UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

(‘\’ FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

UNICAMP

FABIANA SEGUIN
Cirurgia-dentista

ESTUDO DO PAPEL BIOLOGICO DA ENZIMA ACIDO GRAXO
SINTASE (FASN) EM CELULAS ENDOTELIAIS DERIVADAS
DOS VASOS SANGUINEOS

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, da
Universidade Estadual de Campinas,
para obtencao do Titulo de Doutor em

Estomatopatologia, na area de Patologia.

Orientador: Edgard Graner

Este exemplar corresponde a
versao final da Tese defendida pela
aluna Fabiana Seguin, e orientada
pelo Prof. Dr. Edgard Graner

Assinatura do Orientador
PIRACICABA
2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
GARDENIA BENOSSI — CRB8/8644 - BIBLIOTECA DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA DA UNICAMP

Seguin, Fabiana, 1984-

Se39%e Estudo do papel biol6gico da enzima acido graxo sintase
(FASN) em células endoteliais derivadas dos vasos sanguineos /
Fabiana Seguin. -- Piracicaba, SP : [s.n.], 2011.

Orientador: Edgard Graner.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

1. Melanoma. |. Graner, Edgard. Il. Universidade Estadual de

Campinas. Faculdade de Odontologia de Piracicaba. lIl. Titulo.

Informacoes para a Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Study of the biological role of the enzyme fatty acid synthase

(FASN) in endothelial cells derived from blood vessels

Palavras-chave em Inglés:
Melanoma
Area de concentracio: Patologia

Titulacao: Doutor em Estomatopatologia
Banca examinadora:

Edgard Graner [Orientador]

Vanessa Moraes Freitas

Alan Roger dos Santos Silva

Ana Paula de Souza Pardo

Lays Martin Sobral

Data da defesa: 15-12-2011

Programa de Pos-Graduacao: Estomatopatologia

11






DEDICATORIA

Aos meus pais, Maria Luisa e Anténio Carlos, pelo amor, pelo

cuidado em minha educacéo e pelo exemplo de humildade.

Aos meus queridos avds, Luis e Ottilia “In memorian”, Encarniacion
“In memorian” e Venancio, pelo carinho e pela sabedoria.

Ao meu irmao, Felipe, pela amizade e pela cumplicidade.

Ao meu marido, Greison e a minha filha Luisa que preenchem minha

vida de otimismo e alegria.

“Deus nos da pessoas e coisas, para aprendermos a alegria...

Depois, retoma coisas e pessoas para ver se ja somos capazes da alegria
so0zinhos...

Essa... a alegria que ele quer”

Joao Guimaraes Rosa

v


http://pensador.uol.com.br/autor/joao_guimaraes_rosa/

Ao meu orientador, Prof. Dr. Edgard Graner, agradeco todo o
incentivo, dedicacdo e a maneira com que simplificou os desafios no

decorrer do nosso trabalho. Registro todo meu carinho e respeito.



AGRADECIMENTOS

Este trabalho foi construido e realizado com o apoio de muitas pessoas dentre as

quais gostaria de agradecer especialmente:

A Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de
Campinas, na pessoa de seu diretor, Prof. Dr. Jacks Jorge Junior;

Ao Prof. Dr. Ricardo Della Coletta, coordenador do Programa de Pds-Graduacao
em Estomatopatologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP;

Aos Profs. Drs. Alan Roger dos Santos Silva, Edgard Graner, Jacks Jorge
Junior, Marcio Ajudarte Lopes, Oslei Paes de Almeida, Pablo Augustin
Vargas, Ricardo Della Coletta, professores das areas de Patologia e Semiologia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP, pelo exemplo de
mestres, que dedicam seu tempo com competéncia e seriedade a educacao e a
pesquisa, registro todo meu respeito e admiracao.

A CAPES pela concessao da bolsa de doutorado, no periodo de agosto de 2009 a
julho de 2010;

A FAPESP pela concesséo da bolsa de doutorado, no periodo de agosto de 2010
a dezembro de 2011;

A Prof? Dr?. Michelle Agostini pela amizade, paciéncia e humildade com que me

ensinou desde minha iniciacéo cientifica as técnicas laboratoriais.
A Prof® Dr®. Ana Lucia Rangel pelo apoio e pela agradavel amizade.

A Prof® Dr?. Karina Gottardelo Zecchin pela amizade e pelas sempre valiosas

sugestoes.

Vi


http://www.fop.unicamp.br/cpg/estomatopatologia/index.php?option=com_content&view=article&id=100:prof-dr-alan-roger-dos-santos-silva&catid=40:professores-plenos&Itemid=87

As Prof® Dr**. Ana Marisa Chudzinski-Tavassi e Miryam Paola Alvarez Flores
pela contribuicdo e disponibilidade com que auxiliaram para o desenvolvimento do
trabalho.

Aos amigos da pés-graduacao, Alicia, Felipe, Marcondes, Sabrina, Ana Lucia,
Bruno, Daniel, Fernanda Basso, Fernanda Mariano, Katya, Lara, Marianne,
Mario, Marisol, Patricia, Renato, Rogério, Sabino, Sibelle, Tania, Victor e
Wilfredo pela troca de conhecimentos e agradaveis momentos de estudo.

As amigas do laboratério Lays, Andréia Bufalino, Andréia Silva, Manoela,
Rose, Luciana, Ana Camila, Camilla, Elizabete, Isadora e Priscila pelo auxilio,
pela troca de experiéncias e pelo agradavel ambiente de trabalho.

Ao amigo Marco Anténio, por compartilhar o trabalho e pela agradavel

convivéncia.

A amiga Débora, pela generosa contribuicdo e principalmente pela amizade
consolidada.

Aos funcionarios do laboratério de Patologia, Sr. Joao Carlos, Luana, Fabiana,

Valéria e aos funcionarios do Orocentro Sra. Aparecida e Rogério, pela

colaboracéao e generosidade.

vii



EPIGRAFE

“O correr da vida embrulha tudo. A vida € assim: esquenta e esfria, aperta e dai
afrouxa, sossega e depois desinquieta. O que ela quer da gente é coragem.”

Joao Guimaraes Rosa

viii


http://pensador.uol.com.br/autor/joao_guimaraes_rosa/

RESUMO

A enzima &cido graxo sintase (FASN), cuja expressao e atividade estao
elevadas em varias neoplasias malignas humanas, é responsavel pela sintese
enddgena de acidos graxos saturados de cadeia longa e, consequentemente, pela
a producgao de fosfolipidios das membranas celulares. A inibicado de FASN com
orlistat (Xenical), uma droga anti-obesidade, € descrita como tendo propriedades
anti-neoplasicas nos canceres de prostata, mama, bem como no melanoma. Este
composto parece desempenhar também um papel anti-angiogénico, uma vez que
foi descrito como inibidor da proliferacdo de células endoteliais e da
neovascularizagdo em ensaio ex vivo. Em trabalho recente, realizado por nosso
grupo de pesquisa, foi demonstrado que o tratamento de camundongos portadores
de melanomas intraperitoneais com orlistat reduziu em cerca de 50% o numero de
metastases para linfonodos mediastinicos. Em outro estudo, também realizado por
nosso grupo, foi observado que a inibicdo da atividade de FASN pode ter um
papel sobre a angiogénese induzida por melanomas experimentais, pois a
densidade de vasos sanguineos ao redor destes tumores foi significantemente
reduzida pelo tratamento com orlistat. Considerando as evidéncias sugerindo um
papel biologico relevante de FASN na disseminacado metastatica de melanomas, o
presente trabalho de pesquisa teve como objetivo principal investigar as
consequéncias da inibicao da atividade de FASN em cultura de células endoteliais
de vasos sanguineos, através da andlise do ciclo celular e das taxas de apoptose.
A expressao dos diversos fatores da familia VEGF foi avaliada por RT-PCR
quantitativo em células de melanoma e carcinoma espinocelular bucal. Os
resultados obtidos mostram que orlistat e cerulenina inibem a viabilidade, induzem
a apoptose e reduzem in vitro a formacao de vasos sanguineos pelas células
endoteliais RAEC. No entanto, o mesmo tratamento ndo reduz a viabilidade e nem
reduzem a formagdo de vasos sanguineos in vifro pelas células endoteliais
HUVEC. A inibicao de FASN nas células neoplasicas SK-MEL-25 e SCC-9
aumenta a expressdo de RNAs mensageiros para VEGFA e que o meio

X



condicionado por estas células com orlistat reduz a formag&o in vitro de vasos
sanguineos e a proliferacao das células HUVEC. Nossos resultados sugerem que
FASN parece ser importante para a sobrevivéncia das células RAEC e que a
inibicdo de FASN modula a expressao das isoformas de VEGFA.

Palavras-chave: melanoma / carcinoma espinocelular bucal/ acido graxo sintase /
orlistat / angiogénese



ABSTRACT

Fatty acid synthase (FASN) is the anabolic enzyme with high expression
and activity in several human malignancies, which is responsible for the
endogenous synthesis of saturated fatty acids and consequently of the
phospholipids present in cell membranes. Inhibition of FASN with orlistat (Xenical),
an anti-obesity drug, is described as having anti-neoplastic properties in breast and
prostate cancers as well as in melanoma. An anti-angiogenic role, has been
attributed to this drug, since it inhibits the proliferation of endothelial cells and the
neovascularization in ex vivo both assays. In recent studies performed by our
group, it was demonstrated that the treatment of mice bearing intraperitoneal
melanoma with orlistat reduced by 50% the number of metastases to mediastinal
lymph nodes. In another study, also conducted by our group, we observed that the
inhibition of FASN reduces the angiogenesis induced by experimental melanomas,
since the density of blood vessels around tumors was significantly decreased by
the treatment with orlistat. In the present work investigated the consequences of
the treatment with FASN inhibitors the proliferation and apoptosis cultured
endothelial cells. The expression of the VEGF family of growth factors were
assessed by quantitative RT-PCR in both melanoma and squamous cell carcinoma
cells. The results show that orlistat and cerulenin inhibit the viability and induce
apoptosis and reduce the formation of blood vessels by RAEC cells in vitro.
However, the same treatment does not reduce the viability and not reduce the
formation of blood vessels by HUVEC cells in vitro. The inhibition of FASN in
neoplastic cells SK-MEL-25 and SCC-9 increases the expression of mRNAs for
VEGF and the conditioned medium by these cells with orlistat reduces the
formation of blood vessels in vitro and proliferation of HUVEC cells. Together, the
experiments show that FASN seems to be important for the survival of RAEC cells
and FASN inhibition modulates the expression of VEGF isoforms.
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1INTRODUCAO

A enzima lipogénica FASN é produzida em grandes quantidades em
diversos tumores malignos humanos e apontada como um oncogene metabdlico,
em virtude de sua habilidade em favorecer a sobrevivéncia de células tumorais. A
expressao aumentada de FASN pode ser detectada em fases precoces da
tumorigénese e est4d associada com formas agressivas da doencga, estando
também ligada a um pior progndstico para alguns tipos de tumores. A inibicéo de
FASN em células malignas causa reducéao do ciclo celular e morte por apoptose, o
que faz com que esta enzima seja apontada como um alvo promissor para o
tratamento do cancer. Angiogénese € o termo usado para descrever 0 mecanismo
de crescimento de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes. Em suma o
crescimento de vasos sanguineos pode acontecer por via de dois mecanismos
diferentes:  vasculogénese e angiogénese. Vasculogénese indica o
desenvolvimento de novos vasos durante a fase embrionaria (Carmeliet et al.,
2001). A formacéao de vasos sanguineos é um achado proeminente nas neoplasias
malignas, sendo importante na progressao e desenvolvimento de metastases.

Resultados prévios obtidos em nossa dissertacdo de mestrado indicam
que a angiogénese induzida pelo implante intradérmico de células B16-F10 foi
significantemente reduzida pela inibicdo da FASN com orlistat. O trabalho de
Carvalho et al. (2008), também realizado em nosso laboratério, mostrou que
camundongos C57BL6 tratados com orlistat tém diminuicao da sintese enddgena
de lipidios e, mais importante, apresentam reducdo de até 50% no numero de
metdstases espontaneas para linfonodos mediastinicos em melanomas
experimentais. A inibicdo de FASN com orlistat ou cerulenina, em células de
melanoma murino B16-F10, inibe a proliferacdo e induz morte por apoptose com
liberacdo de citocromo ¢ e ativacdo de caspase-3 (Zecchin et al., 2010). FASN
interfere também no processo de linfangiogénese induzida por melanomas
experimentais, pois a densidade de vasos linfaticos ao redor destes tumores foi
significantemente aumentada pelo tratamento com orlistat (dados ainda né&o


http://pt.wikipedia.org/wiki/Vasos_sangu%C3%ADneos
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publicados). Finalmente, em outro estudo realizado em nosso laboratério, foi
observado em modelo ortotépico de carcinoma espinocelular bucal que o
tratamento com orlistat reduz significativamente o numero de metastases para
linfonodos cervicais regionais, além de diminuir substancialmente o tamanho dos
tumores primarios localizados na lingua (dados ainda néo publicados).

Browne et al. (2006) relataram as primeiras evidéncias experimentais
de que orlistat suprime a proliferacdo das células endoteliais e 0 processo de
angiogénese. Em estudo realizado por Menendez et al. (2005), verificou-se que
apos a inibicao especifica da atividade de FASN com C75, ocorre um aumento
dose-dependente da expressdo de VEGF em células derivadas de cancer de
mama, com expressdo elevada da oncoproteina ErbB-2. Estes autores
demonstraram também que o bloqueio da atividade de FASN ativa a via MAPK e
promove um acumulo proeminente de HIF-1a nestas mesmas células. Aumento da
expressdao de VEGF, ativacdo de MAPK e acumulo de HIF-1a também foi
observado quando o gene da FASN foi silenciado através de RNAI. Estes achados
sugerem que a perturbagdo do metabolismo enddégeno de &acidos graxos das
células tumorais desencadeia uma situacdo que mimetiza a hipoxia, a qual
recupera prontamente a cascata MAPK-HIF-1a-VEGF dependente de ErbB-2. Em
conjunto, todas estas observacdes sugerem que a inibicdo de FASN pode ser uma
nova estratégia para interferir na sobrevivéncia tumoral, com possivel efeito anti-
angiogénico. No presente trabalho, investigamos as consequéncias do bloqueio de
FASN na proliferacdo de células endoteliais e verificamos seus efeitos sobre a
expressao de fatores envolvidos no processo de angiogénese.

Em resumo, observamos que orlistat e cerulenina foram capazes de
inibir a viabilidade, induzir a apoptose e reduzir in vitro a formagdo de vasos
sanguineos pelas células endoteliais RAEC. Entretanto, células endoteliais
HUVEC nao tiveram a viabilidade reduzida pelos mesmos tratamentos.
Verificamos que a inibicdo de FASN nas células neoplasicas SK-MEL-25 e SCC-9
aumenta a expressdo de RNAs mensageiros com funcéo pré- e anti- angiogénica



e que o0 meio condicionado por estas células com orlistat reduz a formagéao in vitro

de vasos sanguineos e a proliferacdo das células HUVEC.



2REVISAO DE LITERATURA

2.1. Acido graxo sintase (FASN)

Os acidos graxos sao precursores dos fosfolipideos das membranas
celulares e importantes substratos para o metabolismo energético. As células
neoplasicas malignas, em geral, sdo dependentes de um elevado metabolismo
enddgeno de acidos graxos. Devido ao seu alto indice de proliferacdo, necessitam
da produgéo continua de 4cidos graxos para a sintese das membranas, para a
liberagéo de energia através da $-oxidacao lipidica e também para a realizagao de
modificacdes protéicas pds-traducionais (Menendez et al., 2007).

FASN é uma enzima metabdlica com papel central na homeostasia
energética, uma vez que converte o excesso de carbono em acidos graxos para
armazenamento. Seu principal produto enzimatico € o acido palmitico, obtido a
partir da condensagdo de malonil-CoA e acetil-CoA, sendo o palmitato
responsavel pela acilacdo dos principais reguladores das vias de transducao de
sinais. A conformacao estrutural de FASN é a de um homodimero de cadeias
polipeptideas longas com massa molecular de 250-270 kDa. Cada polipeptideo
possui sete sitios cataliticos que estao distribuidos a partir da extremidade amino
terminal em diregdo a carboxil terminal na seguinte ordem: [-cetoacil sintase
(catalisa a condensacgéao dos residuos de malonil e acetil com a cadeia de &cido
graxo em formagéo), acetil-CoA e malonil-CoA transacilases (sdo sitios de entrada
dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a subseqlente reacdo de
condensacao), os sitios desidratase, enoil redutase, B-cetoacil redutase e proteina
carregadora de acil (atuam como redutores, sobre o produto formado pela B-
cetoacil sintase), e por fim o sitio tioesterase localizado na regido carboxil terminal
(promove a hidrolise do palmitato), os quais atuam em sequéncia até a liberagéao
da molécula de acido graxo recém sintetizada (Wakil, 1989; Jayakumar et al.,
1995; Smith et al., 2003). Na ultima década, diversos trabalhos tém demonstrado o
importante papel de FASN na sobrevivéncia das células tumorais. A atividade de

FASN é minima em tecidos normais, exceto em tecidos lipogénicos, uma vez que



a maior parte dos acidos graxos usados pelas células provém da dieta (Weiss et
al., 1986; Menendez et al., 2005a). Desta forma, a expressao de FASN ¢é baixa ou
mesmo ausente na maioria dos tecidos humanos adultos normais (Weiss et al.,
1986), com excecdo do figado, tecido adiposo, mama durante a lactagao,
endométrio na fase proliferativa e dos pulmdes de recém nascidos onde ocorre a
producdo da substancia surfactante (Kuhajda, 2000; Chirala et al, 2001). Ao
contrario, nas células de neoplasias malignas a maior parte dos acidos graxos
provém da sintese enddgena, através da atividade de FASN. A expressédo de
FASN estd aumentada em diversos tipos de neoplasias malignas humanas de
natureza epitelial, como as mama (Wang et al., 2001a; Zhang et al., 2005; Li et al.,
2008; Bershtein et al., 2009), colon (Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008; Ogino et
al., 2009; Kearney et al., 2009; Uddin et al., 2009), préstata (Epstein et al., 1995;
Swinnen et al., 2000a; Swinnen et al., 2002; Rossi et al., 2003; Van de Sande et
al., 2002; Shah et al., 2006), ovario (Alo et al., 2000; Wang et al., 2001a; Uddin et
al., 2011), endométrio (Pizer et al., 1998b; Tsuiji et al., 2004), carcinoma de células
renais (Horiguchi et al., 2008), pancreas (Alo et al., 2007; Yang et al., 2011),
estbmago (Kusakabe et al, 2002), eséfago (Nemoto et al, 2001), pulméo
(Piyathilake et al., 2000; Wang et al., 2002; Orita et al., 2007; Orita et al., 2008),
bexiga (Visca et al., 2003), mieloma multiplo (Okawa et al., 2008; Wang et al.,
2008), gliomas (Zhao et al., 2006), glandulas salivares (lto et al., 2009) carcinomas
espinocelulares bucais (CECs) (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Agostini et
al., 2004; Silva et al., 2008), melanomas (Innocenzi et al., 2003; Kapur, 20053a;
Kapur, 2005b; Andrade et al., 2011), além de sarcomas de tecidos moles (Rossi et
al, 2006). Em alguns destes tumores, foram realizados estudos
imunohistoquimicos que correlacionaram a alta expressao de FASN com uma
maior taxa de recorréncia, maior risco de desenvolvimento de metéstases e
consequentemente pior prognédstico, como os de prostata (Epstein et al.,, 1995),
ovario (Gansler et al., 1997; Alo et al., 2000), tireéide (Vlad et al., 1999); colon
(Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008, Uddin et al., 2009), melanoma (Innocenzi et
al., 2003; Kapur et al., 2005b), sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003),
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carcinoma de células renais (Horiguchi et al., 2008) e CECs bucais (Silva et al.,
2009). Além do mais, uma associacao inversa entre alta expressao de FASN e
reducao do indice apoptético foi observada em cancer de préstata (Migita et al.,
2009) e co-expressdo de FASN com a proteina Caveolina-1 (Cav-1) foi
relacionada ao pior prognéstico de pacientes com cancer pancreatico (Witkiewicz
et al, 2008). Em melanomas, observou-se uma correlagdo positiva entre
expressdo de FASN e indice de Breslow, além de uma correlagéo inversa entre
FASN e a sobrevida total (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005). Os dados
disponiveis até 0 momento sugerem que a elevada atividade desta via anabdlica
gera vantagens para o rapido crescimento celular no cancer (Baron et al., 2004).
Apesar das diversas evidéncias apontando a sintese enddgena de
acidos graxos como essencial para a proliferacdo de células malignas, ndo se
conhece até o momento quais 0s mecanismos bioldgicos envolvidos. Neste
contexto, Swinnen et al. (2003) demonstraram que a atividade de FASN é
necessdaria para a producdo dos fosfolipidios que compbe as membranas das
células LNCaP (uma linhagem celular derivada de um adenocarcinoma de
prostata metastatico). Isto pode causar, além de um aumento na velocidade da
producdo das membranas celulares, alteracées na sua composicao lipidica, com
possiveis efeitos em varias vias de transducédo de sinais (Baron et al., 2004).
Como a atividade biolégica da FASN esta restrita a sintese de acidos graxos, que
esta acelerada em células tumorais, esta pode ser um alvo terapéutico para o
tratamento de diversos tipos de cancer. Segundo Menendez e Lupu (2007), FASN
participa ndo somente das vias de transdugdo de sinais, do metabolismo, da
regulacdo da proliferacdo e sobrevivéncia de células tumorais, mas também

modula a progressao metastatica das neoplasias malignas.

2.2. Regulacao de FASN

O aumento da sintese de acidos graxos € causado por multiplos
mecanismos, incluindo a expressdo aumentada de enzimas lipogénicas. A

biossintese enddgena de acidos graxos em tecidos normais como figado e tecido
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adiposo € catalisada pela FASN, sendo estimulada pela alta concentragdo de
carboidratos e suprimida pela presenca de acidos graxos na dieta (Fukuda et al.,
1999).

Como descrito anteriormente, a expressdao elevada de FASN é
observada em uma ampla variedade de tumores malignos humanos. Embora os
mecanismos responsaveis por este fenbmeno nao sejam completamente
entendidos, de uma maneira geral a expressao de FASN é regulada por fatores de
crescimento, horménio esterdides, e seus respectivos receptores (revisado por
Mashima et al., 2009). Fosfatidilnositol-3 quinase (PI3K)-Akt e proteina-quinase
ativada por mitégeno (MAPK) s&o vias de sinalizacdo que medeiam expressao de
FASN através do fator de transcricdo SREBP-1c. SREBPs séo proteinas que
estimulam a transcricdo de FASN quando interagem com sequéncias especificas
do DNA dentro do promotor de FASN (Swinnen et al., 1997b; Swinnen et al.,
2000b; Heemers et al., 2001). Esta experimentalmente demonstrada a regulacao
mutua de FASN e do receptor do fator de crescimento ErbB2, o qual induz a
expressao de FASN através da sinalizacao via PIBK (Kumar-Sinha et al., 2003), o
qual por sua vez, também depende da expressdo FASN (Menendez et al., 2004).
Esta regulacdo foi observada por Menendez et al. (2004) em linhagens celulares
de cancer de mama e de ovario, nas quais a inibicdo (farmacolégica ou via RNAI)
de FASN suprime a expressdo de ErbB2 através da elevagdo da expressao de
PEA3, um repressor da transcricdo de ErbB2. Estes efeitos sdo complexos e
envolvem a ativacao de mudltiplas vias de transducao de sinais, como por exemplo
a via de PI3K-Akt (Van De Sande et al., 2002; Wang et al., 2005). Os fatores de
crescimento e seus receptores também afetam a expressdo de FASN em células
tumorais através da via MAPK, que desencadeia uma cascata de sinais que
culmina com a ativacdo do ciclo celular (Menendez et al, 2005). Esta
demonstrado que a progesterona estimula a expressdo desta enzima em
linhagens celulares de cancer de mama (Lacasa et al.,, 2001), enquanto que
andrégenos aumentam a expressao e a atividade de FASN em linhagens celulares
derivadas de cancer de préstata (LNCaP) (Swinnen et al.,, 1997a; Swinnen et al.,
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2000a; Myers et al., 2001; Heemers et al., 2001). Os efeitos destes hormdnios
sobre a expressao de FASN também envolvem a ativacao da via de transducgao de
sinais PIBK-Akt e ERK1/2 (revisado em Lupu & Menendez, 2006). Tanto a
testosterona como o EGF séo capazes de estimular a expressao génica de FASN
através das proteinas SREBPs, especialmente pela modulacdo de SREBP1c
(Swinnen et al., 1997).

Relatos tém mostrado que a expressao de FASN nao é somente
controlada por SREBP-1c, mas também por outros fatores de transcricao, tais
como as proteinas p53 e proteinas nucleares relacionadas com a lipogénese
como SPOT14, altamente expressa em tumores de mama (D'Erchia et al., 2006;
Martel et al., 2006). Sabbisetti et al. (2009) demonstraram que a expressao de
FASN e de p63 (gene homodlogo ao supressor de tumor p53) estdo associadas,
uma vez que o silenciamento de p63 reduz significantemente a producao de RNAs
mensageiros e a atividade de FASN. Além destas vias de sinalizagéo intracelular,
caracteristicas do microambiente extracelular também desempenham um papel na
regulacdo de FASN. Os tumores sélidos tém um microambiente caracterizado por
hipoxia, baixo pH e falta de nutrientes, que por sua vez induzem a expressao
FASN (Menendez et al.,, 2005; Furuta et al., 2008). Finalmente, a produgcédo de
FASN parece ser também regulada pela isopeptidase USP2a (ubiquitin-specific
protease-2a), que interage e estabiliza a proteina FASN em células de cancer de
préstata (Graner et al., 2004).

2.3. Inibidores de FASN

A inibicdo da enzima FASN como uma possivel forma terapéutica para
o cancer tem sido estudada em diversas linhagens celulares. Existem diferentes
compostos inibidores da atividade de FASN. A cerulenina e seu analogo sintético
c75, orlistat e o triclosan tém sido usados experimentalmente em diversos
trabalhos (Menendez et al., 2007). Outros inibidores sintéticos da atividade de
FASN, como C93, C247, FAS31 também tém sido estudados com a finalidade de



suprimir deficiéncias como toxicidade e bioviabilidade oral de seus analogos
(revisado por Flavin et al., 2011).

A cerulenina ([2R,3S]-2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans,
transdodecadienamida) € um produto natural do fungo “cefalosporium caerulens”,
conhecida desde 1960 por possuir propriedades antifngicas. E um inibidor da
sintese de acidos graxos por bloquear irreversivelmente a atividade de FASN
(Omura, 1976; Pizer et al., 1996) através de uma ligacdo covalente no sitio
catalitico p-cetoacil sintase (Kuhajda et al,, 2000). Por ser instavel, a aplicacao
clinica da cerulenina é limitada. C75 é uma pequena molécula sintética com
cadeia de 7 carbonos (a-metileno-y-butirolactona) que possui efeitos inibitérios
sobre a atividade da FASN comparaveis aos da cerulenina, sendo mais estavel do
que esta ultima e apresentando, portanto, melhor efeito em experimentos in vivo
(Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).

Tanto a cerulenina como o c¢75 causam significativa inibicdo da
progressao do ciclo celular, bloqueando a passagem das fases G0O/G1 para a fase
S em linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas humanas (Pizer et al.,
1996; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998b; Kuhajda, 2000; Li et al., 2001; De
Schrijver et al.,, 2003). A inibicdo da atividade de FASN causa ainda, em células
malignas, um aumento na taxa de morte por apoptose (Li et al., 2001; Knowles et
al., 2008). Menendez et al. (2004) demonstraram, num estudo com linhagens
derivadas de cancer de mama e ovario, que a inibicado de FASN com cerulenina ou
c75 leva a uma diminuicdo da expressdo da oncoproteina ErbB2. O tratamento
com estes inibidores causa também a reducdo no tamanho de tumores em
modelos xenograficos através da injecao de células derivadas de cancer de ovario
humano (OVCAR-3) no peritbnio de camundongos (Pizer et al, 1998a). Os
mesmos autores (Pizer et al., 2000) relataram uma acentuada reducao da sintese
de acidos graxos e do volume tumoral, além de aumento da taxa de apoptose, em
camundongos que receberam implantes subcutdneos de células derivadas de
cancer de mama (MCF7), ap6s tratamento com c75. Gabrielson et al. (2001)

demonstraram efeito semelhante em modelo xenografico de mesotelioma, com
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células H-Meso. Alli et al. (2005) observaram que camundongos transgénicos neu-
N, que tém expressao forgada de ErbB2 e desenvolvem cancer de mama de forma
espontanea, apresentaram significante diminuicdo no aparecimento dos tumores
quando tratados com c¢75 (de 50% para 20%), o que sugere um efeito
quimiopreventivo.

Orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche como Xenical) é
um derivado semi-sintético da lipstatina ja aprovado pela “Food and Drug
Administration” (FDA) para o tratamento da obesidade por inibir irreversivelmente
a acao de lipases gastricas e pancreaticas (Guerciolini et al., 1997). Esta droga
também é capaz de bloquear a funcao tioesterase da FASN, responsavel pela
liberacdo do palmitato (Kridel et al, 2004), fato que rapidamente foi associado a
um efeito anti-proliferativo em células de cancer de mama e prostata e anti-tumoral
em modelo xenografico de cancer de préstata (Menendez et al, 2004; Knowles et
al.,, 2004). Browne et al. (2006) inibiram a atividade de FASN com orlistat em
células endoteliais de vasos sanguineos e observaram reduc¢do na proliferacéo, o
que foi atribuido a reducédo da expressao do receptor VEGFR-2 na superficie
celular. Menendez et al. (2004, 2005c) demonstraram que o tratamento de células
derivadas de carcinoma de mama (SK-Br3) e de estdbmago (NCI-N87) com orlistat
causa, além da inibicao da sintese de acidos graxos, um bloqueio do ciclo celular
nas fases G0/G1, além de aumentar o indice apoptético. Menendez et al. (2004)
mostraram que inibicdo de FASN com orlistat ou com RNAi diminui a expresséo
do receptor de superficie ErbB2 em linhagens celulares de cancer de mama e de
ovario, além de aumentar os niveis de p27<P'. Em estudo realizado por nosso
grupo (Carvalho et al.,, 2008), células B16-F10 foram injetadas na cavidade
peritoneal de camundongos C57BI6 e resultaram no desenvolvimento de
metastases espontaneas para os linfonodos mediastinicos em 100% dos casos. O
tratamento destes animais com orlistat reduziu pela metade o numero de
linfonodos afetados e inibiu a proliferacao das células de melanoma em cultura,
com bloqueio da passagem para a fase S do ciclo celular.
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Apesar de muito promissores, 0s estudos que visam a inibicao
farmacolégica de FASN como uma forma de quimioterapia para o tratamento de
neoplasias malignas devem ser interpretados com cuidado. Estéa demonstrado que
o bloqueio de FASN in vivo pode causar efeitos colaterais como anorexia e perda
de peso (Clegg et al, 2002), além de apresentar potencial efeito teratogénico
(Chirala et al., 2003). Além do mais, um estudo do nosso grupo mostrou que
cerulenina & capaz de inibir o crescimento de fibroblastos humanos normais em
culturas primarias (Almeida et al., 2005), sugerindo que a producédo endogena de

acidos graxos nao seja essencial somente para as células malignas.

2.4 Efeitos bioldgicos da inibicao de FASN

Embora os mecanismos através dos quais o bloqueio de FASN induz a
morte celular em células neoplasicas ainda sejam desconhecidos em grande
parte, varias possibilidades tém sido propostas. Estudos preliminares indicam que
a inibicdo de FASN provoca acumulo do metabdlito intermediario malonil-CoA, o
qual induz apoptose pelo seu proprio efeito citotoxico e por bloquear a oxidacao
de &cidos graxos (Pizer et al., 2000; Li et al, 2001; Thupari et al., 2001; De
Schrijver et al., 2003). Outros estudos sugerem que a falta de acido graxo pode
ser um fator critico para a indugédo da apoptose. Chajes et al. (2006) observaram
que durante o cultivo de células neoplasicas com expressdao diminuida das
enzimas Acetil-CoA carboxilase e FASN ocorrem altos indices apoptéticos, o que
nao acontece quando acido palmitico é acrescentado ao meio de cultura. Segundo
Pizer et al. (1998a), o efeito citotdxico da inibicdo de FASN nédo se deve a uma
acao direta no DNA ou na maquinaria de replicacdo e envolve a fungéao de p53, o
qual foi relacionado a perturbacdes na sintese de acidos graxos (Li et al., 2001).
Entretanto, o efeito citotéxico decorrente do bloqueio de FASN pode ocorrer de
maneira independente de p53, através da ativacdo direta de sinais apoptoticos
como a alta expressao de Bax, liberacdo do citocromo C e ativacdo de caspases
(Heiligtag et al., 2002). Bandyopadhyay et al. (2006) inibiram a expressdao de
FASN através de RNAi em células de cancer de mama, o que levou a um acumulo
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de malonil-CoA e consequente inibicdo da enzima de membrana mitocondrial
CPT-1. Esta ultima é responsavel pela transesterificacdo dos acidos graxos de
cadeia longa (na forma de acil-CoAs) em acil-carnitina, permitindo a entrada
destes na mitocondria para serem oxidados. Também foi verificado um aumento
do lipidio ceramida, que esta relacionado a respostas apoptoticas celulares
mediadas por indutores de apoptose, como FAS/FAS ligante, TNF-a (fator de
necrose tumoral a), fatores de crescimento, hipéxia e danos ao DNA. Foi
observado ainda que a inibicdo de FASN promove aumento na expressdo de
genes pro-apoptoticos como BNIP3, TRAIL e DAPK2. Estudos mostram que a
perturbacdo na atividade enzimatica de FASN induz estresse no reticulo
endoplasmatico das células tumorais, as quais respondem com a ativacdo do
processo autofagico, sugerindo uma relagdo entre a autofagia e a lipogénese
tumoral (Little et al., 2007; Buzzai et al., 2007; Ogata et al., 2006; Yorimitsu et al.,
2007).

Estudos recentes do nosso laboratério tém demonstrado que a
inibicdo de FASN com orlistat ou cerulenina em células de melanoma murino
B16F10 inibe a proliferacdo e induz morte por apoptose, com liberagcdo de
citocromo ¢ e ativacdo de caspase-3. Neste estudo, observou-se que a morte
celular induzida por orlistat € precedida por estresse oxidativo (aumento de
espécies reativas de oxigénio - EROs e [Ca2+]cit) e é independente da
participacdo de p53, calcineurina ou da abertura de poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (Zecchin et al, 2011). Como mencionado
anteriormente, Browne et al. (2006) mostraram que orlistat suprime a proliferacao
das células endoteliais e a angiogénese. Em nossa dissertacdo de mestrado,
observamos que o tratamento com orlistat foi capaz de diminuir significativamente
a quantidade de vasos sanguineos induzidos por melanomas experimentais.
Finalmente, a expressao forcada de FASN confere resisténcia aos quimioterapicos
adriamicina e mitoxantrona em células de cancer de mama (Liu et al., 2008) e em
células de cancer de pancreas aumenta significantemente a resisténcia a radiacao

e ao quimioterapico gemcitabina (Yang et al., 2011). Em conjunto, todas estas

-12 -



observacdes sugerem que a inibicdo de FASN pode ser uma nova estratégia para
interferir na sobrevivéncia tumoral, com possivel participacdo de um efeito anti-

angiogénico.

2.5. Angiogénese tumoral

Mesmo com todas as alteracdes genéticas que permitem o crescimento
desordenado e a sobrevivéncia das células malignas, os tumores ndo conseguem
ter mais do que 1 ou 2 mm de didmetro, a menos que sejam vascularizados
(Folkman, 2002). Assim como em tecidos normais, a angiogénese tumoral pode
ocorrer pela mobilizacdo de células precursoras ou pelo desenvolvimento dos
capilares ja existentes (Carmeliet et al., 2001), no entanto, os vasos sanguineos
formados diferem dos normais por serem tortuosos, irregulares e permeaveis
(Jain, 2003; McDonald et al., 2003).

As fases mais iniciais do crescimento das neoplasias malignas nao
estimulam a angiogénese, portanto estas podem permanecer “dormentes” por
meses ou anos, até que algumas de suas células tumorais adquiram um fenétipo
angiogénico (revisado por Berger & Benjamin, 2003). A mudanca para o fenétipo
angiogénico depende do equilibrio entre fatores pro- ou anti-angiogénicos. Os
tumores podem adquirir o fendtipo angiogénico: 1 — produzindo fatores
angiogénicos, 2 — ativando células do estroma, como fibroblastos, macro6fagos,
mastocitos e leucécitos, recrutados do tecido adjacente ou de tecidos nao-
tumorais mais distantes; 3 — utilizando fatores angiogénicos aprisionados na
matriz extracelular (MEC) e 4 — pela geracdo de novos epitopos na MEC que
promovem angiogénese.

Os fatores angiogénicos VEGF e FGF sao liberados pelo tumor, pelas
células inflamatdrias que infiltram os tumores (como os macréfagos) e pelo préprio
estroma tumoral (Ferrara, 2003). As células do estroma podem contribuir com
sinais positivos ou negativos para o desenvolvimento tumoral, além de
favorecerem a resisténcia as terapias citotoxicas (Joyce, 2005, Sparmann & Bar-
Sagi, 2004; Albini et al., 2005; Karin, 2005). Albini & Sporn (2007) relataram, em
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trabalho de revisdo, que disfungdes nas células do estroma durante os estagios
precoces do crescimento do mesmo, associadas as alteracdes que ocorrem nas
células malignas propriamente ditas, sdo cruciais para a sobrevivéncia do tumor.
Portanto, pode-se considerar o “microambiente” como parte integral de uma
neoplasia, sendo este formado por células endoteliais e seus precursores,
pericitos, células musculares lisas, fibroblastos de fenédtipos variados,
miofibroblastos, neutrofilos, eosinofilos, basdéfilos, mastocitos, linfécitos T, B e
“natural killer”, além de células apresentadoras de antigenos, como macrofagos e
células dendriticas. Os sistemas sanguineos e linfaticos, bem como os
componentes da matriz extracelular, também fazem parte do microambiente
tumoral (revisado por Onimaru & Yonemitsu, 2011).

Devido a importancia da neoformacdo vascular no desenvolvimento
tumoral, muitos estudos tém avaliado os agentes anti-angiogénicos. O primeiro
inibidor angiogénico descrito foi a trombospondina-1, que modula a proliferacao de
células endoteliais e sua mobilidade (Volpert et al., 1995). Surpreendentemente,
muitas moléculas inibitérias, tais como as "estatinas", sdo derivadas de proteinas
maiores que nao tém efeito sobre a angiogénese. Entre elas estdo a angiostatina
(um fragmento do plasminogénio que liga a anexina Il e a ATP sintase),
endostatina, tumstatina e canstatina, os quais sao fragmentos de colagenos que
se ligam a integrinas (revisado por Kalluri et al., 2002; O'Reily et al., 19973a;
O'Reily et al., 1997b; Maeshima et al., 2001; Kamphaus et al., 2001).

Outro grupo de inibidores da angiogénese é formado por drogas
antagonistas ao VEGF ou VEGFR-2. O tratamento com estes inibidores
geralmente prolonga a sobrevida dos pacientes com cancer por alguns meses. A
FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso dos anticorpos anti-VEGF,
bevacizumab (Avastin) para céncer colorretal metastatico, cancer de mama
metastatico, glioblastoma multiforme recorrente (GMR), carcinoma de células
renais (CCR), cancer de pulmao metastéatico de células ndo pequenas e de células
ndao escamosas. Além disso, existem drogas antagonistas de VEGFR-2, ja

aprovada para uso clinico, como o sorafenib (Nexavar) para carcinoma renal
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metastatico e carcinoma hepatocelular irressecavel e sunitinib (Sutent) e
pazopanib (Votrient) para carcinoma renal metastatico. Recentemente, vandetanib
(Zactima) foi aprovado para o carcinoma medular da tiréide metastatico e sunitinib
foi recomendado para aprovacdo em tumores neuroenddcrinos do pancreas
avancado, mas os resultados clinicos ainda ndo foram publicados (revisado por
Carmeliet e Jain, 2011a).

Estudos recentes demonstram que o tratamento com bloqueadores de
VEGF ou de seus receptores leva a “normalizagao” da vasculatura tumoral, a qual
consiste na maturacdo de vasos, tornando-os menos tortuosos e permeaveis,
reduzindo a pressao do fluido intersticial, aumentando a oxigenagao e a perfusao
e, consequentemente, a penetracdo das drogas no tumor (Tong et al.,, 2004,
Kamoun et al., 2009, Dickson et al., 2007, Taylor et al., 2010). Entretanto, apesar
de promissoras, as terapias anti-angiogénicas que visam danificar a vasculatura
tumoral e inibir a angiogénese parecem ser de curta duracdo e desenvolver
resisténcia em alguns pacientes (Ebos et al.,, 2009, Ribatti et al, 2010). Em
trabalho de revisdo, Carmeliet e Jain (2011b) sugerem que existe beneficio
transiente no tratamento com inibidores de VEGF, que ocorre durante a
normalizacao da vasculatura. Depois disto, com o uso prolongado, ocorre redugao
dos vasos tumorais e, paralelamente, as células tumorais ativam uma via
angiogénica alternativa. Estes mesmos autores consideram o periodo de
normalizagéo vascular como um beneficio para a terapia contra o cancer, uma vez
que tumores oxigenados sdo mais sensiveis a radioterapia e 0s vasos

funcionantes mais efetivos para levar quimioterapicos para dentro dos tumores.

2.6. VEGF

O controle molecular do processo de angiogénese € complexo e
centralizado no fator VEGF (Ferrara et al, 2002). O crescimento dos vasos
sanguineos para responder as necessidades do tecido depende da producgéo e
secrecdo de VEGF, que é estimulada pela falta de oxigénio. Na hipdxia ou em
resposta aos fatores TGF-a, TGF-f e PDGF, ocorre um aumento intracelular de
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HIF-1a, que por sua vez estimula a transcricao do gene que codifica VEGFA, cujo
produto protéico difunde-se pelos tecidos e atua sobre seus receptores presentes
na superficie das células endoteliais.

Sob a denominacdo de VEGF, encontra-se uma familia de 7 membros,
formada por PLGF, VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE e VEGFF. VEGFA
(VEGF) é o principal regulador do crescimento dos vasos sanguineos, ao passo
que VEGFC e VEGFD regulam a linfangiogénese (Karkkainen et al., 2002). Além
de ser mitégeno para células endoteliais, VEGFA também tem importante efeito
sobre a permeabilidade vascular e quimiotaxia de células derivadas da medula
0ssea ou monacitos (Clauss et al.,, 1990). Este fator se liga aos receptores
VEGFR-1 ou VEGFR-2 e aos co-receptores NRP1 e NRP2 (Karkkainen et al.,
2002). Existem evidéncias de que VEGFR-2 é o mais importante mediador da
mitogénese e sobrevida das células endoteliais, bem como da permeabilidade
vascular durante a angiogénese. Em contraste, VEGFR-1 ndo medeia sinais
mitogénicos e pode, especialmente durante o desenvolvimento embrionario, inibir
a proliferacdo endotelial através do sequestro de VEGFA (Ferrara et al., 2003).
VEGFR-1 e VEGFR-2 sao expressos por células endoteliais vasculares e células
tumorais (Kowanetz e Ferrara, 2006).

2.7. Isoformas de VEGFA

O gene humano que codifica VEGF reside no cromossomo 6p21.3 e
possui 8 exons (Vincenti, et al,1996; Tisher et al,1991). Através de splicing
alternativo, o gene VEGFA produz proteinas variantes com atividade pré-
angiogénica, como VEGFAzs, VEGFA1g, VEGFAig3, VEGFA+ss, VEGFAqs,
VEGFA14s, € VEGFA121 (Ferrara et al, 1997; Houck et al,1991) ou anti-
angiogénicas, como VEGFA g9, VEGFA 1830, VEGFA 650, VEGFA145, € VEGFA121p
(Woolard et al., 2004). Os exons 1 a 5 e 8 estdo preservados em todas as
variantes, enquanto a utilizagdo ou ndo dos exons 6a, 6b, e 7 resulta nas
isoformas distintas (Figura 1). Na isoforma 121 faltam os exons 6 e 7 (Ferrara et
al.,, 1997) e na 165 o exon 7 esta ausente, ao passo que a variante 148 tem a
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mesma sequiéncia de aminoacidos da 165 menos 35 pares de base no final do
exon 7 (Whittle et al.,1999). Os mensageiros da isoforma 189 possuem os exons 6
e 7 (Ferrara et al., 1997), enquanto que os da 183 perdem 18 pares de base do
exon 6 (Lei et al., 1998). VEGFA145 contém o exon 6a mas nao o exon 7 (Poltorak
et al., 1997) e as variantes 206 sdo as mais extensas, contendo além de exons 6 e
7, mais 51 pares de base do intron 3 (Houck et al., 1991).

As isoformas de VEGF diferem na sua capacidade de interacdo com
heparan sulfato e heparina na matriz extracelular, bem como na afinidade com
seus receptores (Neufeld et al., 1999). VEGFA 121 € muito soluvel por ndo se ligar a
heparina, ao contrario de VEGFA+ss que quando secretado, se mantém ligado a
superficie da célula ou a matriz extracelular (Park et al., 1993). J& VEGFA g9 tem
maior afinidade a heparina e, portanto, permanece fortemente associado a
superficie celular ou a matriz extracelular. Entretanto, todos eles se ligam a
VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (KDR/FIk-1) (Waltenberger et al., 1994; Carmeliet et
al.,1999), sendo a interacao com o ultimo reforcada por NRP-1 (Soker et al.,1998).
O balango da expressdo destas isoformas parece ser importante tanto na
angiogénese fisiolégica como patoldgica.

5’

Exon 6 Exon 7 Exon 8
Exonl Exon2 Exon 3 Exon4 Exon5
b a b
a 3
b
Pr?génicas Anti-argiiénicas
VEGFA 2
G 06 VEGFA 189b
VEGFA 189 VEGFA 183b
[ =—
VEGFA 148 VEGFA 145b
VEGFA 121b
VEGFA 143

Figura 1- Estrutura dos RNAs mensageiros das isoformas de VEGFA. O gene é composto por 8 exons e 0
splicing alternativo entre os exons 6, 7 e 8 é capaz de gerar as mdltiplas isoformas.
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2.8. VEGFA em neoplasias malignas

O VEGF tem expressado elevada na maioria dos tumores humanos
(Ferrara et al., 1997), incluindo o melanoma (Potgens et al.,1995; Rennel et al.,
2008). No entanto, a expressao de cada isoforma € variavel. Por exemplo, em
cancer de mama (Zhang et al.,1995) e melanomas (Potgens et al., 1995; Redondo
et al., 2000; Yu et al.,, 2002) a forma aparentemente predominante é VEGFA 24,
enquanto que a variante 165 € encontrada em grande quantidade nos
glioblastomas (Berkman et al.,1993). Cheung et al (1998) mostraram que, em
carcinoma pulmonar, a progressao da doenca esta associada com a expressao de
VEGFA1g9. A expresséo forcada de VEGFA 21 e VEGFA15 em células WM1341B
(derivadas de melanoma humano em estégio inicial) resultou em um crescimento
agressivo de tumores experimentais, o que ndo aconteceu com VEGFA1g9 (Yu et
al., 2002). Alteragcdes no splicing de VEGF tém sido detectadas durante a
carcinogénese em pele na presenca do v-oncogene H-ras (Tober et al., 1998).
Em estudos imunohistoquimicos, a alta expressao de VEGFA foi associada com a
progressdao dos melanomas (Bryehtova et al,, 2008; Einspahr et al., 2007) e o
aumento da expressao desta proteina parece ser um indicador de transformacéo
de nevos displasicos em melanoma (Einspahr et al., 2007).

VEGFAss, € fracamente expresso em melanoma metastatico
(Pritchard-Jones et al., 2007) e em carcinoma de prostata (Woolard et al., 2004) e
de rim (Bates et al.,, 2002). A expressao forcada de VEGFA1gs, em células de
sarcoma de Ewing reduziu o crescimento tumoral em camundongos, assim como
a proliferacdo e migracdo endotelial em meio condicionado por estas células
(Rennel et al., 2008). O mecanismo pelo qual as isoformas anti-angiogénicas de
VEGF limitam o crescimento tumoral ainda ndo esta elucidado, contudo, esta claro
que VEGFA+es, € capaz de se ligar tanto a VEGFR-1 (Cebe et al., 2006) como
VEGFR-2 (Woolard et al., 2004), desencadeando fraca sinalizagado (Woolard et al.,
2004; Cebe et al., 2006). De fato, Rennel et al. (2009) verificaram que VEGFA121p

€ capaz de se ligar com a mesma afinidade que as variantes pré-angiogénicas ao
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receptor VEGFR-2, porém inibindo a migracao e atuando como um citoprotetor de
células endoteliais. E importante ressaltar que, apesar de descritos como anti-
angiogénicas, as isoformas VEGFA1gs, € VEGFA+21, S80 capazes de estimular a
proliferacao de células endoteliais de maneira menos intensa que as variantes pro-
angiogénicas, o que levou os autores a sugerirem a nomenclatura fracamente

angiogénica (Catena et al., 2010).

2.9. Atividade de VEGFA e FASN

A alta expressao do oncogene ErbB-2 esta associada com progressao
tumoral acelerada e desenvolvimento de metastases e FASN € um dos genes
regulados por ErbB-2 nas etapas de transcricdo e traducdo. Como descrito
anteriormente, a inibicdo de FASN reduz especificamente a expressdo de ErbB-2
e sua atividade tirosina-quinase em células de cancer de mama e ovario. A alta
expressao de ErbB-2 esta também relacionada com expressao aumentada HIF-
1a, fator de transcricdo que regula a expressao de varios genes, incluindo o
VEGF.

Em estudo realizado por Menendez et al. (2005), a inibicado especifica
da atividade de FASN com C75 ocasionou um forte aumento dose-dependente da
expressdao de VEGF (acima de 500%) em células de cancer de mama com
expressao elevada de ErbB-2. Ao mesmo tempo, o bloqueio da atividade de FASN
ativou drasticamente a via MAPK e promoveu um acumulo de HIF-1a nestas
mesmas células. Além disso, a inibicdo da atividade de MAPK como o inibidor
especifico U0126 aboliu tanto o acumulo de HIF-1a como a expressdo de VEGF
induzidas por C75. Os mesmos efeitos foram observados quando o gene que
codifica FASN foi silenciado através de siRNA. Em conjunto, estes achados
sugerem que a perturbagcdo do metabolismo endbégeno de &cidos graxos das
células tumorais desencadeia uma condicdo “hipoxia-like” que recupera
prontamente a cascata MAPK-HIF-1a-VEGF dependente de ErbB-2. Estes
resultados mostram também que existe uma conexao entre o metabolismo

enddgeno de acidos graxos catalizado por FASN e HIF-1a, o que pode ser uma
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adaptacao metabdlica das células tumorais com alta expressdo de ErbB-2 para
sobreviver em ambientes hipoxicos (Menendez et al., 2005).

Browne et al. (2006) demonstraram que orlistat inibe FASN nas células
endoteliais dos vasos sanguineos, bloqueando a sintese de acidos graxos e
previnindo a sua proliferacdo. Os mesmos autores mostram que orlistat inibe a
neovascularizagdo humana em ensaio ex vivo, sugerindo que esta pode ser uma
potente droga anti-angiogénica por impedir a expressdo do VEGFR-2 na superficie
das células endoteliais. De fato, em nossa dissertagcdo de mestrado, verificamos
que o tratamento com orlistat reduziu significativamente a angiogénese induzida
por melanomas experimentais e que, nestes mesmos tumores, houve aumento da
expressdao de RNAs mensageiros para VEGFA. No presente trabalho, buscamos
compreender o efeito dos fatores de VEGFA produzidos pelas células neoplésicas
pelo tratamento com orlistat sobre a proliferagao de células endoteliais.
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3.OBJETIVOS

3.1. Estudar os efeitos da cerulenina e do orlistat sobre a viabilidade, proliferacao
e apoptose das células RAEC. Estudar o efeito destes compostos sobre a

formacao de estruturas vasculares in vitro.

3.2. Estudar os efeitos do meio condicionado por células B16-F10, SK-MEL-25 e
SCC-9 sobre a proliferacao das células RAEC e HUVEC e sobre a formacao de

estruturas vasculares in vitro.
3.3. Verificar os efeitos da cerulenina e do orlistat sobre a expressdao de VEGFA

total em células B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-9. Estudar a expressao das
isoformas pré e anti-angiogénicas de VEGFA nas células SK-MEL-25 e SCC-9.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura de células

As linhagens celulares SCC-9, provenientes de CECs bucais humanos,
B16-F10 e SK-MEL-25 derivadas de melanoma murino e humano,
respectivamente, foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC,
E.U.A.). As células HUVEC foram isoladas a partir de culturas primarias de
cordoes umbilicais humanos e gentiimente cedidas pela Prof?® Dr* Ana Marisa
Chudzinski-Tavassi (Laboratério de Bioquimica e Biofisica,
Instituto Butantan). A linhagem celular RAEC, derivada do endotélio de aorta de
coelho, foi gentilmente cedida pela Prof? Dr* Helena B. Nader (Departamento de
Bioguimica da Escola Paulista de Ciéncias Biomédicas da Unifesp). O cultivo foi
realizado em frascos plasticos de 25 ou 75 cm? (NUNC, E.U.A.) com os meios de
cultura DMEM/F-12 (SCC-9), RPMI (SK-MEL-25 e B16-F10), HAM-F12 (RAEC)
(Invitrogen, E.U.A.), todos suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Cultilab, Brasil) e solucao antibiética e antimicética (Invitrogen) na diluicdo de
1:100, a 37 °C e em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

O subcultivo foi realizado quando as culturas atingiam uma confluéncia
cerca de 70%. Para isto, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com
10 ml de solugéo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e entdo incubadas a
37°C com de tripsina a 2%, para as linhagens B16-F10, SK-MEL-25, SCC-9 e
HUVEC, ou pancreatina a 10% (SIGMA, E.U.A.), para a linhagem RAEC. Ap6s um
periodo que variou de 1 a 3 minutos para tripsina e de 20 a 30 minutos para a
pancreatina, as células ficavam separadas da superficie do frasco de cultura (que
foi determinado por observacao em microscopio de contraste de fase), sendo
entdo a acao da tripsina ou da pancreatina interrompida pela adigdo de 5 ml
(frasco de 25 cm?) ou 10 ml (frasco de 75 cm?) de meio de cultura contendo 10%
de FBS. A suspensao de células foi transferida para tubos cénicos de plastico de
15 ml estéreis (Corning, E.U.A.) e estes centrifugados a 800 xg por 3 minutos. O

sobrenadante foi removido e descartado e os “pellets” de células ressuspendidos
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em 5 ml de meio de cultura com 10% de FBS, as células contadas e re-
plagueadas em novos frascos de cultura. 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 realizacdo dos experimentos. Para isto, as
células foram suspensas em solugdo 1/1 contendo 20% de di-metil sulféxido
(DMSO, Sigma, E.U.A.) e RPMI 1640 ou HAM-F12 com 50% de FBS e
congeladas em nitrogénio liquido. Para descongelar as células, os criotubos
(NUNC, Dinamarca) foram colocados em banho de agua a 37°C e, apds rapido
descongelamento, transferidas para tubos de 15 ml contendo 10 ml de meio e
centrifugadas. Os “pellets” foram entdo ressuspendidos em 5 ml de meio de
cultura e as células plaqueadas para realizacao dos experimentos. Em todos os
procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a
manutenc¢ao da esterilidade, sendo as linhagens subcultivadas no maximo por dez
passagens e entdo descartadas. Todos os experimentos apresentados neste
trabalho foram feitos com o mesmo lote de FBS, para evitar variagbes indesejaveis
no padrao de crescimento celular decorrentes de sua composicao.

4.2. Preparo das solucoes de orlistat e cerulenina

O composto ativo do orlistat (Xenical, Roche, Suica) foi extraido de
acordo com Knowles et al. (2004), dissolvendo-se o conteudo de uma céapsula em
1 ml de etanol absoluto (Merck, Alemanha), seguido de agita¢ao por 10 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, a solugdo foi centrifugada a 16.000 xg por 5
minutos e o sobrenadante coletado e estocado a -80°C até o momento do uso. A
cerulenina (Sigma, E.U.A.) foi dissolvida em DMSO na concentragdo de estoque
de 20 mg/ml e armazenada a -20°C.

4.3. Silenciamento de FASN através de siRNA

As moléculas de siRNA foram sintetizadas, aneladas e purificadas pelo
fabricante (Stealth RNAi, Invitrogen). Através do software BLOCK-iT™ RNA;
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Designer trés sequéncias especificas para o gene de FASN murino (NM_00798)
foram selecionadas: (5° CAA TGA TGG CCA ACC GGC TCT CTT T 3'), (5 TGG
GAA GAC CCG AAC TCC AAG TTAT 3) e (5 CCT CTG GGC ATG GCT ATC
TTC TTG A 3’) da mesma maneira, uma sequéncia para FASN humano
(NM_004104_stealth_158) foi escolhida: (5 CAG AGU CGG AGA ACU UGC AGG
AGU U 3’). As linhagens celulares B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-9 foram crescidas
até atingirem 50% de confluéncia e as células B16-F10 transfectadas com 200 nM
da sequéncia de siRNA através de lipossomos (Lipofectamine 2000, Invitrogen, 3
ul/ml), de acordo com as instrucdes do fabricante. As células SCC-9 e SK-MEL-25
foram transfectadas com 50 nM da sequéncia de siRNA com o auxilio de polimero
(jetPRIME, Polyplus transfection, 2 pl/ml), de acordo com as instru¢cées do
fabricante. Como controle negativo, as células foram transfectadas com
concentracdes equivalentes de uma sequéncia de siRNA nao especifica (Stealth
RNAIi Negative Control Duplexes, Invitrogen). As transfeccdes foram realizadas em
placas de 100 mm e as células coletadas para a avaliacao da inibicado de FASN
em 48 horas ap0s a transfeccéo. A inibicao de FASN foi avaliada por western blot
como descrito por Carvalho et al. (2008), com anticorpos especificos anti-FASN e
anti-B-actina na diluicao de 1:3.000 e 1:60:000 respectivamente.

4.4. Analise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando 3 - (4,5-dimetil-2-yl) -2,5
difeniltertrazolim brometo (MTT, Sigma). Para isto, foram plaqueadas 4 x 10°
células RAEC ou 6 x 10* células HUVEC em cada poco de placas de 6 pocos em
2ml de meio HAM-F12 ou RMPI, ambos suplementados com 10% de FBS. Apds
24 horas do plagueamento, se iniciou o tratamento com orlistat a 25, 50, 100, 200
e 300 uM (ou etanol como controle) e cerulenina a 0,35, 0,75, 1, 1,5 e 2 ug/ml (ou
DMSO como controle). As células foram entdo lavadas em PBS, tripsinisadas e
incubadas com 2,5 mg/ml de MTT diluido em PBS a 37 °C por 3 horas. Depois
disso, etanol absoluto foi adicionado para dissolver os precipitados. Apds
homogeinizagdo, os sobrenadantes foram transferidos para placas de 96 pocos e
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as absorbancias determinadas em um leitor de ELISA (Bio-Rad, Hercules, CA,

EUA) ajustado para 490 nm.

4.5. Avaliacao das taxas de morte celular por apoptose e ciclo celular

A porcentagem das células em apoptose foi determinada por citometria
de fluxo. Para isto, foram plaqueadas 4 x 10* células RAEC em placas de 6 pocos
em meio HAM-F12 suplementado com 10% FBS. Apdés 24 horas do
plagueamento, iniciou-se o tratamento com orlistat a 100 uM ou cerulenina a 0,75
ug/ml (etanol ou DMSO foram utilizados como controle). Apés os tratamentos com
os inibidores de FASN, as células foram incubadas com Anexina V-FITC (1:500)
em tamp&o de ligagao contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 5
mM de KCI, 1 mM de MgCl; e 1,8 mM de CaCl,, por 20 minutos a temperatura
ambiente e analisadas em citbmetro de fluxo, em canal FL1. A aquisicdo dos
dados foi feita em um citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) e a analise por meio do programa CellQuest (Becton Dickinson) com o
auxilio da Profa. Dra. Michelle Agostini. Dez mil eventos foram analisados para
cada amostra.

Para a andlise da distribuicdo das células dentro das fases do ciclo
celular, foram plaqueadas 4x10* células RAEC em placas de 6 pogcos em meio
HAM-F12 suplementado com 10% FBS. Apds 24 horas do plagueamento, o meio
foi substituido por HAM-F12 sem FBS e as células incubadas por mais 24 horas,
quando entdo se iniciou o tratamento com orlistat a 100 uM e etanol como controle
ou cerulenina a 0,70 pug/ml ou DMSO como controle, novamente em meio
contendo suplemento com 10% de FBS. As células foram coletadas depois de 48,
72 e 96 horas, fixadas com etanol a 70% gelado, colocadas a -20°C por 12 horas,
lavadas em PBS gelado e tratadas com 10 pg/ml de RNAse durante 1 hora a
37°C. Apds incubagao com 50 ug/ml de iodeto de propideo a 4°C, a distribuicdo
das células no ciclo celular foi analisada utilizando-se o software CellQuest em um
citbmetro de fluxo FACSCalibur equipado com laser de argdnio. Dez mil eventos

foram analisados para cada amostra.
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4.6. Analise da proliferacao das células RAEC cultivadas em meio
condicionado pelas células B16-F10

O efeito de fatores produzidos e secretados por células de melanoma
sobre o crescimento das células RAEC foi analisado através de ensaios com meio
condicionado. Para isto, foram plaqueadas 4 x 10* células RAEC por poco de
placas de cultura de 6 pocos em meio HAM-F12 suplementado com 10% FBS.
ApGs 24 horas, as células foram incubadas com 1,6 ml de meio RPMI
suplementado com 10% FBS metabolizado durante um periodo de 24 horas por
aproximadamente 3 x 10% células B16-F10, acrescentado 0,4 ml de meio HAM-F12
suplementado com 10% de FSB (80% de meio condicionado, 20% de meio
fresco). Como controle, utilizou-se 1,6 ml de meio HAM-F12 suplementado em
10% FBS metabolizado por cerca de 1 x 10° células RAEC durante um periodo de
24 horas, acrescido de 0,4 ml de HAM-F12 novo suplementado com 10% de FBS
(80% de meio condicionado, 20% de meio fresco). Para estimar o nimero de
células, estas foram coletadas depois de 24 e 48 horas e contadas utilizando uma
camara de Neubauer.

4.7. Andlise da proliferacao das células HUVEC cultivadas em meio
condicionado pelas células SK-MEL-25 ou SCC-9

O efeito de fatores secretados por células neoplasicas humanas sobre o
crescimento das células HUVEC foi avaliado em ensaios com meio condicionado.
Para isto, foram plaqueadas 6 x 10* células HUVEC por pogo de placas de cultura
de 6 pocos em meio RPMI suplementado com 10% FBS. Apés 24 horas do
plagueamento, se iniciou incubagdo com 1,6 ml de meio RPMI suplementado com
10% FBS condicionado pelo mesmo periodo de tempo por aproximadamente 6 x
10* células SK-MEL-25, ou com 1,6 ml de meio DMEM/F-12 suplementado com
10% FBS condicionado por um periodo de 48 horas por aproximadamente 6 x 10*
células SCC-9, acrescentados 0,4 ml de meio RPMI fresco suplementado com
10% de FSB (80% de meio condicionado, 20% de meio fresco). Como controle,

utilizou-se 1,6 ml de meio RPMI suplementado em 10% FBS metabolizado por
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cerca de 1x10° células HUVEC por um periodo de 48 horas acrescido de 0,4 ml de
RPMI novo suplementado com 10% de FBS (80% de meio condicionado, 20% de
meio fresco). As taxas de proliferacdo foram obtidas pela contagem em camara de
Neubauer.

4.8. Analise da proliferacao das células RAEC e HUVEC em meio
condicionado pelas células B16-F10, SK-MEL-25 ou SCC-9 tratadas com
orlistat

Para verificar se o orlistat € capaz de regular a producdo de VEGFAs
com funcdo anti- ou pré- angiogénica em células neoplasicas, estudamos o
crescimento das células RAEC e HUVEC em meio condicionado por células de
melanoma (B16-F10 ou SK-MEL-25) ou de carcinoma espinocelular bucal (SCC-9)
tratadas com orlistat por 48 horas. Para isto, as células RAEC e HUVEC, foram
semeadas em placas de cultura de 6 pocos em meio HAM-F12 e RPMI
suplementados com 10% FBS. Apos 24 horas, o meio foi substituido por 1,6 ml de
meio HAM-F12 ou RPMI, respectivamente, suplementados com 10% FBS
condicionado por um periodo de 24 ou 48 horas por células B16-F10, SK-MEL-25
ou SCC-9 tratadas com 300 puM de orlistat, acrescentado 0,4 ml do respectivo
meio novo suplementado com 10% de FSB (80% meio condicionado, 20% meio
fresco). Como controle, utilizamos meio de cultura condicionado pelas mesmas
células tratadas com etanol. As taxas de proliferagdo foram obtidas pela contagem

em camara de Neubauer.

4.9. Ensaio in vitro de formacao de estruturas vasculares (“vessel-like”)

Para avaliar o efeito do orlistat ou da cerulenina, bem como dos fatores
liberados por células neoplasicas sobre a formagdo de vasos sanguineos,
utilizamos o ensaio in vitro para formagdo de tubos endoteliais (Pyriochou et al.
2007). Os pocos de uma placa de 96 pocos foram revestidos com 45 ul de
Matrigel (BD, Biosciences, E.U.A.) e mantidos por 1 hora a 37 °C. Apés a
polimerizacao, 3 x 10* células HUVEC ou RAEC foram semeadas sobre a matriz e
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incubadas na presenca de orlistat ou cerulenina. De maneira semelhante, 3 x 10*
células HUVEC foram plaqueadas e incubadas na presenca de meio condicionado
por 6 x 10° células SK-MEL-25 ou SCC-9 previamente tratadas com 300 uM de
orlistat. Apés 16 horas, os tubos endoteliais formados foram fotografados em
microscépio de contraste de fase e mensurados com auxilio de programa de
computador Image J (Scion Corporation, E.U.A.).

4.10. Ensaio de ELISA para VEGFA

A quantidade da proteina VEGFA presente no meio condicionado pelas
células B16-F10, SKMEL-25 e SCC-9 dos experimentos descritos em 4.3, 4.6 e
4.8 foi avaliado por ELISA. Os meios foram coletados, centrifugados para a
remocgao de debris e mantidos a -80°C até o momento da andlise. A concentragéo
da proteina VEGFA foi determinada nas células B16-F10 (Mouse VEGFA
Quantikine ELISA, R & D Systems, Minneapolis, MN), SK-MEL-25 e SCC-9
(Human VEGFA DuoSet ELISA, R & D Systems) conforme as instru¢cdées do
fabricante. Para a normalizagcdo dos resultados foi utilizado o numero total de

células.

4.11. Analise do tratamento com orlistat sobre a expressao de VEGFR-2

A expresséo de VEGFR-2 na superficie das células RAEC foi estudada
por citometria de fluxo com anticorpos anti-VEGFR-2 (BD, Biosciences, E.U.A.) e
anti-CD31(Dako, Dinamarca). Para isto, placas de 150 mm de diametro receberam
7 x 10° células da linhagem RAEC. Apés o plaqueamento, as células foram
tratadas com orlistat por mais 24 horas e coletadas pela raspagem com cell-
spatula (TPP, Suica) em PBS gelado. As células em suspensdo foram entdo
lavadas com PBS e incubadas com anticorpos primarios anti-VEGFR-2 (1:25 em
PBS) ou anti-CD31 (1:25 em PBS) por 1 hora a temperatura ambiente. Em
sequéncia, as células foram novamente lavadas com PBS e incubadas com
anticorpos secundarios conjugados com FITC (Vector Laboratories, E.U.A.) por 1
hora a temperatura ambiente, diluidos a 1:100 em PBS. Depois de novamente
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lavadas com PBS, a suspenséo foi analisada em citobmetro de fluxo FACSCalibur
equipado com laser de argbnio e software CellQuest (Becton Dickinson).

4.12. Analise dos efeitos de orlistat e cerulenina sobre a expressao das
isoformas de VEGFA

RNA total foi purificado a partir dos pellets celulares usando o reagente
Trizol (Invitrogen), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Antes das reacdes
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 a
sintese dos cDNAs, 4ug de RNA total foram reversamente transcrito em reacoes
com volume final de 21ul, contendo 0,5mM de cada desoxinucleotideo trifosfato
(dNTP), 40 U de inibidor de RNAse, 50 U da enzima Superscrit || RT (Invitrogen),
0,5ug de primers oligo-dT (Invitrogen) e tampao 1 X (contendo 1,5mM MgCl,). As
reacdes foram realizadas a 42 °C por 50 minutos, seguidas de incubacao a 70°C
por 15 minutos. Para a amplificacdo especifica dos cDNAs, as reagbes de 25 pl
foram preparadas com 2ul de cDNA, 12,5 pl da solu¢do de Master Mix Fast SYBR
Green (Applied Biosystems) e 0,2mM de cada primer. As condi¢gdes do RT-PCR
quantitativo foram: 95 °C por 10 minutos, 95 °C por 30 segundos e 57 °C por 1
minuto. Para normalizacao dos resultados, testamos individualmente os transcritos
para GAPDH e (-actina, sendo ambos adequados para estas condi¢cdes
experimentais.

Primers especificos foram delineados a partir das sequéncias das
respectivas isoformas de RNAs mensageiros provenientes do GenBank (NCBI -
National  Center for  Biotechnology Information - NIH, E.U.A.-
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para a amplificagdo de cada variante proé-

angiogénica, foram desenhados reverse primers nas divisas entre 0s exons
especificos de cada isoforma (Tabela 1): entre os exons 5 e 8 para VEGFA24,
entre 6a e 8 para VEGFA 145, entre 5 e 7 para VEGFA1gs5, € finalmente entre 6a e 7
para VEGFAg9. Para amplificar as isoformas anti-angiogénicas os forward primers
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foram desenhados nas regides entre exons 5 e 8 para VEGFA121,, entre 5 e 7 para
VEGFAesp, €ntre 6a e 7 para VEGFA1sg,, sendo os reverse primers colocados na
regiao especifica das isoformas anti-angiogénicas do exon 8b.

A anadlise da expressao génica foi realizada através do método das
curvas padrao. A expressao diferencial dos transcritos alvo foi determinada pelo
método da quantificagdo relativa a amostras controle (amostras tratadas com
etanol ou DMSOQO), corrigidas por um gene referéncia (GAPDH ou B-actina).
Calculou-se a expressdao génica por equagdao matematica, que analisa
individualmente as eficiéncias de amplificacdo de cada gene (SDS version 2.0,

Applied Biosystems).

Tabela 1 - Sequéncia de primers para a amplificagcao de VEGFA murino, VEGFA humano e
suas isoformas

Cddigo no
Descricao Sequéncia Genbank

VEGFA total mouse Forward 5-TGGTGGACATCTTCCAGGAGTA-3' NM_95200
VEGFA total mouse Reverse = 5'-GCACACAGGACGGCTTGAA-3'

GAPDH mouse Forward 5-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3' NM_008084.2
GAPDH mouse Reverse 5'-GCGGCACGTCAGATCCA-3'

VEGFA total humano Forward 5-CGAGGGCCTGGAGTGTGT-3' NM_001025366
VEGFA total humano Reverse 5-CGCATAATCTGCATGGTGATG-3'

VEGFA g9 humano Forward 5-CGAGGAAAGGGAAAGGGGC-3' NM_003376
VEGFA g9 humano Reverse 5'-CCCACAGGGAACGCTCCAG-3'

VEGFA 65 humano Forward 5-CCAATGCAGATTATGCGGATC-3' NM_001025368

VEGFA¢s humano Reverse 5-CAAGGCCCACAGGGATTTTC-3'
VEGFA»; humano Forward 5'-ATGCAGATTATGCGGATCAAACC-3' NM_001025370
VEGFA;»; humano Reverse 5-CGGCTTGTCACATTTTTCTTGTC-3'

VEGFA 65, humano Forward 5'-CAAGAAAATCCCTGTGGGCC-3' NM_001033756
VEGFA 65, humano Reverse 5-TGAGAGATCTGCAAGTACGTTCG-3

GAPDH humano Forward 5'-ATGGAAATCCCATCACCATCTT-3' NM_002046.3
GAPDH humano Reverse 5'-CGCCCCACTTGATTTTGG-3'
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4.13. Forma de analise dos resultados

ApGs obtencado dos valores médios de cada periodo de contagem dos
ensaios de proliferagéo, foram construidos graficos utilizando-se o programa Excel
(Microsoft, E.U.A.). A significancia estatistica dos resultados foi verificada através
da analise de variancia ndao paramétrica do teste t de Student e teste de Mann-
Whitney, com o auxilio do programa SigmaStat (Jandel Scientific Software, EUA).

O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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3. RESULTADOS

5.1. Efeitos do tratamento com orlistat ou cerulenina sobre as células RAEC
e HUVEC

5.1.1 Orlistat ou cerulenina provocam perda de viabilidade e induzem
apoptose em células RAEC

Em nossa dissertacdo de mestrado, verificamos que o tratamento com
cerulenina ou com orlistat reduzem significativamente a proliferacao das células
RAEC. Com a finalidade de compreender a melhor este fenébmeno, realizamos
aqui ensaios de viabilidade celular a fim de determinarmos a concentragao ideal
de cada uma das drogas para experimentos de apoptose e ciclo celular.

Como ilustrado na Figura 1, nos ensaios de MTT houve redugéao dose-
dependente da viabilidade das células RAEC quando tratadas com cerulenina ou
orlistat por um periodo de 24 horas. O efeito do orlistat ou da cerulenina sobre a
distribuicdo das células RAEC em cada fase do ciclo celular foi avaliado através
de experimentos de citometria de fluxo. Observamos um aumento gradual das
populacdes celulares em G0-G1 concomitante a um declinio do numero de células
na fase S nos grupos tratados com ambas as drogas (Figura 2). O efeito foi mais
acentuado nos periodos de 72 horas com cerulenina e 96 horas com orlistat. Com
relacdo as taxas de morte celular por apoptose, aumento significativo foi
observado nas células RAEC tratadas com 100 uM de orlistat ou 0,75 pg/ml de
cerulenina, pelos periodo de 24 horas (Figura 3).
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Figura 1- Analise da porcentagem de células RAEC viaveis apés o tratamento com cerulenina
(Cer) ou orlistat (Orl) por 24 horas. A reducéo significativa das taxas de viabilidade foi observada
nas células tratadas com 0,75, 1, 1,5 e 2 pg/ml de cerulenina (A) ou 100, 200 e 300 uM de orlistat
(B) (*p< 0,05, orlistat x etanol, cerulenina x DMSO, teste t de Student). Cada grafico representa a
média de 3 experimentos independentes.
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Figura 2- Distribuicdo das células RAEC nas fases do ciclo celular apés tratamento com 0,75 pg/ml
de cerulenina (A) ou com 100 uM de orlistat (B). (A) Podemos observar um gradativo aumento do
nimero de células nas fases GO/G1 (m) concomitante com uma diminuigdo da fase S (o) em 48
horas, além de discreto aumento de G2/M (=) em 72 horas. (B) Houve um gradativo aumento do
numero de células nas fases GO/G1 (m) concomitante com uma diminuigdo da fase S (o) em 72 e
96 horas (*p<0.05; teste t de Student). Cada grafico representa a média de 3 experimentos
independentes.
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Figura 3- Porcentagem de células RAEC positivas para anexina V por citometria de fluxo, apés
tratamento com 0,75 pg/ml de cerulenina (A) ou com 100 pM orlistat (B) por 24 horas. Aumento
significativo das taxas de apoptose foi observado nas células tratadas com as duas drogas, quando
comparadas, aos seus respectivos controles DMSO e etanol (C) (*p< 0,005, teste t de Student).
Cada grafico representa a média de 3 experimentos independentes.
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5.1.2 Efeitos do orlistat e da cerulenina na formacao de tubulos endoteliais
pelas células RAEC

Como demonstrado nos resultados anteriores, o tratamento com
inibidores de FASN € capaz de reduzir a viabilidade e induzir a apoptose nas
células RAEC. Prosseguimos verificando se o tratamento com orlistat ou
cerulenina seria capaz de alterar as estruturas vasculares formadas por estas
células em matrigel. Como observado nas Figuras 4 e 5, as duas drogas foram
capazes de reduzir a formacao de tubulos endoteliais pelas células RAEC.
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Figura 4- Imagens representativas dos ensaios de formagdo de tlubulos pelas células RAEC
tratadas com os 0,75 pg/ml e 1 pg/ml de cerulenina ou com 100 uM e 300 pM de orlistat por 16
horas, em relagao aos controles DMSO e etanol. (Aumento original de 40 X).
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Figura 5- Extensao dos tubulos formados pelas células RAEC, apés tratamento com 0,75 pg/ml e
1 pg/ml de cerulenina (A) ou com 100 pM e 300 puM orlistat (B) por 16 horas. Redugéo significativa
do comprimento foi observado nas células tratadas tanto com 1ug/ml de cerulenina (Cer) quanto
com 100 e 300 puM de orlistat (Orl), quando comparados aos seus respectivos controles DMSO e
etanol (C) (*p< 0,05, teste tde Student). Cada grafico representa a média obtida de 2 experimentos
independentes.
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5.1.3 Orlistat ou cerulenina nao alteram a viabilidade das células endoteliais
HUVEC

Com o objetivo de compreender melhor os efeitos dos inibidores de
FASN sobre as células endoteliais de vasos sanguineos, utilizamos culturas
primarias de células HUVEC em ensaios de viabilidade celular, visando a
determinacao da concentracdo ideal de cada droga para os experimentos de
formacao dos vasos in vitro. Como ilustrado na Figura 6, nos ensaios de MTT nao
houve reducao da viabilidade das células HUVEC quando tratadas com cerulenina
ou orlistat por um periodo de 48 horas em meio RMPI contendo 10% de SFB. As
células controle foram tratadas com etanol ou DMSO no mesmo volume

equivalente a maior concentragéo utilizada de cada droga.
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Figura 6- Porcentagem de células HUVEC viaveis apos o tratamento com cerulenina (Cer) ou
orlistat (Orl) por 48 horas em meio RPMI com 10% de SFB. Observamos que ndo houve reducao
significativa das taxas de viabilidade nas células tratadas com diferentes concentragées de ambas
as drogas (A e B). Os graficos representam um de trés experimentos independentes realizados.
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5.1.4. Efeitos do orlistat e da cerulenina na formacao de tubulos endoteliais
pelas células HUVEC

Como verificado nos experimentos mostrados em 5.1.3, o tratamento
com inibidores de FASN nao é capaz de reduzir a viabilidade nas células HUVEC.
De acordo com este achado, orlistat também nao foi capaz de inibir as células
HUVEC no processo de formagéo de estruturas vasculares em matrigel (Figuras 7
e 8).

Figura 7- Imagens representativas dos ensaios de formagéo de tubulos vasculares pelas células
HUVEC tratadas com 300 uM de orlistat ou com etanol somente (C). (Aumento original de 40 X).

C Orl

Figura 8- Ap6s a analise, em programa de computador, observamos que ndo houve diferenga
significativa na extensdo das estruturas tubulares formadas pelas células HUVEC apés tratamento
com 300 pyM de orlistat por 16 horas. (p=0,2856, teste t de Student). Cada grafico representa a
média de 3 experimentos independentes.
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5.2. O meio de cultura condicionado por células neoplasicas aumenta a
proliferacao das células endoteliais derivadas de vasos sanguineos

Proteinas produzidas e secretadas pelas células B16-F10 de
camundongo aumentam a proliferacao das células endoteliais RAEC, assim como
as produzidas pelas células SK-MEL-25 e SCC-9 estimulam a proliferacdo das
células endoteliais HUVEC. A Figura 9 mostra este efeito nas células RAEC, em
48 horas, e as Figuras 10 e 11 nas células HUVEC, apos 24 e 48 horas. Em todos
0s experimentos, o crescimento celular foi mais acentuado no periodo de 48

horas.
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Figura 9- Efeito da incubagdo com meio condicionado por células B16-F10 (MC-B16F10) sobre a
proliferagcédo das células RAEC, nos periodos de 24 e 48 horas, em comparacao aos controles
tratados com meio metabolizado pelas préprias células RAEC (MC-RAEC). Para a contagem do
nimero de células utilizou-se uma camara Neubauer em microscopio de contraste de fase
(*p<0,05; test t de Student).
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Figura 10- Andlise do efeito da incubacdo com meio condicionado por células de SK-MEL-25 sobre
a proliferacdo das células HUVEC (MC-SK-MEL-25) nos periodos de 24 e 48 horas, em
comparacgao aos controles tratados com meio metabolizado pelas préprias células HUVEC (MC-
HUVEC). Para a contagem do numero de células utilizou-se uma camara Neubauer em
microscopio de contraste de fase (*p<0,05; test t de Student).
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Figura 11- Efeito da incubagdo com meio condicionado por células SCC-9 (MC-SCC-9) sobre a
proliferagcédo das células HUVEC nos periodos de 24 e 48 horas, em comparagao aos controles
tratados com meio metabolizado pelas préprias células HUVEC (MC-HUVEC). Para a contagem do
nimero de células utilizou-se uma camara Neubauer em microscopio de contraste de fase
(*p<0,05; test t de Student).

Para verificar se o VEGFA liberado pelas células B16-F10 era o
responsavel pelo aumento da proliferacao das células RAEC (Figura 9), os seus
niveis protéicos foram mensurados através de ensaios de ELISA. De fato, a
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concentracao de VEGFA é mais alta no meio de cultura das células B16-F10,
quando comparadas ao meio das células RAEC (Figura 12).

VEGFA

B16-F10 RAEC B16-F10 RAEC
24h 48 h

Figura 12- Andlise da quantidade de VEGFA liberado pelas células B16-F1O e RAEC, em
condicdes normais de cultivo, nos periodos de 24 e 48 horas. Verificamos que as células B16-F10
produzem quantidade expressivamente maior de VEGFA, quando comparado as células RAEC.
Observe que nao ha diferencas entre os niveis protéicos de VEGFA de 24 para 48 horas.

No intuito de entender os efeitos dos inibidores de FASN sobre a
producdo de VEGFA pelas células B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-9, analisamos
também as concentragdes de VEGFA no meio destas células sob os efeitos do
orlistat. Verificamos nos experimentos mostrados nas Figuras 13, 14 e 15 que
houve um aumento expressivo da quantidade de VEGFA secretado no meio de
cultura. Para confirmar que o estimulo na producao de VEGFA apéds o tratamento
com orlistat € causado pela inibicao de FASN, a produgcdo desta enzima foi
reduzida através de siRNA. As Figuras 16 B, 17 B e 18 B mostram reacdes de
western blot referentes aos experimentos mostrados nas Figuras 16 A, 17 Ae 18
A, nos quais 200 nM de siRNAs especificos para FASN foram utilizados. Apo6s 48
horas da transfeccao das células B16-F10 e 36 horas da transfeccao das células
SK-MEL-25 e SCC-9, a quantidade da proteina FASN foi diminuida, o que
provocou aumento na secrecdo de VEGFA. Portanto, siRNAs especificos para
FASN recapitulam os efeitos do aumento da producdo de VEGFA apds o
tratamento com orlistat.
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Figura 13- A concentracdo de VEGFA no meio de cultura de células B16-F10 aumenta apés o
tratamento com 300 uM orlistat (Orl) por 48 horas, em comparacao ao veiculo etanol (C). O grafico
representa um de trés experimentos independentes.
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Figura 14- A concentragao de VEGFA no meio de cultura de células SK-MEL-25 aumenta apds o
tratamento com 300 uM orlistat (Orl) por 36 horas, em comparacao ao veiculo etanol (C). O grafico
representa um de trés experimentos independentes.
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Figura 15- A concentragdo de VEGFA no meio de cultura de células SCC-9 aumenta apds o
tratamento com 300 uM orlistat (Orl) por 36 horas, em comparacao ao veiculo etanol (C). O gréafico
representa um de trés experimentos independentes.
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Figura 16- (A) Aumento da quantidade de VEGFA no meio de cultura de células B16-F10 apds o
knockdown de FASN com siRNAs especificos. (B) Reagdes de western blot mostrando a redugao
da quantidade de FASN em células B16-F10 tratadas com siRNA (200 nM) para FASN por 48
horas. Anticorpos anti-B-actina foram utilizados como controle da quantidade de proteina aplicada
em cada canaleta. O grafico representa um de trés experimentos independentes. Mock (controle de
transfeccao).
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Figura 17- (A) Aumento da quantidade de VEGFA no meio de cultura de células SK-MEL-25 apds o
knockdown de FASN com siRNAs especificos. (B) Reagbes de western blot mostrando a redugdo da
quantidade de FASN em células B16-F10 tratadas com siRNA (200 nM) para FASN por 48 horas. Anticorpos
anti-B-actina foram utilizados como controle da quantidade de proteina aplicada em cada canaleta. O grafico

representa um de trés experimentos independentes. Mock (controle de transfecc¢ao).
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Figura 18- (A) Pequeno aumento da quantidade de VEGFA no meio de cultura de células SCC-9
apds o knockdown de FASN com siRNAs especificos. (B) Reacdes de western blot mostrando a
reducao da quantidade de FASN em células B16-F10 tratadas com siRNA (200 nM) para FASN por
48 horas. Anticorpos anti-B-actina foram utilizados como controle da quantidade de proteina
aplicada em cada canaleta. O grafico representa um de trés experimentos independentes. Mock
(controle de transfeccao).
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5.3. Efeitos dos meios de cultura condicionados por células neoplasicas
tratadas com orlistat sobre a proliferacao das células endoteliais derivadas
dos vasos sanguineos

Tendo-se em vista que tratamento com orlistat aumenta a producao
de VEGFA e que nossos resultados da dissertagdo de mestrado mostraram, além
de reducdo dos vasos sanguineos peritumorais nos camundongos tratados com
orlistat, aumento da expressio de VEGFA nos mesmos melanomas
experimentais, buscamos entender os efeitos desta droga sobre as isoformas de
VEGFA. Para isto, utilizamos o meio condicionado por células B16-F10 tratadas
com orlistat por 48 horas, no qual incubamos as células RAEC. Da mesma forma,
células SK-MEL-25 e SCC-9 forneceram meios de cultura para incubar células
HUVEC. Na Figura 19 verificamos que, apesar de haver reducéo significativa no
numero de células RAEC incubadas com meio controle, ndo houve aumento do
numero de células RAEC nos periodos de 24 para 48 horas. Por outro lado, as
Figuras 20 e 21 mostram que o numero de células HUVEC foi significativamente
reduzido apds exposicdo ao meio condiconado por células SK-MEL-25 ou SCC-9
tratadas com orlistat.

Numero de células
*

C Oorl C Orl

B16-F10 B16-F10 B16-F10 B16-F10

24 h 48 h

Figura 19- Efeito da incubagdo com meio condicionado por células B16-F10 tratadas com 300 pM
de orlistat (Orl B16-F10) sobre a proliferacao das células RAEC nos periodos de 24 e 48 horas, em
comparacao aos controles (C B16-F10), tratados com meio metabolizado pelas células B16-F10
com o veiculo etanol. Para a contagem do nimero de células utilizou-se uma camara Neubauer em
microscopio de contraste de fase (*p<0,05; test t de Student). O grafico representa a média de trés
experimentos independentes.
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Figura 20- Efeito da incubacdo com meio condicionado por células SK-MEL-25 tratadas com 300
UM de orlistat (Orl SK-MEL-25) sobre a proliferacao das células HUVEC nos periodos de 24 e 48
horas, em comparagdo aos controles (C SK-MEL-25), tratados com meio metabolizado pelas
células SK-MEL-25 contendo o veiculo etanol. Para a contagem do ndmero de células utilizou-se
uma camara Neubauer em microscopio de contraste de fase (*p<0,05; test t de Student). O grafico
representa a média de trés experimentos independentes.
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Figura 21- Efeito da incubagdo com meio condicionado por células SCC-9 tratadas com 300 uM de
orlistat (Orl SCC-9) sobre a proliferacdo das células HUVEC nos periodos de 24 e 48 horas, em
comparacao aos controles (C SCC-9), tratados com meio metabolizado pelas células SCC-9
contendo o veiculo etanol. Para a contagem do numero de células utilizou-se uma camara
Neubauer em microscopio de contraste de fase (*p<0,05; test t de Student). O grafico representa a
média de trés experimentos independentes.
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5.4. Efeitos dos meios de cultura condicionados por células neoplasicas
tratadas com orlistat sobre a formacao de estruturas semelhantes a vasos
pelas células HUVEC

Considerando que os meios condicionados pelas células neoplasicas
tratadas com orlistat reduzem significativamente a proliferacdo das células
endoteliais HUVEC, buscamos compreender se efeito semelhante ocorreria na
formacao de estruturas semelhantes a vasos. Para isto, utilizamos os meios
condicionados sobre as células HUVEC em matrigel. Nas Figuras 22 e 23,
verificamos que houve reducao significativa da extensao de vasos formados pelas
células HUVEC incubadas com meio condicionado pelas células tratadas com
orlistat, sugerindo que estas células, sob efeito da droga, secretam fatores que

inibem a angiogénese.
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Figura 22- Imagens representativas dos ensaios de formagédo de tubulos pelas células HUVEC
incubadas com meios condicionados pelas células SCC-9 e SK-MEL-25 tratadas com 300 uM de
orlistat (Orl SCC-9 e Orl SK-MEL-25). Os controles receberam o meio de cultura condicionado

pelas células SCC-9 e SK-MEL-25 tratadas com etanol (C SCC-9 e C SK-MEL-25) (Aumento
original de 40 X).
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Figura 23- Reducao significativa do comprimento dos vasos formados pelas células HUVEC
incubadas tanto com o meio condicionado pelas células SK-MEL-25 (A) quanto com o meio
condicionado pelas células SCC-9 (B) tratadas com orlistat, quando comparados aos seus
respectivos controles (*p< 0,05, teste t de Student). Cada grafico representa a média de 2
experimentos independentes.
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5.5. Efeitos da cerulenina e do orlistat sobre a expressao de RNAs
mensageiros de VEGFA

Prosseguimos investigando agora a produgdo de RNAs mensageiros
para VEGFA total nas células B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-9 tratadas com
cerulenina ou orlistat, bem como das isoformas pré-angiogénicas VEGFAsgg,
VEGFA1s5 € VEGFA 21 € anti-angiogénicas VEGFA g9, VEGFA 1655 € VEGFA 121,
As isoformas de VEGFA foram estudadas somente nas linhagens humanas, pois
somente estas sequéncias estdo detalhadas no GenBank.

De uma forma geral, verificamos nas Figuras 24 a 30 que a producao
de RNAs mensageiros para VEGFA total e suas variantes foi aumentada pelo
tratamento com orlistat, principalmente na concentracdo de 300 pM. Em
concentragdes diferentes, e nem sempre de maneira dose-dependente, cerulenina
também aumentou a expressao relativa de RNAs mensageiros para VEGFA e
suas isoformas. VEGFAg9p € VEGFA 21, foram testados nas células SK-MEL-25 e
SCC-9, entretanto, apesar de elevada quantidade de RNA utilizada, n&o foi
possivel a amplificacdo de seus respectivos mensageiros (dados ndo mostrados).
A Figura 24 A foi mostra que a expressao de RNAs mensageiros para VEGFA
total foi aumentada de maneira dose-dependente nas células B16-F10 apds o
tratamento com orlistat, ja o tratamento com cerulenina promoveu aumento

significativo nas trés concentracoes testadas (Figura 24 B).
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Figura 24— Analise por RT-PCR quantitativo para verificagdo dos niveis de RNAs mensageiros
para VEGFA total, ap6s o tratamento das células B16-F10 com diferentes concentragdes de orlistat
(Orl) ou de cerulenina (Cer). Nota-se maior expressdao dos RNAs mensageiros para VEGFA total
quando as células B16-F10 foram tratadas com 300 uM de orlistat (A). O tratamento com 2,5, 5 e
7,5 ug/ml de cerulenina aumentaram significativamente a expressdo de RNAs mensageiros para
VEGFA total nas células B16-F10 (B). (*p<0,05; test t de Student).

Nas células SK-MEL-25 o mesmo padréao de expressao relativa de
RNAs mensageiros foi observado apos o tratamento com orlistat (Figuras 25 A, 26
A, 26 C e 26 E), um aumento significativo de VEGFA total e das isoformas pro-
angiogénicas VEGFA1s, VEGFA{ss € VEGFA121 na concentracdo de 300 pM.
RNAs mensageiros para a isoforma anti-angiogénica VEGFAqgs, foram
progressivamente aumentados, paralelamente ao aumento da concentracdo de
orlistat (Figura 27 A). O tratamento com cerulenina nas células SK-MEL-25
aumentou a producao de RNAs mensageiros para VEGFA total, principalmente na
concentracao de 1,2 pug/ml (Figura 25 B). Nesta mesma concentracao, a producao
de RNAs mensageiros para a isoforma VEGFAq2¢ (Figura 26 F) e VEGFA16sp
(Figura 27 B) foi também aumentada. Entretanto, as quantidades relativas de
RNAs mensageiros para as isoformas VEGFAis e VEGFA1ss aumentaram
significativamente na concentracédo de 2,5 ug/ml de cerulenina (Figuras 26 B e 26
D).
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Figura 25— Niveis de RNAs mensageiros para VEGFA total ap6s o tratamento das células SK-
MEL-25 com diferentes concentracdes de orlistat ou cerulenina. Observamos maior expressao dos
RNAs mensageiros para VEGFA total quando as células SK-MEL-25 foram expostas a 300 uM de
orlistat (A). O tratamento com 1,2 ug/ml de cerulenina foi capaz de aumentar significativamente a
expressdo de RNAs mensageiro para VEGFA total nas células SK-MEL-25 (B). (*p<0,05; test t de
Student).
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Figura 26— Expresséo relativa de RNAs mensageiros para cada isoforma pré-angiogénica de
VEGFA nas células SK-MEL-25, em relagéo aos controles (C), apds o tratamento com orlistat (Orl)
ou cerulenina (Cer). Em A e B verificamos aumento significativo da expressdo dos RNAs
mensageiros para VEGFAgg com 300 uM de orlistat ou com 0,6 e 2,5 pug/ml de cerulenina. Nas
maiores concentracbes das drogas, 300 puM de orlistat (C) e 2,5 pg/ml de cerulenina (D),
observamos aumento significativo da expressdo de RNAs mensageiros para VEGFAs. Com
relagéo ao VEGFA,,; (E e F), apesar do aumento observado em todas as concentracdes de orlistat
e cerulenina, foram 50 e 300 uM de orlistat (E) e 1,2 pg/ml de cerulenina capazes de aumentar
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significativamente a expressdao de RNAs mensageiros para esta isoforma. (*p<0,05; test t de
Student).
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Figura 27— Andlise quantitativa dos niveis de RNAs mensageiros para a isoforma anti-angiogénica
VEGFA6s, apds o tratamento das células SK-MEL-25 com diferentes concentragdes de orlistat
(Orl) ou cerulenina (Cer). Em (A) observamos aumento dose-dependente da expressdo de
VEGFA e, com 50, 100 e 300 pM de orlistat, em relacdo ao controle etanol (C). Em (B),
verificamos que 1,2 pg/ml de cerulenina foi capaz de aumentar significativamente a expressao de
RNAs mensageiros para VEGFAgs, em relagdo ao controle DMSO (C). (*p<0,05; test t de
Student).

Assim como nas células SK-MEL-25, as células SCC-9 mostraram
aumento da quantidade relativa de RNAs mensageiros para VEGFA total com 300
UM de orlistat ou 5 pg/ml de cerulenina (Figura 28). De uma maneira geral, nestas
células, houve aumento da expressao relativa de RNAs mensageiros para as
isoformas VEGFA,;, VEGFA g5 € VEGFA;g9 (Figura 29 A, C e E). Da mesma
forma, o tratamento com cerulenina também aumentou significativamente a
producdo de RNAs mensageiros para todas as isoformas pré-angiogénicas de
VEGFA estudadas (Figuras 29 B, 29 D e 29 F). Nas mesmas concentragdes, o
tratamento com orlistat ou cerulenina promoveu aumento na expressao de RNAs
mensageiros para a variante anti-angiogénica VEGFAgs, nas células SCC-9
(Figura 30).
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Figura 28— A expresséao relativa de RNAs mensageiros para VEGFA total apds o tratamento das
células SCC-9 com orlistat (Orl) ou cerulenina (Cer). Observamos que com 300 puM de orlistat (A)
ou com 5 pg/ml de cerulenina (B) houve aumento significativo de RNAs mensageiro para VEGFA
total, em relagdo aos seus respectivos controles (C). (*p<0,05; test t de Student).
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Figura 29- Expressao relativa de RNAs mensageiros para as isoformas pro-angiogénicas de
VEGFA, VEGFA g9, VEGFAs5 € VEGFA;,1, apds o tratamento das células SCC-9 com diferentes
concentracdes de orlistat (Orl) ou cerulenina (Cer). Em (A) notamos maior expressdao dos RNAs
mensageiros para VEGFAg nas células tratadas com 300 puM de orlistat, porém o aumento
estatisticamente significativo somente foi observado com 100 pM da droga. Em (B), apesar da
reducao gradual com aumento da concentragdo de cerulenina, 0 aumento na expressao de
VEGFA g foi estatisticamente significativa em relacdo ao controle. A expressdao dos RNAs
mensageiros para VEGFA g5 foi significativamente aumentada apds o tratamento com orlistat ou
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cerulenina. Da mesma forma, a expressao dos RNAs mensageiros para VEGFA,; foi aumentada
de maneira dose-dependente apds o tratamento com orlistat ou cerulenina (E e F). (*p<0,05; test t
de Student).

A B
] *

3 s 3 *
T ©
2 2 31 %
B g4 5 ¢
[T T
R S5
us 8 ‘8 8
25 2 4 a8 >
E‘é’_ e 14
x 1+ =3
5% w

0 4 0 o

C 50 100 300 C 1,25 2,5 5
Orl (um) Cer(ug/mil)

Figura 30-RT-PCR quantitativo realizado para verificagao dos niveis de RNAs mensageiros para
isoforma anti-angiogénica VEGFA s, apds o tratamento das células SCC-9 com orlistat (Orl) ou
cerulenina (Cer). Em (A) notamos significativo aumento de RNAs mensageiros para VEGFA g5
apos o tratamento com 300 uM de orlistat. O tratamento com 1,2 e 5 ug/ml de cerulenina foi capaz

de aumentar significativamente a expressao de RNAs mensageiros para VEGFA g5, nas células
SCC-9 (B). (*p<0,05; test t de Student).
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5.6. Orlistat aumenta a expressao do receptor VEGFR-2 nas células
endoteliais RAEC

Os efeitos do orlistat sobre a presenca da proteina VEGFR-2 na
superficie das células endoteliais foram examinados por citometria de fluxo (Figura
31). O tratamento com esta droga provocou aumento da expressdao de VEGFR-2
na superficie celular, aparentemente sem afetar a membrana de forma
inespecifica, como mostrado pela marcacao com a proteina de membrana CD31,

que nao se alterou nas diferentes concentracdes utilizadas.
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Figura 31- Imunomarcacgéao realizada em citdbmetro de fluxo, mostrando a porcentagem de células
RAEC marcadas por anticorpos anti-CD31 (barras pretas -m-) e anti-VEGFR-2 (barras cinzas-m-),
apds o tratamento com diferentes concentragdes de orlistat. Notamos o discreto e progressivo
aumento na positividade para VEGFR-2 nas concentragdes de 50 para 100 uM, mais acentuado na
concentracao de 200 uM. O grafico representa 1 de 3 experimentos independentes.
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6. DISCUSSAO

A idéia de se verificar o papel da enzima FASN em culturas de células
endoteliais foi decorrente 1) do trabalho de Browne et al. (2006), o qual mostrou
pela primeira vez que orlistat suprime a proliferacdo das células endoteliais e a
formagdo de vasos em cultura ex vivo, e 2) dos resultados obtidos nos
experimentos “in vivo” realizados na nossa dissertacdo de mestrado, sugerindo
que FASN ¢é importante para a neovascularizacdo dos melanomas provocados por
células B16-F10. Nesta dissertacdo, observamos significativa reducdo dos vasos
peritumorais nos camundongos tratados com orlistat.

No presente trabalho, o tratamento das células RAEC, derivadas do
endotélio da aorta de coelho, com inibidores de FASN provocou inibicdo da
formacgao de estruturas vasculares in vitro e reducao significativa da progressao do
ciclo celular, caracterizado pelo acumulo destas células nas fases GO/G1 e
reducao da fase S do ciclo celular. Estes resultados estdo de acordo com Browne
et al. (2006), que demonstraram que a inibicdo de FASN por orlistat € capaz de
reduzir significativamente a proliferagdo de células endoteliais HUVEC de maneira
dose-dependente, além de reduzir a proliferacdo de vasos sanguineos em ensaios
ex vivo. Em trabalho prévio do nosso grupo, Almeida et al. (2005) mostraram que
a inibicdo de FASN por cerulenina também € capaz de reduzir o crescimento de
culturas primarias de fibroblastos gengivais humanos normais. Portanto, apesar de
muito pouco estudado e discutido na literatura cientifica, parece existir uma
ligacao entre a atividade da enzima FASN e a viabilidade e proliferagdo de células
nao neoplasicas. Ao contrario, tal associacao é muito clara em células malignas
em cultura ou em modelos animais para o estudo da progressdo tumoral. Por
exemplo, diminuicdo da sintese de DNA, inibicdo da progressao para a fase S do
ciclo celular e morte por apoptose sdo conseqiéncias comuns da inibicdo de
FASN com orlistat em células tumorais em cultura (Pizer et al., 1998, Kridel et al.,
2004). Menendez et al. (2004, 2005a) demonstraram que o tratamento de
linhagens celulares derivadas de carcinoma de estdmago (NCI-N87) e de mama
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(SK-Br3) com orlistat causa, além da inibicdo da sintese de acidos graxos, um
bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1, retardando a entrada na fase S.
Resultados semelhantes também foram observados no trabalho de Carvalho et al.
(2008) em células derivadas de melanoma murino. Orlistat causa, além de
acumulo de células em GO0/G1, reducdo da quantidade de Skp2, consequlente
acumulo de p27*! e ativacéo da via de Rb (Knowles et al., 2004, Menendez et al.,
2004).

Tanto cerulenina quanto orlistat foram capazes de aumentar
significativamente as taxas de apoptose e reduzir a viabilidade das células RAEC.
Em concordancia, Browne et al. (2006) verificaram que o tratamento com orlistat
promove a morte por apoptose das células HUVEC em proliferacdo, ou seja, em
subconfluéncia e estimuladas por VEGFA. Fenémeno semelhante néo foi
observado por estes autores quando estas células estavam confluentes.
Entretanto, no presente estudo, observamos que o tratamento com cerulenina ou
com orlistat ndo reduziu a viabilidade das células HUVEC em subconfluéncia.
Acreditamos que estas discrepancias sejam decorrentes de caracteristicas como
proliferacdo lenta e falta de estimulo por VEGFA, o que pode interferir
essencialmente na necessidade de 4acidos graxos e consequentemente na
atividade de FASN. Os mecanismos moleculares que ligam a inibicdo de FASN a
promog¢do da apoptose ainda nado foram elucidados. Entretanto, em células
neoplasicas, o acumulo de malonil-CoA, que ocorre apés o bloqueio da atividade
de FASN, ja foi sugerido como provavel responsavel pelo efeito citotoxico (Pizer et
al. 2000; Li et al. 2001; Thupari et al. 2001; De Schrijver et al. 2003). Knowles &
Smith (2007) demonstraram que o silenciamento de FASN através de RNAi em
células derivadas de cancer de mama, além de afetar a transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo tumoral, ocasiona super-regulacdo de genes que
regulam a parada do ciclo celular e apoptose. Zecchin et al. (2010) demonstraram
que, em células B16-F10, a inibicao de FASN com cerulenina ou com orlistat inibe
a proliferacdo e induz morte por apoptose através da via mitocondrial ou
intrinseca, com liberacdo de citocromo ¢ e ativacdo de caspase-3. Neste mesmo
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estudo, a morte induzida por orlistat foi precedida por estresse oxidativo e
aumento da [Ca®*].; sendo independente da participagdo de p53, calcineurina ou
da abertura de poro de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial.

O VEGFA ¢é um mitégeno especifico para células endoteliais, com papel
central na angiogénese em varios processos fisioldgicos e patoldgicos (Ferrara et
al., 2002). Considerado como o principal alvo na terapia anti-angiogénica contra o
cancer (Catena et al., 2007), o aumento da sua producdo é induzido pela
exposicao das celulas tumorais a ambientes hipdxicos ou fatores de crescimento
e, em ambos 0s casos, ocorre em grande parte pelo aumento da transcricdo do
gene VEGFA. Este processo € mediado por HIF-1a, um fator de transcricdo
heterodimérico cuja atividade € aumentada na hipdxia intratumoral ou devido a
alterac6es genéticas que ativam a via de transducao de sinal MAPK (Semenza et
al., 2002; 2003; Powis e Kirkpatrick, et al., 2004; Yeo et al., 2004).

Os resultados desta tese mostram maior proliferacao das células RAEC
quando incubadas pelo meio previamente condicionado pelas células B16-F10. Da
mesma forma, maior crescimento das células HUVEC foi observado na presenca
de meio condicionado pelas células SK-MEL-25 ou SCC-9. Estas observacdes
sao, provavelmente, decorrentes do VEGFA secretado pelas células tumorais. De
fato, VEGFA, além de ser um dos principais responsaveis pela angiogénese
tumoral, é produzido em grandes quantidades na maioria das neoplasias malignas
humanas (Ferrara et al., 1997), dentre as quais o melanoma (Potgens et al.,1995;
Rennel et al, 2008) e o carcinoma espinocelular bucal (Onesto et al., 2006;
Margaritesc et al., 2010). Uma observacao importante do presente estudo, que liga
a enzima FASN com o controle da producao e secrecédo de VEGFA, foi que tanto o
tratamento com orlistat quanto o silenciamento de FASN com siRNA aumentam
expressivamente a quantidade de VEGFA sintetizado pelas células B16-F10, SK-
MEL-25 e SCC-9. Isto estd em concordancia com os achados de Menendez et al.
(2005), que verificaram que o inibidor de FASN C75, assim como o silenciamento
de FASN com siRNA, promovem acumulo de HIF-1a e aumento da producao de
VEGFA em linhagens celulares derivadas de cancer de mama. Segundo estes
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autores, a perturbacao do metabolismo dos acidos graxos enddégenos causadas
pela inibicdo de FASN resgata a cascata de sinalizacao MAPK -> HIF-1a >
VEGFA. Estes autores sugerem ainda que o metabolismo dos acidos graxos
enddgenos representa uma adaptacao metabdlica necessaria para capacitar as
células tumorais a sobreviver em hipoxia.

O gene VEGFA codifica vérias isoformas que diferem entre si pela
quantidade de exons, propriedades bioldgicas e padrdao de expressdao. O
crescimento e desenvolvimento dos vasos sanguineos em tumores € dependente
do balango na producéo das isoformas de VEGFA, que é controlado por splicing
alternativo. Foram descritas, até o momento 12 isoformas de VEGFA, divididas em
familia pré-angiogénica (7 variantes) e familia anti-angiogénica (5 variantes), que
diferem em seis aminoacidos na porgdo carboxi-terminal. As variantes anti-
angiogénicas sao formadas a partir de um splicing distal no exon 8, em um sitio
denominado distal Splice site (DSS), enquanto que as pro-angiogénicas, no sitio
proximal do exon 8, chamado proximal Splice site (PSS). Estas alteracbes
resultam em mudangas na interagdo destas moléculas com seus receptores e
consequentemente na sua fungcdo (revisado por Harper & Bates, 2008). O
mecanismo bioldgico que regula a escolha do splice site carboxi-terminal (pré- ou
anti- angiogénico) é ainda pouco conhecido e aparentemente determinado por
fatores como IGF (para o PSS) e TGFB1 (para o DSS) (Nowak et al., 2008). Em
sua grande parte, os experimentos existentes na literatura para estudar a
expressao de VEGFA nao fazem a distingdo entre as familias pré- ou anti-
angiogénicas destas moléculas. Observamos, no presente trabalho, que o
conjunto de fatores VEGFA liberado pelas células B16-F10 apo6s tratamento com
inibidores de FASN nao foi capaz de aumentar a proliferacdo das células RAEC,
embora tenha mantido a sua viabilidade. As linhagens SCC-9 e SK-MEL-25
tratadas com orlistat parecem induzir um mecanismo anti-angiogénico, resultante
da combinacédo de isoformas de VEGFA secretados. De fato, a proliferacdo e a
formacao de estruturas vasculares in vitro pelas células HUVEC foram

significativamente menores com meios condicionados pelas células neoplasicas
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tratadas com orlistat. Uma observacdo importante foi que, quando as células
HUVEC foram expostas somente ao tratamento com orlistat, ndo houve reducéo
da proliferagéo e néao ocorreu inibicdo da formagéo de estruturas vasculares. Este
fato demonstra a especificidade da ac¢ao do orlistat sobre as células neoplasicas.
Em conjunto, estes resultados sugerem que a inibicdo de FASN por orlistat produz
um fendtipo anti-angiogénico em células derivadas de melanoma e carcinoma
espinocelular bucal.

De acordo com a literatura, a expressédo das isoformas de VEGFA é
variavel em neoplasias malignas, sendo o splicing de VEGFA dinamico, tanto em
tecidos normais como em células malignas (Ferrara et al., 2003; Grunstein et al.,
2000). Entretanto, uma das caracteristicas mais marcantes observada com
relacdo as isoformas € o padrdo de vascularizagdo, que parece ser determinado
pelo predominio de alguma variante. Por exemplo, o VEGFA;,; esta envolvido na
vascularizagdo peritumoral devido a sua alta difusibilidade (Potgens et al., 1995;
Redondo et al., 2000; Yu et al., 2002; Grunstein et al., 2000), sendo associado
com vasodilatagdo e aumento da permeabilidade dos vasos peritumorais (Klsters
et al., 2003). VEGFAg quando expresso de maneira forcada em células de
melanoma humano Mel57, promove menos vasodilatacdo do que VEGFA;es €
VEGFA»; (Klsters et al, 2003). Neste contexto, a expressdo forcada de
VEGFA2; e VEGFAs5 em células derivadas de melanoma humano em estagio
inicial resultou em um crescimento agressivo, em comparacdo com ceélulas
transfectadas com VEGFA g, que n&o foram tumorigénicas (Yu et al., 2002). No
presente trabalho, encontramos a expressdo de RNAs mensageiros para as
isoformas VEGFA g9, VEGFAe5, VEGFA21 € VEGFA65, €m linhagens celulares
derivadas de melanoma humano e carcinoma espinocelular bucal. Houve aumento
de expressdao dos RNAs mensageiros para VEGFA total, VEGFAg9, VEGFAgs,
VEGFA»; e VEGFAs5, apds o tratamento com inibidores de FASN, em
concordancia com o estudo ja citado anteriormente, realizado por Menendez et al.
(2005), no qual a inibicao especifica da atividade de FASN com C75 ocasionou um
aumento de cerca de 500% na produgdo de VEGFA em células derivadas de
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cancer de mama e ovario com alta expressdao de ErbB2. Nestas células, o
bloqueio da atividade de FASN ativou a via MAPK e causou um acumulo de HIF-
10, que por sua vez aumentou a transcricdo de VEGFA. E importante notar que,
no trabalho de Menendez et al. a cima citado, ndo foram avaliadas as expressdes
individuais de cada isoforma de VEGFA, apenas VEGFA total.

Em nosso estudo, ndo encontramos as variantes anti-angiogénicas
VEGFA121, € VEGFA1s9, nas células SK-MEL-25 e SCC-9. De fato, Varey et al.
(2008) encontraram, através de reagcbes de PCR e ELISA, que as variantes anti-
angiogénicas compreendem cerca de 90% dos mensageiros para VEGFAs em
tecidos normais, sendo portanto mais expressas em tecidos normais do que em
tecidos neoplasicos. O papel fisioldgico das isoformas anti-angiogénicas esta
sendo intensamente estudado nos tecidos normais e parece que estas moléculas
agem como um freio sobre a angiogénese. Artac et al. (2009) verificaram que as
variantes anti-angiogénicas participam do desenvolvimento ovariano e testicular.
Aumento das isoformas anti-angiogénicas parece também estar relacionado com a
reducdo da producdo de leite durante a lactacdo (Qiu et al, 2008). Uma
associacdo entre a queda relativa dos niveis de VEGFA anti-angiogénico e
neoformag&o vascular na retina em diabetes foi também demonstrada (Perrin et
al., 2005). Elevados niveis de isoformas de VEGFA anti-angiogénicas também
parecem ser necessarios durante a gravidez, uma vez que a falta destes fatores
no primeiro trimestre de gravidez estd associada com o desenvolvimento de
patologias materno-fetais (Bills et al., 2009). Nesta pesquisa, mostramos que a
inibicao de FASN pelo tratamento com 5 pg/ml de cerulenina ou 300 uM de orlistat
promove aumento significativo da expressao de RNAs mensageiros para variante
anti-angiogénica VEGFA1ss,, nas células SCC-9. Observamos também que com
300 uM de orlistat e 1,25 pg/ml de cerulenina houve significativo aumento desta
variante nas células SK-MEL-25, em relagao aos controles. Na literatura cientifica,
VEGFA+s, € fracamente expresso em carcinomas de prostata (Woolard et al.,
2004), de rim (Bates et al., 2002) e em melanomas (Pritchard-Jones et al., 2007),
sendo que neste Ultimo parece prever a sua propagagao metastatica (Pritchard-
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Jones et al, 2007). A fungdo anti-angiogénica da proteina VEGFA1gsp foi
caracterizada por Woolard et al. (2004), que demonstraram que este fator tem
propriedades muito diferentes da isoforma mais estudada VEGFAses.
Aparentemente, o0 mecanismo pelo qual as isoformas anti-angiogénicas limitam o
crescimento endotelial decorre da fraca sinalizacdo desencadeada pela sua
ligagdo com o receptor VEGFR-2 (Woolard et al., 2004; Cebe et al., 2006).
Verificamos aqui um expressivo aumento de RNAs mensageiros das
isoformas pré-angiogénicas de VEGFA, concomitante a isoforma anti-angiogénica
VEGFA 65, nas células SK-MEL-25 e SCC-9 tratadas com orlistat ou cerulenina.
No entanto, entendemos, através dos ensaios com meio condicionado, que a
funcdo anti-angiogénica de VEGFA 165, se sobrepde ao estimulo pro-angiogénico
das isoformas VEGA g9, VEGFA1s5 € VEGFA121, uma vez que houve sigfinicativa
reducao da proliferacdo das células HUVEC na presenca de meio previamente
condicionado pelas células SK-MEL-25 ou SCC-9 tratadas com 300 uM de orlistat.
Observamos também, neste trabalho, um aumento de VEGFR-2 na
superficie das células RAEC tratadas com orlistat, por citometria de fluxo. Este
achado parece ser especifico, pois ndo houve mudancgas no padrao de expressao
da proteina CD31 nas mesmas células. Entretanto, em contradicdo aos nossos
achados, Browne et al. (2006), verificaram, também por citometria de fluxo,
reducdo da expressdo de VEGFR-2 na superficie da célula endotelial HUVEC
apdés o tratamento com orlistat. Uma possivel explicacdo para estas diferencas
pode ser com relacdo as caracteristicas peculiares a cada linhagem celular. As
células RAEC sao imortalizadas ao passo que as células HUVEC sao
provenientes de cultura priméaria. Por outro lado, pode-se especular que tal
aumento na expressdao do receptor VEGFR-2 poderia estar ligada ao mesmo
efeito “hipoxia-like”, descrito por Menendez et al. (2005), onde o aumento da
expressao do fator VEGFA promovido pela inibicao de FASN, também estimularia
a aumento do seu respectivo receptor na superficie da células. Foi relatado,
anteriormente aqui nesta tese, que orlistat aumenta a producao de isoformas anti-

angiogénicas e como revisado por Harper e Bates, 2008, estes fatores interagem
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com o mesmo receptor VEGFR-2 das isoformas pré-angiogénicas. Com base
nestas informagdes, acreditamos também que a competicdo entre estas
moléculas € consistente com a idéia de que a inibicdo de FASN aumentaria
VEGFR-2 na superficie da célula devido a um efeito compensatoério, pela falta de
estimulo angiogénico. Além disso, a observacao de que orlistat altera a expressao
de receptores tirosina-quinase na superficie celular corrabora a idéia de que o
bloqueio farmacolégico da FASN interfere com a localizagao celular ErbB-2 em
células neoplasicas (Menendez et al., 2004).

Em resumo, os achados da presente pesquisa mostram que orlistat e
cerulenina foram capazes de inibir a viabilidade, induzir a apoptose e reduzir in
vitro a formacao de vasos sanguineos pelas células endoteliais RAEC. Embora em
células endoteliais HUVEC a viabilidade nao tenha sido reduzida pelos mesmos
tratamentos, demonstramos que o meio de cultura condicionado pelas células
neoplasicas SK-MEL-25 e SCC-9 tratadas com orlistat reduz a formacao in vitro de
vasos sanguineos e a proliferacdo das células HUVEC. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que este fendmeno é decorrente do aumento da expressao da
isoforma anti-angiogénica VEGFA1esp, promovido também pelo tratamento com
inibidores de FASN.
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7.CONCLUSOES

7.1. O tratamento com orlistat e cerulenina aumenta as taxas de apoptose,
reduz a viabilidade e inibe a formacdo de estruturas vasculares in vitro das
células RAEC.

7.2. O meio condicionado por células neoplasicas B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-
9 com orlistat é capaz de inibir ou estabilizar a proliferacdo das células
endoteliais derivadas dos vasos sanguineos e reduzir a formacao de estruturas

vasculares in vitro.

7.3. Cerulenina e orlistat aumentam significativamente a expressdao VEGFA total
em células B16-F10, assim como a expressdo de isoformas pr6 e anti-
angiogénicas de VEGFA nas células SK-MEL-25 e SCC-9.

7.4. A inibicdo de FASN com orlistat aumenta a expressao do receptor VEGFR-

2 nas células endoteliais RAEC.
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