mais intensa tenha sido observada na linhagem SCC-25 (Figura

20).
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Figura 16 — Reacéo de western blotting para deteccéo de RA na linhagem SCC-4
utilizando como controles positivos extratos protéicos de testiculos (T) e préstata
(P) de rato e fibroblastos gengivais humanos da linhagem FGH 4. Pouco RA foi
observado na linhagem SCC-4, enquanto que grandes quantidades deste receptor
foram encontradas nas amostras dos controles positivos.

SCC-4 SCC-9 SCC-15 SCC-26

A g RA

B . —— .s EGFR
C -.-~ c-erb-B2

B-actina

D

Figura 17- Reacbes de western blotting para deteccao de RA (A), EGFR (B), c-
erb-B2 (C) e B-actina (D) nas linhagens SCC-4,-9,-15 e -25. Em A nota-se a
presenca de quantidades minimas de RA nas células SCC-4, -9, -15 e auséncia
de RA na -25. Em B encontramos grandes quantidades do receptor EGFR nas
linhagens SCC-4 e -15. Nos extratos protéicos das células SCC-25 observou-se a
presenca de uma segunda banda mais fraca e de massa molecular menor (seta),
que provavelmente corresponde a uma forma de EGFR mutada (EGFR vlll). Nas
reacdes para c-erb-B2 (C) nota-se a presenca de fortes bandas com intensidades
semelhantes nas linhagens SCC-4, -9 e -15 e uma reagao mais fraca nas células
SCC-25 (D) Reagéao com o anticorpo anti-p-actina para comprovar a presenga de
quantidades semelhantes de proteina em cada canaleta.
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Figura 18- Reagbes imunocitoquimicas para detec¢gao de EGFR nas células SCC-
4 (A), SCC-9 (B), SCC-15 (C) e SCC-25 (D). Observa-se uma maior positividade
para o receptor nas linhagens SCC-4 (A) e SCC-15 (C), com marcagédo da
membrana citoplasmatica e presenca de granulagdes no citoplasma. Marcagao
predominantemente de membrana foi observada nas linhagens SCC-9 (B) e SCC-
25 (D) (aumento original: 400x).
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Figura 19- Distribuicdo da proteina c-erb-B2 nas células SCC-4 (A), SCC-9 (B),
SCC-15 (C) e SCC-25 (D) detectada através de imunocitoquimica. Observa-se um
padrao de marcacgédo citoplasmatico nas quatro linhagens. A intensidade de
marcagao foi semelhante nas linhagens SCC-4 (A), -9 (B) e —15 (C), sendo as
reagcées menos intensas na SCC-25 (aumento original: 400x).
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Figura 20- Expressao de EGF pelas células SCC-4 (A), SCC-9 (B), SCC-15 (C) e
SCC-25 (D). Observa-se maior intensidade da reagcao na linhagem SCC-25
(aumento original: 400x).
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5.5. Efeito da inibicao da atividade de FAS na proliferacao das células SCC

No intuito de verificar se a atividade de FAS é importante para a
proliferagdo das células SCC, selecionamos a linhagem SCC-9, a qual apresentou
a maior expressdao de FAS nos experimentos de RT-PCR, western blotting e
imunocitoquimica, para o tratamento com o inibidor especifico e natural da FAS, a
cerulenina. Estas células foram entdo cultivadas em meio DMEM/F-12 com 10%
de FBS na presenca de 5 ug/ml de cerulenina ou de quantidades equivalentes de
DMSO (utilizado como solvente) e contadas em intervalos de 48 horas, num total
de 192 horas. Este experimento mostrou que, em comparagdo com O grupo
controle, as células do grupo tratado com cerulenina tiveram uma significativa
inibicdo da atividade proliferativa (Figura 21), sugerindo que a sintese endogena

de acidos graxos é essencial para a sua proliferagao.
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Figura 21- Inibicdo da proliferagdo das células SCC-9 pelo tratamento com
cerulenina. As células foram cultivadas na presenga de 5 ug/ml de cerulenina ou
de quantidades equivalentes de DMSO por 192h. A inibicdo da atividade de FAS
provocou significativa redug¢do no crescimento celular em todos os periodos
analisados (Mann-Whitney: * p< 0,001; ** p= 0,017; *** p=0,002).
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5.6. Efeito do tratamento com EGF exégeno na producao de FAS e na
proliferacao das células SCC

Os resultados deste trabalho mostram uma baixa expressao de RA e
alta expressdo de EGFR nas quatro linhagens SCC. Considerando-se os dados
existentes na literatura mostrando que EGF estimula a expressao de FAS em
células derivadas de carcinoma prostatico humano (LNCaP), decidiu-se verificar
se EGF teria algum efeito no controle da produg¢ao desta enzima nas células SCC.
Para isto, células SCC-15 (com baixa produgéao relativa de FAS) e -9 (linhagem
que mais produziu FAS) foram expostas a 150 ng/ml de EGF exégeno em meio
DMEM/F-12 contendo 0,5% de FBS, sendo a expressao de FAS, c-erb-B2 e
EGFR analisadas através de western blotting e a proliferagdo estudada através de
contagem automatica de células. Como pode ser observado na Figura 22, o
tratamento com EGF exdgeno promoveu uma nitida redugdo da quantidade da
proteina FAS nos extratos protéicos, tanto apés 12 como 24 horas de incubacéo.
Os niveis de EGFR foram também bastante reduzidos apds os mesmos periodos
de tratamento, enquanto que uma discreta diminuicdo da quantidade de c-erb-B2
pbdde ser observada nas células tratadas com EGF (Figura 22). A redugado na
quantidade de EGFR nos extratos celulares provenientes de células tratadas com
EGF sugere que este receptor foi degradado pelo sistema ubiquitina-proteossomo
apos sua ligagao com EGF e posterior internalizagao, fendmeno este descrito na
literatura em células de CECs bucais por NOURI et al. (2000) e em outros
modelos experimentais, como as células epiteliais de rim de macaco verde

africano (COS-1) (LONGVA et al., 2002).
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Figura 22 - Efeito do tratamento com 150 ng/ml de EGF sobre as quantidades das
proteinas FAS, EGFR e c-erb-B2 nos extratos celulares de células SCC-9. O
tratamento com EGF produziu uma clara redugdao nos niveis de FAS (A) e de
EGFR (B), nos periodos de 12 e 24 horas de incubagado. Uma discreta diminuicao
nos niveis de c-erb-B2 (C) nos mesmos periodos foi também observada. (D)
western blotting com anticorpos primarios contra p-actina, usado para verificar se
a quantidade de proteinas aplicada em cada canaleta foi equivalente. O resultado
dos experimentos com as células SCC-15 foi o mesmo.
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As células da linhagem SCC-9 foram a seguir semeadas em placas de
24 pocgos e incubadas em meio DMEM/F-12 contendo 0,5% de FBS mais 150
ng/ml de EFG e incubadas por um periodo de 192 horas. Em intervalos de 48
horas, estas foram tripsinizadas e contadas em contador automatico. A Figura 23
mostra que quando sob a agdo do EGF exdégeno as células SCC 9 proliferam
menos que as células controle, o que também ocorreu no grupo submetido a

tratamento com 5 pug/ml de cerulenina.
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Figrua 23- Efeito do EGF na proliferagdo da linhagem SCC-9. Culturas foram
expostas a 150 ng/ml de EGF, tripsinizadas e as células contadas em contador
automatico. As células dos grupos tratados com EGF apresentaram inibigcdo do
crescimento em comparagao com o grupo controle (0,5% FBS). Observa-se maior
inibicdo para o grupo tratado com EGF e cerulenina (Mann-Whitney: * p=0,002; **
p=0,022).
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6. DISCUSSAO

Um crescente numero de trabalhos recentes da literatura vem
comprovando a idéia relativamente antiga de que a sintese lipidica seria um fator
vital para a sobrevivéncia das células malignas, conferindo ainda uma vantagem
proliferativa a estas. De fato, FAS, a enzima anabdlica que sintetiza os acidos
graxos endogenos, esta presente em grandes quantidades em diversas
neoplasias malignas humanas (EPSTEIN et al., 1995; PIZER et al., 1996a; PIZER
et al., 1996b; SHUBARJI et al, 1996; MILGRAUM et al., 1997; RASHID et al.,
1997; SWINNEN et al., 1997; PIZER et al., 1998b; VISCA et al., 1999; VLAD et al.,
1999; ALO et al.,, 2000; OSKOUIAN, 2000; PIYTHILAKE, 2000; SWINNEN et al.,
2000; BULL et al., 2001; DHANASEKARAN et al., 2001; NEMOTO et al., 2001;
WANG et al., 2001; WELSH et al., 2001; KUSAKABE et al., 2002; SWINNEN et
al., 2002; ROSSI et al.,, 2003; INNOCENZI et al., 2003; TAKAHIRO et al., 2003;
VISCA et al., 2003), dentre as quais incluem-se os CECs bucais (KRONTIRAS et
al. 1999; SILVA et al., 2003). A expressdao da proteina FAS tem sido ainda
considerada como um marcador para o prognostico de alguns destes tumores,
como o cancer de prostata (EPSTEIN et al., 1995), de mama (ALO et al., 1996),
de ovario (GANSLER et al., 1997; ALO et al., 2000), de colon (VISCA et al., 1999),
o melanoma (INNOCENZI et al., 2003) e também sarcomas de tecidos moles
(TAKAHIRO et al., 2003). De acordo com BARON et al. (2003), tumores que
expressam grandes quantidades de FAS apresentam um comportamento biolégico

mais agressivo comparado com aqueles que apresentam niveis normais, pois a
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atividade desta enzima proporciona uma vantagem seletiva para o crescimento
celular. Um estudo recente de analise da expressao génica em larga escala
confirma, de certa forma, esta hipotese. Neste trabalho, a comparacdo por
“‘microarrays” entre o padrdo de expressdao génica das metastases e das
respectivas lesbes primarias de diversas neoplasias revelou um grupo de genes
associados ao processo metastatico, dentre os quais se encontra a FAS
(RAMASWAMY et al., 2003). Diversos estudos mostram que inibidores especificos
da atividade de FAS sdo capazes de inibir a proliferagao celular, através do
bloqueio da sintese de DNA durante a fase S, o que leva posteriormente as
células a morte por apoptose (FURUYA et al., 1997; PIZER et al., 1998b; LI et al.,
2001). Embora muito recentemente SWINNEN et al. (2003) tenham mostrado que
a atividade de FAS é necessaria para a produgcao dos fosfolipidios incorporados
nas membranas das células da linhagem de cancer de préstata LNCaP, o
mecanismo biolégico envolvido na comunicagdo entre a progressdao do ciclo
celular e a biossintese de lipidios € ainda completamente desconhecido. Estes
mesmos autores sugerem, no entanto, que fosfolipidios presentes em
microdominios da membrana podem ativar cascatas de sinalizagao intracelular, as
quais poderiam estimular a proliferacdo. Desta maneira, o metabolismo de acidos
graxos tem sido apontado por muitos pesquisadores como um promissor alvo para
a terapia do cancer, principalmente devido a baixa expressao de FAS em tecidos
normais e a citotoxicidade seletiva para as células tumorais (KUHAJDA, 2000;
KUMAR-SINHA et al., 2003; BARON et al., 2003). A inibigdo quimica da atividade

de FAS é aparentemente bem tolerada em camundongos adultos e funciona como
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inibidor de apetite (LOFTUS et al., 2000; KUMAR et al. 2001). Entretanto, a
delegao do gene que codifica a proteina FAS (FASN) é letal e provoca a morte dos
embrides antes mesmo da implantagdo destes no utero, sugerindo que terapias
baseadas no bloqueio da atividade desta enzima possam apresentar graves
efeitos teratogénicos (CHIRALA et al, 2003). Ja a inibicdo de FAS
preferencialmente nos tecidos neoplasicos esta sendo estudada no laboratério do
Dr. Massimo Loda, no Dana-Farber Cancer Institute (Harvard Medical School,
Boston, E.U.A.). Este grupo mostrou recentemente que a proteina FAS pode ser
degradada pelo sistema ubiquitina-proteossomo e identificou a enzima
responsavel pela remocado das suas etiquetas de ubiquitina, denominada de
USP2. USP2, por sua vez, tem expressdo também aumentada no cancer de
préstata, no qual atua prolongando a meia-vida da proteina FAS (GRANER et al.,
2003). Estes autores sugerem que USP2 pode ser um melhor alvo terapéutico que
a propria FAS, caso FAS seja o0 unico substrato para esta enzima
desubiquitinante.

Neste trabalho foram utilizadas as linhagens celulares derivadas de
CECs bucais SCC-4, -9, -15 e -25 para investigar uma possivel participagao da
FAS na patogénese do CEC bucal. Através de experimentos de RT-PCR, de
western blots e de reacdes imunocitoquimicas, péde-se observar que FAS é
expressa nas quatro linhagens, porém em quantidades diferentes. As linhagens
que apresentaram as maiores quantidades tanto de RNAs mensageiros para FAS
como da proteina FAS foram a SCC-9 e -25. O aumento da produgcao desta

enzima em displasias epiteliais e CECs humanos de lingua, em relagéo ao epitélio
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adjacente morfologicamente normal, foi relatado pela primeira vez por
KRONTIRAS et al., em 1999. Em concordancia com os achados destes autores,
um estudo recente realizado na Disciplina de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP
mostrou que FAS é expressa em 78% dos casos de uma amostra de 62 CECs da
regiao de cabega e pescoco, principalmente nas lesées microscopicamente bem
diferenciadas (SILVA et al,, 2003). Além do mais, a expressdao de FAS, que no
epitélio normal esta restrita as camadas celulares inferiores, passa a ser
encontrada em todas as células da camada espinhosa nos casos de displasia
epitelial moderada ou severa (SILVA et al.,, 2003). Reforgcando a importancia da
sintese de acidos graxos na patogénese dos CECs bucais, GUO et al. (2000),
mostraram que esta atividade € mais alta em amostras teciduais de CECs bucais
do que a que em amostras de areas adjacentes ao tumor ou de mucosa bucal
clinicamente normal. Estes mesmos autores (GUO et al., 2003) demonstraram
ainda haver inibicdo da sintese de acidos graxos em fragmentos de tecido de
CECs bucais apos tratamento com cerulenina, o que ocorreu também em
amostras de mucosa clinicamente normal, porém em menor extensao.

Os inibidores especificos da atividade da FAS, incluindo o produto
natural cerulenina e o composto sintético ¢75, causam diminuicdo da sintese de
acidos graxos e inibicdo da sintese de DNA com consequente bloqueio da
progressao para a fase S do ciclo celular, o que acaba por induzir a morte por
apoptose em células de carcinoma de colon (HCT 116 e RKO), de leucemia pro-
mielocitica (HL 60) e de carcinoma de mama (MCF-7) (FURUYA et al., 1997;

PIZER et al., 1996a; PIZER et al, 1998b; LI et al, 2001). No entanto, o
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mecanismo através do qual a inibicdo de FAS desencadeia a apoptose ainda nao
esta claro, apesar de ter sido sugerido que o acumulo do intermediario metabdlico
malonil-CoA poderia mediar este fendbmeno (PIZER et al., 2000; LI et al., 2001;
THUPARI et al., 2001). Os resultados do presente trabalho mostram, pela primeira
vez, que o bloqueio da atividade de FAS inibe significativamente a proliferacao de
células derivadas de CECs bucais (Figura 21). Estes corroboram os dados ja
publicados na literatura, indicando que um alto metabolismo de lipidios é essencial
para a proliferacdo de células cancerosas (FURUYA et al., 1997; PIZER et al.,
1998b; PIZER et al., 2000; LI et al., 2001).

Os experimentos deste trabalho sugerem que exista uma correlagéo
entre proliferagdo celular e os niveis tanto de RNAs mensageiros como da
proteina FAS nas células SCC. Curiosamente, a linhagem que apresentou os mais
altos niveis de FAS foi a SCC-9, cujo potencial proliferativo nao foi
significativamente diferente das linhagens SCC-4 e -15, as quais mostraram uma
menor expressao desta enzima. Entretanto, a linhagem SCC-25, que exibiu um
indice de proliferagdo muito maior do que as outras trés (nas curvas de
proliferacdo, no indice mitdético e nas reagdes imunocitoquimicas para os
marcadores Ki-67 e PCNA), apresentou também elevada expressdo de FAS,
embora em quantidades menores do que a SCC-9. Isto nao é dificil de entender,
tendo-se em vista que os experimentos aqui apresentados descrevem o
comportamento de quatro linhagens celulares tumorais, as quais provavelmente
acumulam alteragbes genéticas oriundas das lesbes a partir das quais tiveram

origem e do proprio subcultivo no laboratério. Por exemplo, uma segunda banda,
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com massa molecular menor, foi observada em todos os experimentos de
westerns blotting para deteccdo de receptor EGFR na linhagem SCC-25. Esta
banda corresponde, provavelmente, a uma forma mutada de EGFR, denominada
de EGFRUVIII, com cerca de 145 kDa. Esta forma mutante do receptor EGFR pode
ser reconhecida pelos anticorpos utilizados neste trabalho e é constitutivamente
ativada (WIKSTRAND et al., 1995; OKAMOTO et al., 2003). Portanto, sua
presenca poderia ser uma das explicagdes para a vantagem proliferativa da SCC-
25 sobre as outras trés linhagens. De acordo com OKAMOTO et al. (2003),
alteragdes no gene que codifica EGFR podem ser tdo importantes quanto
alteragdes na sua expressao, sendo a variante EGFRvIII (também conhecida
como AEGFR ou de2-7 EGFR) uma das mutagbes mais comuns, caracterizada
pela delegcao dos exons 2-7. A frequente expressao de EGFRvIlIl em diversos
tumores humanos, sugere que esta molécula confere uma vantagem de
crescimento para células tumorais in vivo.

De acordo com KUHAJDA (2000), em tumores que respondem a
horménios, estrogeno, progesterona e andrégenos regulam a expressao de FAS.
Estd bem estabelecido que progesterona aumenta os niveis de RNAs
mensageiros de FAS em células de cancer de mama (LACASA et al., 2001),
enquanto que androgenos e fatores de crescimento, como o EGF, estimulam tanto
a producdao como a atividade de FAS em células derivadas de carcinomas de
prostata (SWINNEN et al., 1997b; SWINNEN et al, 2000). No entanto, FAS
também é altamente expressa em tumores de préstata andrégeno-independentes

(PIZER et al.,, 2001; MYERS et al., 2001) e em metastases 0sseas deste tipo de
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tumor (ROSSI et al., 2003). A expressao de FAS induzida por horménios ou por
EGF ocorre através de SREBP-1, a qual desempenha um importante papel no
controle da expressao de genes lipogénicos (BROWN & GOLDSTEIN, 1997). De
acordo com HEEMERS et al. (2001) e SWINNEN et al. (2002), andrégenos
estimulam a expressdo de RNAs mensageiros para SREBP, aumentando a
quantidade da forma ativa deste fator de transcricdo no nucleo. O mecanismo de
regulacdo da sintese de acidos graxos em células de CECs bucais nado é
conhecido. Neste trabalho, os resultados obtidos através de experimentos de
western bloting revelaram que a producédo de RA é muito baixa nas células SCC-4,
-9 e -15 e ausente na linhagem SCC-25, a qual tem o maior potencial proliferativo.
Por outro lado, EGFR e c-erb-B2 sio altamente expressos por estas linhagens
celulares, sugerindo um possivel papel para seus ligantes no controle da
expressao de FAS. Isto faz sentido se considerarmos que tanto EGFR como c-erb-
B2 tem sido implicados na patogénese dos CECs bucais (O-CHAROENRAT et al.,
2000; BEI et al., 2001; O-CHAROENRAT et al., 2002a; HOLBRO et al., 2003).
Varios tipos de neoplasias malignas humanas de origem epitelial,
incluindo os CECs bucais, apresentam amplificacédo génica ou alta expressao de
EGFR (GRANDIS & TWEARDY, 1993; KUTTAN & BHAKTHAN, 1997; ISHITOYA
et al., 1989; KYIOTA et al.,, 2000). Alguns autores correlacionam a expressao
elevada de EGFR com um pobre prognéstico em pacientes com CEC bucal,
sugerindo que um aumento da quantidade deste receptor pode desempenhar
papel importante na progressao tumoral (SARANATH et al., 1992; YAMADA et al.,

1992; DASSONVILLE et al., 1993). Expressdo aumentada de c-erb-B2 é também
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um evento freqiente em CECs bucais (HOU et al., 1992; IBRAHIM et al., 1997;
XIA et al.,, 1997; WILKMAN et al., 1998; KUROPKAT et al., 2002), podendo, de
acordo com alguns autores, estar associada com um tempo de sobrevida mais
curto e utilizada como fator prognéstico (HOU et al., 1992; WERKMEISTER et al.,
1996; IBRAHIM et al., 1997; XIA et al., 1997; O-CHAROENRAT et al., 1999; XIA et
al., 1999; KUROPKAT et al., 2002). Entretanto, este tipo de correlagdo nao foi
encontrada por outros autores (FIELD et al., 1992; NAGLER et al.,2002; KHAN et
al., 2002).

KUMAR-SINHA et al. (2003) descreveram recentemente que c-erb-B2
estimula o promotor da FAS e consequentemente a sintese de acidos graxos em
uma linhagem celular de cancer de mama. No mesmo trabalho, estes autores
demonstraram que a inibicio da FAS promove morte por apoptose
preferencialmente nas células que expressam grandes quantidades de c-erb-B2.
Os receptores da familia erb-B, quando ativados, desencadeiam sinais
intracelulares devido a sua atividade de tirosina-quinase, que podem ativar as vias
PI-3K e MAP quinase (TSANG & CROWE, 1999; O-CHAORENRAT et al., 20023;
KUMAR-SINHA et al., 2003). Neste contexto, foi demonstrado por YANG et al.
(2002) que a expressao forcada do oncogene H-ras em células MCF-10
(derivadas de cancer de mama) promove um aumento da expressao de FAS, o
qual € mediado pela ativacdo de PI-3K e das MAP quinases, que terminam por
ativar SREBP1. De acordo com BARON et al. (2003), o efeito oncogénico da
ativacao da via PI-3K pode ser mediado, ao menos em parte, pela inducao da

expressao de FAS. VAN DE SANDE et al. (2002) demonstraram que a inativagao
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do gene supressor tumoral PTEN e a subsequente ativagao da via PI-3K/Akt pode
causar aumento na expressido de FAS em células derivadas de cancer de
préostata. O ocongene c-erb-B2 foi descrito como um fator de sobrevivéncia para
células de cancer de prostata em ambientes com deplegdo de andrégenos
(SIGNORETTI et al.,, 2000) e a expressao forcada de c-erb-B2 em células de
cancer de prostata também ativa as vias das MAP quinases e PISK/AKT (CRAFT
et al., 1999; YEH et al., 1999; WEN et al., 2000). Portanto c-erb-B2 desempenha
aparentemente um papel na restauragao das fungdes do RA em células de cancer
de préstata, na auséncia de testosterona (LIN et al., 2003).

E provavel que, nas linhagens celulares derivadas de CECs bucais
utilizadas neste trabalho, a regulagao da expressao génica da FAS seja mediada
por EGF, através dos receptores c-erb-B2 ou EGFR, levando a ativacdo de
SREBP. EGF exdgeno apresenta um efeito bifasico sobre linhagens celulares de
CECs, pois concentragbes picomolares deste fator de crescimento sao
mitogénicas e concentragbes nanomolares ndao apresentam efeito mitdtico ou
mesmo inibem o crescimento celular (KONGER & CHAN, 1993; O-CHAROENRAT
et al.,, 1999). As reagdes imunocitoquimicas mostradas no presente estudo foram
positivas para EGF, principalmente na linhagem SCC-25, sugerindo uma indugao
tipo autdcrina do crescimento celular. De acordo com uma extensa revisdo da
literatura publicada por O-CHAROENRAT (2002a), varios ligantes para os
receptores da familia erb-B podem modular a proliferagao, invasédo ou a expressao
de metaloproteinases de matriz em CECs de cabega e pescogo. Segundo estes

autores, os RNAs mensageiros para EGF sdo expressos em grandes quantidades
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por linhagens celulares derivadas destas neoplasias. No intuito de entender o
papel do EGF na regulagdo da produgédo de FAS nas células SCC, optou-se, no
presente trabalho, por expor as linhagens SCC-9 e -15 (que apresentaram altos e
baixos niveis de FAS, respectivamente) a altas concentragcdes deste fator de
crescimento. Como mencionado anteriormente, concentragdes nanomolares
podem inibir o crescimento de células escamosas em cultura. De fato, a
quantidade da proteina FAS foi substancialmente reduzida por este tratamento,
assim como o0s niveis protéicos de EGFR, os quais foram drasticamente
diminuidos nos mesmos periodos, devido a sua internalizacido, ubiquitinacédo e
consequente degradacgao pelos proteossomos (MIMNAUGH et al., 1996; NOURI et
al., 2000; LONGVA et al, 2002). Houve também uma ligeira redugdo nas
quantidades de c-erb-B2, sugerindo sua participagdo no processo de sinalizagao
celular desencadeado por EGF. Estes resultados podem explicar, ao menos em
parte, o efeito inibitério de altas concentragdes de EGF no crescimento de células
derivadas de CECs, o que foi confirmado no presente estudo (Figura 23). O
tratamento com EGF também inibe a lipogénese e a proliferacdo de hepatdcitos
de ratos em culturas primarias (GELDERBLOM et al, 1999) e suprime a
lipogénese nas células das glandulas sebaceas de hamster (SATO et al., 2001;
AKIMOTO et al., 2002). Estes achados reforgcam a idéia de que o metabolismo de
lipidios é importante para a proliferacao, pois o EGF, além de provocar diminuicdo
da quantidade de FAS nas células SCC, também foi capaz de inibir o crescimento

celular.
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Apesar do grande numero de evidéncias experimentais e clinicas
apontando FAS como uma molécula importante na patogénese de neoplasias
malignas, experimentos recentemente realizados no Laboratério de Patologia
Bucal da FOP-UNICAMP sugerem que 0 mesmo possa ocorrer em processos
proliferativos de natureza nado neoplasica. Fibroblastos isolados de uma doenca
genética humana chamada Fibromatose Gengival Hereditaria, caracterizada por
um crescimento lento e continuo do tecido gengival, também expressam grandes
quantidades de FAS e tém a sua proliferagdo bloqueada pelo tratamento com
cerulenina ("ALMEIDA et al., 2003). Portanto, mais estudos se fazem necessarios
para uma melhor compreensdo da participagdo de FAS na patogenia de

neoplasias malignas, em particular os CECs bucais.

' ALMEIDA, J. P.; SILVA, S. D.; VARGAS, P. A.; COLETTA, R. D.; LODA, M.; GRANER, E.
Androgen driven fatty acid synthase expression up regulates the proliferation of fibroblasts isolated
from hereditary gingival fibromatosis. Em fase de elaboragéo.
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7. CONCLUSOES

1. A enzima FAS é diferencialmente produzida pelas linhagens SCC-4, -9, -15
e -25, sendo as maiores quantidades encontradas nas linhagens SCC-9 e -
25.

2. As células SCC expressam quantidades muito baixas de RA.

3. A producao da proteina EGFR é mais alta nas células das linhagens SCC-4
e -15 do que nas células SCC-9 e-25, ao passo que c-erb-B2 é expresso
em maiores quantidades nas linhagens SCC-4, -9 e -15 do que na SCC-25.

4. A enzima FAS desempenha um papel essencial para a proliferacdo das
células SCC, pois sua inibicdo com cerulenina reduz significativamente o
crescimento celular.

5. O fator de crescimento EGF, em altas concentragdes, promove a redugao
da quantidade da proteina FAS bem como inibe a proliferacao das células

SCC.
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Fatty acid synthase is required for the proliferation of
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Abstract

Fatty acid synthase (FAS) is the enzyme responsible for the endogenous synthesis of
saturated long-chain fatty acids from the precursors acetyl-CoA and malonyl-CoA. A
growing body of evidence suggests that FAS is over expressed in several human cancers,
such as prostate, breast, bladder, liver, lung, melanoma and oral squamous cell carcinoma
(SCC). In the present study we used human oral SCC cell lines (SCC-4, -9, -15, and -25) as
a model to investigate the role of FAS expression and activity in the pathogenesis of oral
cancer. RT-PCR and western blot experiments demonstrated that FAS is differentially
expressed by the four oral SCC cell lines, with the highest production in SCC-9 followed
by SCC-25. FAS expression in SCC-4 and —15 was similarly lower than the other cell
lines. Proliferation curves, immunocytochemistry for proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) and Ki-67, and mitotic indexes demonstrated that SCC-25 has the highest
proliferative potential. In addition, the specific inhibitor of FAS activity cerulenin was able
to significantly reduce the proliferation of oral SCC cells. Expression of androgen receptor
was low in SCC-4, -9, and -15 and undetectable in the SCC-25 cell line, whereas epidermal
growth factor receptor (EGFR) and c-erb-B2 were expressed in high amounts by the four
cell lines. Immunocytochemical reactions showed that SCC-25 expresses higher levels of
epidermal growth factor (EGF) compared to the other three cell lines. Finally, oral SCC
cells exposed to nanomolar concentrations of exogenous EGF presented a reduction in the
FAS protein levels concomitant with a decrease in their proliferation rates. Taken together,
our results indicate that FAS is expressed in an apparently androgen-independent fashion in

oral SCC cells and it is necessary for their proliferation.
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Introduction

Fatty acid synthase (FAS, EC2.3.1.85) is the anabolic multifunctional enzyme responsible
for the endogenous synthesis of saturated long-chain fatty acids from the small carbon
substrates acetyl-CoA and malonyl-CoA [1,2]. It is structurally arranged as a homodimer
formed by two long polypeptide chains (~250 kDa) containing seven distinct catalytic sites
[3]. In normal cells, except lipogenic tissues as liver, lactating breast, fetal lung, and
adipose tissue, FAS activity is minimal since most of the fatty acids are supplied by the
dietary fat [4,1]. However, FAS null mutant mice (Fasn -/-) die at the preimplantation stage
and most of the heterozygotes (Fasn +/-) die in utero even in the presence of a diet rich in
saturated fatty acids [5]. It has been recently demonstrated that FAS expression is up-
regulated in a variety of human epithelial cancers, including prostate, breast, ovarian,
bladder, lung, melanoma, stomach and oral squamous cell carcinoma (SCC) [6-16] as well
as in soft tissue sarcomas [17]. Moreover, FAS expression seems to be a potential
prognostic marker for several tumors [18, 19, 20, 21, 14].

It has been demonstrated that progesterone stimulate FAS expression in breast cancer cell
lines [22], whereas androgens and epidermal growth factor (EGF) up-regulate FAS
expression and activity in the androgen-dependent prostate cancer cell line LNCaP [23-26].

Despite this fact, FAS is also over expressed in androgen-independent prostate cancers [27-
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28]. Several lines of evidence show that FAS specific inhibitors block DNA synthesis and
cause apoptosis in prostate, breast and colon cancer cell lines [29-31] and are able to
decrease the size of prostate cancer xenographs [27]. Moreover, an enhanced FAS
expression and activity is necessary for the production of membrane phospholipids in
LNCaP cells [32], suggesting that FAS support the membrane synthesis in cancer cells.

In this study, we sought to determine if the FAS expression is associated with the
proliferation of human oral SCC cell lines. Herein we show that FAS is produced by human
oral SCC cells in an apparently androgen-independent manner and is important for their

proliferation, since its specific inhibition significantly reduces the cell growth.

Materials and Methods

Cell culture

The cell lines SCC-4, -9, -15, and -25 (ATCC, Manassas, VA) were maintained in
DMEM/F12 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS, Invitrogen), 400 ng/ml hydrocortisone and 100 pg/ml gentamycin and
kanamycin at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,. In order to analyze the role of
EGFR on FAS expression, cell cultures were exposed to 150 ng/ml of EGF (Sigma, St.
Louis, MO) after a 16h incubation in DMEM/F12 containing 0.5% FBS [33]. The FAS
specific inhibitor cerulenin (Sigma) was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) and added

to the culture medium at a final concentration of 5 pg/ml.
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Proliferation curves

SCC cells were seeded in 24-well plates (5 x 10°/well) and after 24h the
DMEM/F12 containing 10% FBS was changed by serum-free medium. Following an
incubation of 48h in the absence of FBS, DMEM/F12 10% FBS was added back, cells from
triplicate wells trypsinized after 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 and 192h and counted in an
automated cell counter (Coulter Counter Z-1, Beckman). The experiments were made in

triplicates.

Immunocytochemistry and mitotic index

Cells were plated in 8-well chamber slides (2 x 10* per well) (Lab Tek, Nunc,
Naperville, IL) in DMEM/F12 containing 10% FBS and starved for 48h in serum-free
DMEM/F12. Then, the DMEM/F12 10% FBS was added back to the cultures and after 24h
the slides were fixed in 70% ethanol (for Ki-67 and proliferating cell nuclear antigen -
PCNA) or 3.7% paraformaldehyde (for epidermal growth factor receptor - EGFR,
epidermal growth factor - EGF, FAS, and c-erb-B2). Primary antibodies anti-Ki-67 (MIB-
1) (1:200), anti-PCNA (1:60,000), anti-EGFR (H11) (1:500), anti-c-erb-B2 (1:500) (Dako,
Carpinteria, CA), anti-EGF (Ab-3) (1:30) (Oncogene, Boston, MA), and anti-FAS (1:200)
(Transduction Laboratories, Lexington, KY) were incubated overnight at 4°C and washed
in phosphate-buffered saline (PBS). After incubation with secondary antibodies and the
streptavidin-biotin complex, the reactions were developed with 3,3’-diaminobenzidine

tetrahydrochloride (DAB, Sigma) and counter stained with Carazzi’s hematoxylin. For the
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mitotic indexes cells were plated as described above, fixed in 70% ethanol and stained with
Carazzi’s hematoxylin. Mitotic indexes and the percentage of positive cells for Ki67 or
PCNA were calculated in duplicate wells with the aid of an image computer analyzer

(Kontron 400, Carl Zeiss, Germany).

Protein extraction and western blots

Cells were scraped and lysed in a buffer containing 10% sucrose, 1% Triton X-100,
20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 137 mM NacCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 10 mM NaF, 1| mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 pg/ml soybean trypsin inhibitor, 1 pg/ml
leupeptin and 1 pg/ml aprotinin. Protein lysates were placed on ice for 30 min, vortexed
every 10 min, and cleared by centrifugation at 12,000 xg for 15 min at 4°C. The
supernatants were retrieved and frozen at —80 °C until use. The protein concentration was
determined using the Bradford method [34]. Forty micrograms of each protein lysate were
resolved on 6% SDS-polyacrylamide gels, transferred onto nitrocellulose membranes
(Protran, Schleicher & Schuell, Keene, NH) and stained with Ponceau S (Sigma) to verify
the transfer efficiency and equal sample loading. The membranes were blocked with 5%
nonfat dry milk in Tris-HCI pH 7.6 containing 150 mM NacCl and 0.1% Tween-20 (TBST)
and probed for 2 h at room temperature with the following antibodies: anti-FAS (1:3,000)
(Transduction Laboratories), anti-androgen receptor (AR - PG-21) (1.5 pg/ml) (Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY), anti-EGFR (Ab-3) (1:1,000) (Dako), anti-c-erb-B2
(1:20,000) (Dako) or anti-beta actin (AC-15) (1:40,000) (Sigma). After washing in TBST,

membranes were incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary
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antibodies diluted at 1:1,000, washed again and developed with an enhanced
chemiluminescence detection system (ECL detection kit, Amersham Pharmacia Biotech,
Arlington Heights, IL) according to manufacturer’s instructions. Membranes were exposed
to X-Omat AR films (Eastman Kodak Co., Rochester, NY). The results were quantitated by
densitometric analysis using a GS-700 Densitometer and the Molecular Analyst Software

(Bio-Rad, Hercules, CA).

RNA purification and RT-PCR

Total RNA was extracted from cell pellets using the Trizol reagent (Invitrogen). Before the
RT reactions, all RNA samples were treated with 1 U of DNAse I (amplification grade,
Invitrogen) for 10 min at room temperature in order to eliminate genomic DNA
contamination. For cDNA synthesis, 5 pg of total RNA were reverse-transcribed in a 21 pl
reaction containing 0.5 mM of each deoxynucleoside triphosphate (AINTP), 40 U of RNAse
inhibitor, 50 U of the Superscrit II RT enzyme (Invitrogen), 0.5 pg oligo-dT primers and 1x
buffer (containing 1.5 mM MgCl,). The reaction mix was incubated at 42°C for 50 min and
70°C for 15 min. Reactions without the RT enzyme were used as negative controls. Specific
primers for FAS (forward: AACTCCTTGGCGGAAGAGA; reverse:
TAGGACCCCGTGGAATGTCA) and glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase
(GADPH) (forward: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC; reverse:
GAAGATGGTGATGGGATTTC) were designed using the Amplify 1.2 software

(University of Wiscosin, Madison, WI) and sequences from the GeneBank. FAS transcripts
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were amplified in 50 pl reactions containing 2 ul of cDNAs, 2 U of Tag DNA polymerase
(Invitrogen) and 0.2 mM of each primer. The cycling conditions were 95°C for 5 min
followed by 45 cycles of 95°C for 45s, 55°C for 45s, 72°C for 45s, 72°C for 4 min. Two
microliters of each RT-PCR product were resolved in 8% non-denaturing polyacrylamide

gels, silver stained as described by [35] and analyzed by densitometry as described above.

Results

Oral SCC cell lines differentially express FAS

RT-PCR reactions showed the presence of FAS transcripts in all four studied cell lines,
with a higher expression in SCC-9 and -25 (Fig. 1 A and B). Accordingly, the FAS protein
levels were higher in SCC-9 and -25 than in SCC-4 and -15 (Fig. 1 C and D). To further
substantiate these results, we confirmed by immunocytochemistry that SCC-9 and -25
clearly show the strongest cytoplasmic labeling for FAS (Fig. 1 E). FAS was
homogeneously distributed in the cytoplasm of SCC-4, -9, and -15, whereas SCC-25

showed an evident perinuclear positivity in most of the cells (Fig. 1 E).

Oral SCC cell proliferation is dependent on FAS activity

The growth rates of the four cell lines were compared by the construction of

proliferation curves using an automated cell counter and by immunocytochemical reactions

for the nuclear antigens Ki-67 and PCNA. As shown in Fig. 2 A, SCC-25 has a
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significantly higher proliferative potential than SCC-4, -9, and -15, which was confirmed
by the immunodetection of Ki-67 and PCNA (Fig. 2 B and C) and mitotic indexes (data not
shown). In order to directly verify whether the inhibition of FAS activity would interfere in
the proliferation rates of oral SCC cell lines, we next cultured SCC-9 (which showed the
highest amounts of both FAS mRNA and protein - Fig. 1) in the presence of 5 ng/ml of the
natural FAS specific inhibitor cerulenin. As depicted in Fig. 2 D, cerulenin significantly

inhibits SCC -9 cell proliferation as compared with the DMSO controls.

Production of AR, EGF, EGFR and c-erb-B2 by human oral SCC cells

The regulation of FAS expression in normal tissues or cancer cells is very complex and not
completely understood. Taking in consideration previous reports demonstrating that AR
[24], c-erb-B2 [36] and EGF [23] control FAS expression in different biological systems,
we next compared their amounts in the oral SCC cells protein lysates using western blots.
AR levels were low in SCC-4, -9, and -15 and not detectable in SCC-25 (Fig. 3 A) (the
positive control for this reaction was a rat prostate e testis protein lysate, which provided a
strong band - data not shown), whereas EGFR bands were stronger in SCC-4 and -15 than
in SCC-9 and -25 (Fig. 3 B). A second smaller band was observed in the SCC-25 lysates
and possibly corresponds to the 145 kDa EGFR deletion mutant EGFRVIII [37]. This
mutant form of the receptor can be recognized by the antibodies used here and is
constitutively activated. Its expression may explain the proliferative advantage of SCC-25

over the other three cell lines. c-erb-B2 was similarly produced by SCC-4, -9, and -15 and
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showed a comparatively lower amount in SCC-25 (Fig. 3 C). The western blots for EGFR
and c-erb-B2 were confirmed by immunocytochemistry (data not shown). EGF was
detected by immunocytochemical reactions in the cytoplasm of all studied cell lines, with

the highest expression in SCC-25 (data not shown).

EGF treatment reduces FAS expression levels

It has been shown that EGF has a biphasic effect on squamous cell carcinoma cell lines,
since picomolar concentrations of this growth factor are mitogenic whereas nanomolar
concentrations have no effect or even inhibit the cell growth [38, 39]. We then exposed
SCC-9 (Fig. 4) to exogenous EGF and assayed FAS, EGFR and c-erb-B2 levels by western
blots. As shown in Fig. 4 A, EFG promoted a clear reduction of FAS expression after
incubations of 12 or 24 h. The EGFR protein levels were also drastically reduced after the
same time periods (Fig. 4 B), due to its internalization, ubiquitination, and subsequent
proteasomal degradation [40, 41]. A slight reduction in the c-erb-B2 level (Fig. 4 C) in the
EGF-treated cells was also observed. This experiment was repeated using SCC-15 and the
results were the same. The reduction of FAS protein as a result of the EFG treatment may
account for the lack of proliferative response of oral SCC cells to high concentrations of
this growth factor. Indeed, when incubated with EGF, these cell lines proliferate slower

than the controls, as it occurs due to the cerulenin treatment (Fig. 4 E).
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Discussion

Fatty acid metabolism has emerged as an important target for cancer therapy,
since several human malignancies show over expression of FAS [7-15], the key metabolic
enzyme for the de novo synthesis of fatty acids. FAS has been also pointed as a reliable
prognostic marker for prostate, breast, and ovarian cancers and melanoma [11,18, 6, 19,
14]. Experimental data show that specific inhibitors of FAS activity are able to inhibit cell
proliferation by blocking DNA replication during the S-phase and cause apoptosis [29-31].
Although very recently Swinnen et al. (2003) [32] showed that FAS activity is necessary
for the production of membrane phospholipids in the androgen-dependent prostate cancer
cell line LNCaP, the mechanism involved in the communication between the cell cycle
progression and the lipid biosynthesis is still unknown.

In the present study, we have used established cell lines to investigate a
possible role for FAS in the pathogenesis of oral SCC. Using RT-PCR, western blots and
immunocytochemistry we show that FAS is differentially expressed in the four studied cell
lines. Increased production of this enzyme in epithelial dysplasias and carcinoma of the oral
tongue in comparison with the morphologically normal adjacent epithelium was reported
by Krontiras et al. (1999) [7]. The fatty acid synthetic activity was recently shown to be
inhibited by cerulenin in oral SCC tissue samples and in a lesser extent in normal oral
mucosa samples [42]. In addition to these previous data, our results show for the first time
that cerulenin, a specific inhibitor of FAS activity significantly inhibits oral SCC cell
proliferation and add weight to the body of data indicating that lipid metabolism is essential

for cancer cell proliferation [29-31]. Indeed, our experiments suggest a correlation between
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cell proliferation and FAS mRNA and protein levels. Curiously, SCC-9 had the highest
FAS expression levels and its growth rate was not significantly different from SCC-4 or —
15, indicating that additional genetic alterations are necessary to up-regulate the cell
growth.

The expression of FAS in the prostate cancer cell line LNCaP is controlled by
androgens [24], however, it is also over expressed in androgen-independent prostate tumors
as well [27,28]. Moreover, EGF is even more efficient than testosterone to stimulate FAS
expression and activity in LNCaP cells [23], and progesterone regulates the mRNA levels
of FAS in breast cancer cell lines [22]. Both hormonal- and EGF-induced FAS expression
occurs via the steroid regulatory binding protein 1 (SREBP-1), which plays a key role in
the control of lipogenic gene expression and lipid homeostasis [43]. The mechanisms
underlying the co-ordination of fatty acid synthesis in oral SCC cells are not known at the
moment. Our western blot results revealed that AR levels are low in SCC-4, -9, and -15 and
not detectable in highly proliferative SCC-25. On the other hand, both EGFR and c-erb-B2
were highly expressed by these cell lines, suggesting a possible role for its ligands on the
control of FAS expression. Both receptors have been implicated in the pathogenesis of oral
SCC [44]. c-erb-B2 was recently shown to stimulate FAS promoter and enhance fatty acid
synthesis in breast epithelial cells [36]. Importantly, the same report demonstrated that FAS
inhibition promoted apoptosis preferentially in c-erb-B2 over expressing cells. Despite the
fact that exogenous EGF evokes different responses depending on its concentration [38,39],
our immunocytochemical reactions showed stronger reactions for EGF in SCC-25,

suggesting an autocrine induction of cell growth.
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In order to understand the role of EGF on FAS regulation, we exposed SCC-9
and -15 (cell lines presenting high and low FAS protein levels, respectively) to a high
concentration of exogenous EGF and found that the amount of FAS protein was
substantially reduced. This result explains, at least in part, the previously described growth
inhibitory effect of the EGF treatment. Indeed, when exposed to the same EGF
concentrations, our SCC cells exhibited a reduction in their proliferation rate, as it occurs in
the cerulenin-treated cells. Interestingly, EGF exposure also inhibits both lipogenesis and
proliferation of rat primary hepatocytes [45] and suppresses lipogenesis while stimulates
proliferation of hamster sebaceous gland cells [46].

In summary, the results of the present study show that FAS is expressed by human
oral SCC cell lines and plays an important role in their proliferation, probably in an
androgen-independent fashion. In addition, if considered together with several experimental
evidences recently published with different biological models, our results suggest that FAS

is a potential chemotherapeutic target for oral SCC treatment.
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Fig. 1. Expression of FAS in oral SCC cells -A-Semi-quantitative RT-PCR analysis of FAS
expression in SCC -4, -9, -15 and -25. Five micrograms of total RNA was isolated, reverse
transcribed and amplified using specific primers for FAS or GADPH. B-FAS expression
levels normalized by GADPH. C- Western blotting analysis for FAS using proteins
extracted from SCC -4, -9, -15 and -25. D-Densitometric analysis of FAS bands. E-
Immunocytochemical detection of FAS in SCC -4, -9, -15 and -25 (x 400).

Fig. 2. FAS is required for oral SCC cell proliferation. A-SCC cells were plated at 5 x 10
/well in 24-well plattes and after 24h the medium changed by serum-free DMEM/F-12.
After 48h medium containing 10% FBS was added back, and 24h, 48h, 72h, 96h, 120h,
144h and 196h cells were trypsinized and counted in an automated cell counter. Data
represent the values of 9 wells; SCC-4 (¢), SCC-9 (m), SCC-15 (A) and SCC-25 ( x)
(Kruskall-Wallis: * p<0.001; ** p=0.029). B and C- Percentage of cells with nuclear
positivity for Ki 67(B) (x*> =958.64; p<0,001) and PCNA (C) (x*= 183.07; p<0,001). D-
The cell line SCC 9 (with the highest expression of FAS) was grown in the presence of
Sug/ml of the FAS specific inhibitor cerulenin and showed a significant inhibition of its
proliferation when compared with the DMSO controls; 10% FBS + DMSO (#), cerulenin
(m) (Mann-Whitney: * p<0.001; ** p=0.017; *** p=0.002).

Fig. 3. Western blotting analysis of total cellular proteins from SCC-4, -9, -15 and -25
utilizing anti-AR, anti-EGFR and anti-c-erb-B2 antibodies. Anti-B-actin antibodies were
used as the loading control. A-AR leves were low in SCC -4, -9 and -15, and not detected
in SCC -25. B-EGFR production was higher in SCC -4 and -15 than in SCC -9 and -25. C-
The production of c-erb-B2 was similar in SCC -4, -9 and 15 and slightly lower in SCC -
25. D- Anti-B-actin.

Fig. 4. Effect of EGF on FAS, EGFR and c-erb-B2 production by SCC-9 cells. Cells were
incubated medium containing 0,5% FBS in the presence or absence of 150 ng/ml of EGF
and after 12 or 24 h cells were lysed. Western blotting analysis demonstrated that EGF
promoted a clear reduction of FAS (A) and EGFR (B) protein levels, whereas c-erb-B2 (C)
was only slightly reduced. D- Anti-B-actin. E- In order to analyze the effect of EGF on
SCC 9 cell proliferation, cultures were exposed to 150 ng/ml of EGF, trypsinized and cells
counted in an automated cell counter. The EGF-treated cells had the growth inhibited,
mainly after 48h of incubation. The natural FAS inhibitor cerulenin enhanced the inhibitory
effect of EGF; 0.5% FBS (¢) EGF + DMSO (m), EGF +cerulenin (A) ( Mann Whitney: *
p=0.002; ** p=0.022).
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Figure 3
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Figure 4
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