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"A ciéncia € a tentativa de compreender a realidade. E uma atividade

quase religiosa, na mais ampla acep¢do da palavra.”

(George Wald)



RESUMO

O melanoma é, dentre as neoplasias malignas de pele, a de pior
progndéstico devido ao seu alto potencial metastatico e resisténcia aos agentes
quimioterapicos existentes. A enzima metabdlica acido graxo sintase (FASN,
EC2.3.1.85) é a responsavel por catalisar a sintese de acidos graxos saturados de
cadeia longa. FASN é um homodimero com massa molecular de 250 kDa
responsavel pela produgdo do palmitato enddégeno. Em tecidos normais, a
atividade metabdlica de FASN € minima, uma vez que a maior parte dos acidos
graxos usados pelas células provém da dieta, com excecdo dos tecidos
lipogénicos. Por outro lado, tem sido demonstrado que nas células malignas a
maior parte dos acidos graxos provéem da biossintese enddégena consequiente ao
aumento da atividade de FASN e que existe uma associagdo positiva entre a
expressao desta enzima metabdlica e o comportamento agressivo de tumores
malignos, pois sua alta expressdo ocorre principalmente em casos com
progndstico ruim. Inibidores especificos da atividade FASN bloqueiam a sintese de
DNA e causam apoptose em linhagens celulares derivadas de neoplasias
malignas de prostata, mama, célon, estbmago, intestino, endométrio, cavidade
bucal, ovario e melanoma. A droga orlistat (Xenical®), aprovada pela FDA e
utilizada para o tratamento de obesidade, foi descrita como tendo propriedades
anti-neoplasicas em cancer de préstata, mama, colon, estbmago e melanoma,
devido a sua capacidade de bloquear especificamente a atividade de FASN. Este
trabalho teve como objetivo principal estudar o efeito do tratamento de
camundongos C57BL6 com a droga orlistat sobre as atividades de MMPs,
expressao de integrinas por células B16F10, adesdo destas Ultimas a
macromoléculas da MEC e formacdo de colbnias pulmonares a partir da
inoculacdo na veia caudal de camundongos C57BL6. Através de ensaios
zimograficos, ndo observamos alteragbes das atividades de MMP-2 e -9 em
células B16F10 tratadas com orlistat. No entanto, a inibicdo de FASN aumentou a



adesado das células B16F10 aos componentes de matrix extracelular laminina e
fibronectina. Através de ensaios de imunofluorescéncia observamos uma reducéao
das regides de adesao focal das integrinas av3 nas células B16F10 tratadas com
orlistat. Finalmente, o tratamento com orlistat reduziu em 53,6% 0 numero de
colénias metastaticas pulmonares, em comparacdo aos grupos controle. Em
conjunto, os resultados aqui descritos sugerem que esta FASN é um alvo

terapéutico em potencial para estes tumores.

Palavras chave: melanoma / integrinas / Acido graxo sintase / orlistat / metastase /
metaloproteases de matriz/ células B16F10 / camundongo
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ABSTRACT

Malignant melanoma has poor prognosis due to its high metastatic
potential and resistance to the existing chemotherapeutic agents. Fatty acid
synthase (FASN, EC2.3.1.58) is a metabolic enzyme with molecular mass of 250
kDa responsible for the endogenous biosynthesis of saturated long chain fatty
acids. FASN activity is relatively low in most normal human tissues, since most of
the fatty acids used by the cells come from the diet, except in liver, adipose tissue,
fetal lung and lacting breast. On the other hand, it has been demonstrated that in
several cultured malignant cells fatty acids are mostly produced by FASN. A similar
phenomenon is also observed in melanoma cells and overexpression of FASN has
been associated with a poor prognosis for patients with this malignancy. Specific
inhibitors of FASN activity block DNA synthesis and cause apoptosis in prostate,
breast, colon, stomach, endometrial, oral cavity, ovary and melanoma cancer cells
lines. Orlistat (Xenical®), approved for FDA and used for the treatment of obesity,
has antitumor properties in prostate, breast, colon, gastric cancers and melanoma,
due to its capacity to block the FASN activity. This work had as main objectives to
study the effect of orlistat on the expression and activity of MMPs and expression
of integrins in B16F10 cells, as well as on the adhesion of these cells to ECM
macromolecules fibronectin and laminin. Moreover, we sought to verify the effect of
this drug on the lung colonization by B16F10 innoculated in the tail vein of C57BL6
mice. The treatment with orlistat did not change MMP-2 and -9 gelatinolytic
activities in B16F10 cells and enhanced the adhesion of these cells on laminin or
fibronectin. Interestingly, treatment of B16F10 cells with orlistat promoted a
reduction on the number of integrin avB3 focal adhesion plates observed in the
immunofluorescence assay. Finally, orlistat promoted an inhibition of 53,6% in the
number of lung metastatic foci, in comparison with the control groups, further
confirming the anticancer potential of FASN inhibitors. Finally, the results here
described suggest that FASN is a therapeutical target in potential for these tumors.

xii
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1. INTRODUCAO

Tem sido claramente demonstrado na literatura cientifica da ultima
década que em células malignas a maior parte dos acidos graxos provém da
biossintese endbégena consequiente ao aumento da atividade de FASN (Baron et
al. 2004) e que existe uma associacao positiva entre a expressao desta enzima
metabodlica e o comportamento agressivo de tumores malignos (Epstein et al.,
1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997; Kuhajda, 2000b). Em virtude destes
achados, FASN vem sendo apontada como um alvo para a quimioterapia e até
quimioprevencgao, desde que inibidores especificos da sua atividade sdo capazes
de bloquear a progressao do ciclo celular, diminuindo a proliferagdo e aumentando
as taxas de apoptose, o que ja foi demonstrado em células de cancer de prostata,
mama, estbmago, endométrio, cavidade bucal e ovario (Furuya et al., 1997; Pizer
etal., 1998; Li et al., 2001; Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005; Menendez
et al., 2006). Dentre as neoplasias de pele, o melanoma € a de pior progndstico.
Seu alto indice de mortalidade deve-se principalmente ao desenvolvimento de
metéstases para diversos 6rgaos como figado, pulmdes, cérebro, 0ossos, ovario,
estdbmago, pancreas e intestino delgado (Hawes et al., 2001; Rodolfo et al., 2004;
Feldman et al., 2004; Atallah & Flaherty, 2005; Katz et al., 2005; McWilliams et al.,
2005; Liang et al., 2006; Belagyi et al., 2006). Existem, até o presente momento,
quatro trabalhos descrevendo a expressdo de FASN em melanomas. Destes
descaca-se o de Innocenzi et al. (2003), que observaram uma correlagao positiva
entre a expressado de FASN e o indice de Breslow e uma correlagdo inversa entre
FASN e a sobrevida dos pacientes. De maneira semelhante, Kapur et al. (2005)
demonstraram uma correlagdo positiva entre os niveis de FASN e o grau de
diferenciacao histolégica de melanomas. Nesta mesma neoplasia, o0 aumento da
expressao de MMP-1, -2, -9 e -13 parece estar associado a metastases
hematogénicas, com um pior prognostico para os pacientes (Vaisanen et al., 1999;
Nikkola et al., 2005). As integrinas allbp3, a2p1, a5p1, a4B1, e aVB3 apresentam
niveis elevados em melanomas humanos (Kuphal et al., 2005), sendo a expressao
de B1, a6p1, B3 e aV associada a um comportamento clinico mais agressivo



(Hirken et al., 1999; Anastassiou et al., 2000; Elshaw et al., 2001; Nikkola et al.,
2004). Da mesma forma, as integrinas a3B1 e aVB3 estdo correlacionadas com
metastases linfaticas experimentais provocadas por linhagens derivadas de cancer
de mama e de melanoma de camundongo (Nip et al.,, 1992; Tawil et al., 1996),
sendo B1 correlacionada a metastase linfatica em melanoma humano (Hieken et
al.,, 1995). Em nossa dissertacdo de mestrado, observamos que camundongos
C57BL6 tratados com o inibidor especifico de FASN orlistat tém diminuicao da
sintese enddgena de lipidios e, mais importante, apresentam reducdo de 50% no
namero de metastases experimentais para linfonodos mediastinicos (Carvalho et
al. 2008). No presente trabalho, foi demonstrado um aumento da adesdo das
células B16F10 tratadas com orlistat ou cerulenina a proteina de membrana basal
laminina, se comparadas aos seus respectivos controles ETOH ou DMSO. Em
altas concentragoes, orlistat produziu uma significativa inibicado da adesao das
células B16F10 tanto a laminina como a fibronectina, provavelmente resultado de
um efeito citotoxico. Os ensaios zimograficos para MMP-2 e -9 demonstraram que
a inibicdo da sintese de acidos graxos parece nao interferir na atividade destas
metaloproteases na linhagem celular B16F10. N&o houve diferengas
estatisticamente significantes na atividade gelatinolitica destas enzimas na
presencga de orlistat ou do seu veiculo ETOH, mesmo apds a normalizagdo dos
resultados pelo niumero de células presentes nos frascos de cultura ou pela
concentragdo do DNA total dos pellets celulares. Interessantemente, observamos
que o tratamento de células B16F10 com orlistat apresentou uma reducédo do
numero de adesdes focais das integrinas avp3 frente ao grupo controle (ETOH) o
que pode de algum modo estar relacionado com a redugdo do numero de colénias
pulmonares observadas no modelo animal de metastase experimental.
Finalmente, ficou evidente em nossos experimentos em camundongos que a
inibicdo farmacologica de FASN com orlistat contribui para uma redugéo
significativa (53,6%) do numero de col6nias metastaticas pulmonares formadas
apds a inoculacdo das células B16F10 na veia caudal. Em conjunto, estes
resultados mostram que a inibicdo de FASN interfere na adesado das células de
melanoma a proteinas da matriz extracelular e que tratamento de animais

inoculados com células B16F10 inibe a formacdo das metdstases pulmonares



experimentais, o que aparentemente ndo foi modulado pela atividade de MMP-2 e
-9.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Melanoma

Melanomas s&o neoplasias malignas que se originam a partir de lesdes
melanociticas pré-existentes ou se desenvolvem em pele ou mucosa normais (de
novo). Os melanoblastos (precursores dos melandécitos) sdo células provenientes
da crista neural que migram para a pele, retina, meninges e mucosas oro nasal e
respiratéria entre a 12° e 14° semana de vida intra-uterina (Quevedo &
Fleischmann, 1980; Nordlund, 1986; Erickon, 1993). Estas células encontram-se
na camada de células basais e apresentam aspecto dendritico, possuem nucleo
irregular e central e citoplasma globoso, do qual partem prolongamentos, que
funcionam como vias de transferéncia da melanina para os queratindcitos da
propria camada basal. Os granulos de melanina se dispée ao redor do nucleo do
queratindcito para impedir lesdes no DNA pelos raios ultravioleta (Jimbow et al.,
1993). A melanina atua absorvendo a radiagdo UV e possui potente propriedades
antioxidantes que neutralizam a producdo de radicais livres produzidos pela
radiacao UV (Rees et al. 2004)

Pelo fato desta neoplasia possuir a caracteristica de emitir numerosas
metastases, ela estd entre os tumores com pior prognostico e alto indice de
mortalidade. Os portadores de melanoma podem desenvolver metastases em
diversos o6rgaos, como figado, pulmdes, cérebro, ossos, ovario, estdmago,
pancreas e intestino delgado (Hawes et al., 2001; Rodolfo et al., 2004; Feldman et
al., 2004; Atallah & Flaherty, 2005; Katz et al., 2005; McWilliams et al., 2005; Liang
et al., 2006; Belagyi et al., 2006). Durante as ultimas décadas, tem sido observado
um grande aumento na incidéncia de melanomas cutaneos entre as populagdes
caucasianas ao redor do mundo, que gira em torno de 3 a 7% ao ano, segundo
um levantamento feito entre 23 paises, incluindo o Brasil (dados em International
Agency for Research Cancer - www-dep.iarc.fr/globocan). O melanoma € o sexto e
sétimo tipo de cancer mais freqiente nos Estados Unidos entre homens e
mulheres, respectivamente (Jemal A et al. 2008; Cho et al. 2010). Dados da

National Cancer Institute Surveillance Epidemiology and End Results (SEER,



E.U.A.) estimam que 68.130 novos casos (38.870 homens e 29.260 mulheres)
serao diagnosticados com melanoma, sendo que a estimativa de 6bito é de 8.700
pessoas entre ambos 0s sexos em decorréncia desta malignidade ao longo do ano
de 2010 (www.seer.cancer.gov/statfacts/html/melan.html). Baseado nos dados do
SEER de 2003 a 2007, a média de idade de pessoas com melanoma no momento
do diagndstico foi de 60 anos e a média de idade registrada nos 6bitos foi de 68
anos. Em todo o mundo, durante o ano de 2008, houve 197.402 novos casos de
melanoma com 46.090 mortes (International Agency for Research Cancer - www-
dep.iarc.fr/globocan). Na Australia, em muitos paises europeus e na América do
Norte, houve um aumento de cerca de 5% ao ano nos casos de melanoma no
decorrer dos ultimos 40 anos (Thompson et al, 2005). Segundo a AIHW
(Australian Institute of Health and Welfare - www.aihw.gov.au/cancer/data), a
Austrdlia foi o pais com maior incidéncia mundial de melanoma em homens (1:23)
e 0 segundo em mulheres (1:35). No Brasil, segundo as estimativas do Instituto
Nacional do Cancer para 2010, € esperado um total de 5.930 novos casos de
melanoma entre homens e mulheres, com maior porcentagem na regido sul do
pais (Instituto Nacional do Cancer - www.inca.gov.br). Cerca de 91,2% dos casos
de melanoma afetam a pele, 5,3% os olhos, 2,2% apresentam local primario
indeterminado e 1,3% afetam as mucosas, dos quais 55,4% ocorrem na regido de
cabeca e pescoco. Os melanomas primarios da cavidade oral sdo raros e
correspondem a menos de 1,2 casos em cada 10 milhées de pessoas por ano,
afetando mais comumente o palato, seguido pela gengiva, mucosa jugal, labios e
rebordo alveolar (Hicks & Flaitz, 2000). Em estagios precoces da doenca, seu
crescimento é radial (horizontal) e em estagios avangados invasivo (vertical). O
melanoma é tratado por excisao cirargica, tendo o indice de Breslow (distancia em
milimetros desde a camada nucleada mais superficial até o nivel mais profundo de
invasdo) e de Clark (que correlaciona o nivel anatémico de invasdo associado ao
indice mitético) como importantes parametros prognosticos (Chin et al., 1998;
2003; Younghoon et al., 2010). O melanoma é um grave problema de saude, ndo
apenas pelo aumento mundial de sua incidéncia ou por afetar adultos jovens, mas
pela seu alto potencial de gerar metastases e pela sua caracteristica de ser pouco
sensivel a radioterapia e aos quimioterapicos atualmente conhecidos (revisado por



Li et al., 2006; revisado por Ghosh e Chin, 2009). A sobrevida média para
pacientes com lesbes metastaticas é de 13,6% em 2 anos, 9,7% em 3 anos e
apenas 2% em 5 anos (Lee et al., 2000).

Os fatores de risco associados ao melanoma podem ser divididos em
ambientais e relativos ao hospedeiro. O fator ambiental mais importante é a
exposicdo a radiacao UV, principalmente em pessoas de pele clara e com
histérico de queimaduras solares recorrentes (Elwood et al. 1997; Rigel et al.,
2008; Cho et al. 2010). Além do mais, efeitos mutagénicos diretos no DNA,
inducéo da producao de fatores de crescimento pelas células da pele, redugcédo da
imunidade e estimulacao da producado de espécies reativas de oxigénio podem
estar associados a etiologia dos melanomas (Elwood et al.,, 1997; MacKie et al.,
2005; Thompson et al., 2005). Por outro lado, existem melanomas nao associados
aos raios UV, que se enquadram nos fatores de risco relativos ao hospedeiro,
como histérico familiar, cor do cabelo e numero de nevus pré-existentes (revisado
por Li et al., 2006; Cho et al. 2010). Dentre os aspectos genéticos associados a
predisposicao do melanoma, podemos citar genes que codificam proteinas
controladoras do ciclo celular, como p16 (CDKN2A), localizado no cromossomo
9p21 e responsavel pela expressido das proteinas p16™@ e p14ARF (Walker et al.,
1998; Chin et al., 2003). p16™¢*® ¢ responsavel pela inibicdo da formacdo do
complexo enzimatico CDK4/CDK6/ciclina D, necessario para a fosforilacdo da
proteina Rb e entrada da célula na fase S do ciclo celular. p14*"F tem como
funcao estabilizar a proteina p53, prevenindo sua degradacéao mediada por HMD2
(human double minute 2). Na auséncia de p14 7, a proteina HMD2 (uma ligase
de ubiquitina especifica para p53) conduz p53 a degradacao pelos proteossomos
(Kamijo et al., 1998; Chin et al., 2006). A alteracdo mais estudada entretanto é a
mutacdo pontual (T1799A) no proto-oncogene BRAF, que é detectada em
aproximadadmente 65% dos individuos afetados por esta neoplasia (Chin et al.,
1998; Gray-Schopfer et al., 2005; Garraway et al., 2005; Hayward et al., 2003;
Pollock et al., 2003). Outra alteragdo associada a etiologia do melanoma ocorre no
gene CCND1, localizado no cromossomo 11g13 e responsavel pela expressao da
ciclina D1, que atua regulando positivamente o ciclo celular (Utikal et al., 2005).
Mutacdes nos genes que codificam as proteinas da familia ras e as serina/treonina



quinases raf, o fator de crescimento de hepatocitos (HGF/SF) e seu receptor c-
MET, assim como as proteinas supressoras tumorais PTEN, p53, p27<*! e p21
também ja foram descritas em melanomas (Chin, 2003; Chudnovsky et al., 2005;
Li et al., 2006). Existem também, alteracdes nos receptores tirosina- quinase em
varios tipos de cancer. Em melanomas sao observadas alteracdes nos receptores
de EGF (EGFR), MetRTK (c-MET) e Kit (c-KIT), resultando em mudancas na
associacao dos componentes de suas cascatas de sinalizagdo (Ghosh e Chin,
2009). O EGFR pode ser ativado por EGF, TGF-a e anfiregulina, de forma a ativar
as cascatas de sinalizagdo de MAPK e PI3K. A amplificacdo do gene que codifica
EGFR, localizado no cromossomo 7, foi observada em pacientes com estagio
avancado desta doenca (Koprowski et al., 1985; Bastian et al., 1998; Udart et al.,
2001). Apesar dos diversos progressos obtidos, uma melhor compreensao dos
fatores ambientais e genéticos torna-se necessaria para o desenvolvimento de

novas abordagens terapéuticas contra o melanoma.

2.2. Acido graxo sintase (FASN)

FASN é um complexo enzimatico multifuncional que possui sete sitios
cataliticos e um grupo prostético 4’-fosfopanteteina, responsavel pela sintese
enddgena de acidos graxos saturados de cadeia longa a partir dos substratos de
carbono acetil-CoA e malonil-CoA (Stoops & Wakil 1981; Tsukamoto et al., 1983;
Brink et al., 2001; Chirala et al.,, 2001; Rangan et al., 2001; Smith et al. 2003;
Baron et al., 2004). Do ponto de vista estrutural, FASN é um homodimero formado
por duas cadeias polipeptideas longas, com massa molecular de
aproximadamente 270 kDa. Os sete sitios cataliticos que compéem FASN estédo
distribuidos a partir da extremidade amino terminal em dire¢ao a carboxil terminal
na seguinte ordem: B-cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-CoA transacilases, que
funcionam como sitios de entrada dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a
subsequente reacdo de condensacao; na seqiéncia, desidratase, enoil redutase,
B-cetoacil redutase e proteina carregadora de acil, que atuam como redutores
sobre o produto formado pela B-cetoacil sintase; e por fim, o sitio tioesterase,
localizado na regido carboxil terminal, que promove a hidrélise do palmitato que é



liberado como molécula recém sintetizada (Wakil, 1989; Jayakumar et al., 1995;
Smith et al., 2003; revisado por Liu et al. 2010). A atividade de FASN é minima em
tecidos humanos 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). Sendo assim, a expressdao de FASN é baixa ou mesmo
ausente na maioria dos tecidos humanos adultos normais (Weiss et al., 1986),
com excecao de alguns tecidos lipogénicos tais como: figado, tecido adiposo,
mama durante a lactagdo, endométrio na fase proliferativa e pulmdes de recém
nascidos, para a produgao da substancia surfactante (Kuhajda, 2000; Chirala et
al., 2001).

Ao contrario, nas células malignas a maior parte dos acidos graxos
provém da sintese enddgena, através da atividade de FASN. A expressdo de
FASN estd aumentada em diversos tipos de neoplasias malignas humanas de
natureza epitelial, como as de mama (Milgraum et al., 1997; Wang et al., 20013a;
Zhang et al., 2005; Li et al., 2008), ovario (Alo et al., 2000; Wang et al., 2001a),
préstata (Swinnen et al., 2002; Van de Sande et al., 2002; Rossi et al., 2003; Shah
et al., 2006 ), endométrio (Pizer et al.,, 1998; Tsuiji et al., 2004 ), tiredide (Vlad et
al., 1999), pulmao (Piyathilake et al., 2000; Wang et al., 2002; Orita et al., 2007;
Orita et al., 2008), célon (Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008), es6fago (Nemoto
et al., 2001), estbmago (Kusakabe et al., 2002), melanoma (Innocenzi et al., 2003;
Kapur, et al., 2005; Kapur, 2005b), bexiga (Visca et al., 2003) e carcinoma
espinocelular bucal (Krontiras et al., 1999, Agostini et al., 2004, Silva et al., 2004;
Silva et al., 2008), bem como em sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al.,
2003; Rossi et al., 2006). Esta claro também na literatura cientifica que a alta
expressdao de FASN ocorre freqlientemente nos casos com pior prognostico
(Epstein et al., 1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997; Kuhajda, 2000b; Litlle et
al.,, 2007; Horiguchi et al., 2008; Ogino et al., 2008). Provavelmente, a alta
atividade desta via anabdlica gera vantagens para o rapido crescimento das
células tumorais (Baron et al., 2004). Em melanomas, observou-se uma correlacao
direta entre a expressdo de FASN e o indice de Breslow, além de uma correlagdo
inversa entre FASN e a sobrevida total, indicando que a alta expressdo de FASN



esta associada a uma maior taxa de recorréncia, maior risco de desenvolvimento
de metastases e consequentemente pior prognostico (Innocenzi et al., 2003;
Kapur et al., 2005a; Kapur et al. 2005b).

Apesar das 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 € necessaria para a producao
dos fosfolipidios que compde as membranas das células LNCaP (uma linhagem
celular derivada de um adenocarcinoma de préstata metastatico). Isto pode
causar, além de um aumento na velocidade da producdo das membranas
celulares, alteragdes na sua composicao lipidica com profundos efeitos em varias
vias de transducéao de sinais (Baron et al., 2004). Em células neoplasicas, a maior
parte dos acidos graxos é proveniente da biossintese enddgena e independente
da dieta (Sabine et al., 1967; Ookhtens et al., 1984; Weiss et al., 1986; Menendez
et al., 2005a). Alteragbes metabdlicas nas células malignas sdo sugeridas desde
1924, quando Warburg & Posener observaram um aumento da glicélise
anaerdbica (Kuhajda et al., 2006). Somente em 1953 foi descrito que a sintese de
acidos graxos estava aumentada em tecidos neoplasicos, em comparagao com o0s
tecidos normais (Medes et al., 1953). A regulacdo da expressao de FASN em
tumores malignos comegou a ser intensamente investigada a partir da década de
80, em linhagens celulares derivadas de cancer de mama. Chalbos et al. (1987)
demonstraram que o tratamento com progestinas leva a um aumento tanto da
expressdao como da atividade de FASN em células de cancer de mama (MCF7 e
T47D). De maneira semelhante, o tratamento com andrégenos aumenta a
expressdao de FASN em linhagens celulares derivadas de cancer de mama e
préstata (Chambon et al., 1989; Swinnen et al., 1997). Kumar-Sinha et al. (2003)
demonstraram, em células derivadas da glandula mamaria, genes
diferencialmente regulados por ErbB2. Através de experimentos de “microarrays”,
estes autores observaram uma conexao direta entre o gene que codifica a FASN e
ErbB2, através da via PI-3K, que tem acgéo direta sobre o promotor da FASN.
Segundo estes autores, a inibicdo da atividade da FASN em linhagens celulares



derivadas de cancer de mama causa apoptose preferencialmente nas células que
estdo expressando grandes quantidades de ErbB2. Menendez et al. (2004)
mostraram que FASN regula a expressao e atividade deste mesmo receptor de
superficie em linhagens celulares de cancer de mama e de ovario. Estes mesmos
autores demonstraram que a inibicdo de FASN causa diminuicdo dos niveis de
ErbB2 e leva a um aumento dos niveis de PEA-3, um fator de transcricdo com
atividade inibitéria sobre o promotor de ErbB2 em células SK-Br3, derivadas de
cancer de mama (Menendez et al., 2005). Recentemente, Lee et al. (2009)
demonstraram que a inibicdo de FASN com a substéncia amentoflavona, extraida
de uma planta medicinal chinesa (Selanginella tamariscina), promove apoptose e
reduz a proliferagdo de células derivadas da linhagem de cancer de mama SK-
Br3. Apesar de ndo se conhecer os mecanismos pelos quais a inibicado de FASN
atinge as células malignas, promovendo apoptose e reduzindo a proliferacdo
celular in vitro e diminuindo o numero de metastases in vivo (Menendez et al.,
2004; Carvalho et al., 2008; Lee et al., 2009), foi sugerido que o acumulo do
metabdlito intermediario malonil-CoA possa induzir a morte por apoptose (Pizer et
al., 2000). Aléem do mais, estudos com siRNAs revelaram que a inibicdo de FASN
dispara o gatilho de apoptose em linhagens celulares derivadas de cancer de
préstata e mama, o que parece nao acontecer nas células normais (Brusselmans
et al., 2005; Chajes et al., 2006). Entretanto, novas pesquisas serao necessarias
para que se possa compreender qual o verdadeiro papel da inibicdo da enzima
FASN sobre as células neoplasicas e quais vias metabdlicas envolvidas na

carcinogénese.
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2.3. Inibidores de FASN
2.3.1. Cerulenina

A cerulenina (2R, 3S] -2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans,
transdodecadienamida) € um produto natural do fungo cefalosporium caerulens
descoberto por Hata et al. (1960a, b) por suas propriedades antifungicas. Somente
em 1972, Nomura & Vance demonstraram seu efeito como inibidor especifico da
sintese de acidos graxos (Omura, 1976; Pizer et al., 1996b). Esta droga inibe de
forma irreversivel a atividade da enzima FASN através de ligagdo covalente ao
sitio ativo p-cetoacil sintase, responsavel pela reagcdo de condensacao dos
substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Kuhajda et al., 2000). Entretanto, a
instabilidade da molécula de cerulenina em experimentos com animais tem

limitado sua utilizagdo como agente anti-lipogénico (Omura, 1976).

2.3.2. C75

C75 é um analogo sintético da cerulenina, formado por uma cadeia de
7 carbonos (a-metileno-y-butirolactona) e que possui 0s mesmos efeitos inibitorios
sobre a atividade de FASN com a vantagem de ser mais estavel e, portanto, ter
melhor efeito “in vivo” (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001). Loftus et al. (2000)
demonstraram que o tratamento sistémico, via intraperitoneal, de camundongos
C57BL/60laHsd-lep®® e BALB/c com cerulenina ou C75 provoca reducdo da
quantidade de alimento ingerida e significativa perda de peso, sendo necessaria
uma unica dose de C75 para que a quantidade de alimento ingerido pelos animais
diminua mais do que 90% nas primeiras 24 horas. Este trabalho sugere que a
atividade de FASN seja importante para a regulacdo da quantidade de alimento
ingerido pelos animais, podendo representar um alvo terapéutico para o
tratamento da obesidade. Tanto a cerulenina como o C75 produzem significativa
inibicdo da progressao do ciclo celular, bloqueando a passagem da fase G0/G1
para a fase S em linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas humanas
(Pizer et al., 1996; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Kuhajda, 2000; Li et al.,
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2001; De Schrijver et al., 2003). A inibicao da atividade de FASN causa ainda, em
células malignas, um aumento na taxa de morte por apoptose (Li et al., 2001).
Menendez et al. (2004) demonstraram, num estudo com linhagens derivadas de
cancer de mama e ovario, que a inibicdo de FASN com cerulenina ou C75 leva a
uma diminuicdo da expressao da oncoproteina ErbB2. O tratamento com estes
inibidores de FASN causa também a reducao no tamanho de tumores em modelos
xenograficos (Pizer et al., 1998; Pizer et al. 2000). Nestes trabalhos, os autores
injetaram células derivadas de cancer de ovario humano (OVCAR-3) no peritbnio
de camundongos nude e observaram tumores de tamanho menor nos animais
tratados com cerulenina ou C75 (Pizer et al., 1998). Os mesmos autores (Pizer et
al., 2000) relataram uma marcante reducdo da sintese de acidos graxos e do
tamanho dos tumores, além de aumento da taxa de apoptose em camundongos
que receberam implantes subcutaneos de células derivadas de cancer de mama
(MCF7), apds tratamento com C75. Gabrielson et al. (2001) demonstraram efeito
semelhante em modelo xenografico de mesotelioma, com células H-Meso. Alli et
al. (2005) demonstraram que camundongos transgénicos neu-N, que super-
expressam ErbB2 e desenvolvem cancer de mama espontaneamente, tiveram
uma significante diminuigdo na incidéncia dos tumores quando tratados com C75.
Segundo estes autores, apenas 20% dos camundongos tratados desenvolveram
carcinoma de mama, em comparagdo com 50% dos animais do grupo controle.
Estes Ultimos resultados sugerem um efeito quimiopreventivo da inibicao

farmacolégica de FASN no cancer de mama.

2.3.3. Orlistat

A droga Orlistat (Xenical®), aprovada pela FDA para emagrecimento, é
um derivado semi-sintético da lipstatina que inibe irreversivelmente as lipases
gastricas e pancreéticas no interior do trato gastrintestinal (Guerciolini et al., 1997)
e que atua também como um inibidor especifico de um dos sitios cataliticos da
FASN (tioesterase). A inibicaio de FASN com Orlistat tem propriedades anti-
tumorais e anti-proliferativas em um modelo xenogréafico de cancer de prostata e
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em linhagens tumorais derivadas de cancer de préstata e mama (Kridel et al.,
2004; Knowles et al., 2004). O sitio tioesterase é um dos sete sitios cataliticos que
compéem a enzima FASN, sendo responsavel pela liberacdo das moléculas
recém sintetizadas de palmitato. Menendez et al. (2004, 2005c) demonstraram
que o tratamento das linhagens celulares derivadas de carcinoma de estémago
(NCI-N87) e de mama (SK-Br3) com Orlistat causou, além da inibicdo da sintese
de &cidos graxos, um bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1, evitando a entrada
na fase S. Além do mais, o Orlistat inibiu intensamente a expressao de ErbB2
através da estimulacdo da proteina PEA-3, responséavel pela sua transcricéo, e
aumentou os niveis de p27 P! levando as células a apoptose.

2.3.4. Outros inibidores

Triclosan (5-cloro-2-[2,4-diclorofenoxi]fenol) € uma substancia com
propriedades anti-sépticas utilizada na formulagdo de sabonetes, dentrificios e
enxaguatorios bucais, que possui atividade inibitoria sobre a atividade de FASN na
regido do dominio enoil-redutase (Liu et al, 2002). Lu e Archer (2005)
demonstraram que 43,3% dos animais (Sprague-Dawley) tratados com triclosan
(1000 ppm) desenvolveram carcinoma de mama atraves da injeg&o intraperitoneal
do carcinégeno N-metil-N-nitrosourea (MNU), em comparagdo com 70% dos
animais pertencentes ao grupo controle, os quais nao receberam a droga. Outra
substancia que tem sido descrita como inibidora de FASN é a EGCG
(epigalocatequina-3-galato), que € um componente do cha verde e tem atividade
comparavel a da cerulenina e do C75 por bloguear a FASN no sitio B-cetoacil
sintase (Wang e Tian, 2001). Puig et al. (2008) demonstraram que a utilizagéo
desta substéncia in vitro promoveu apoptose e causou diminuicdo nos niveis de
ErbB2, PI3K e ERK em linhagem celular de cancer de mama. Recentemente, a
amentoflavona foi descrita por Lee et al. (2009) como tendo propriedades
apoptoéticas e anti-proliferativas em linhagem celular humana derivada de
carcinoma mamario (SK-BR-3), por inibir a atividade de FASN.

Mesmo que promissores, o0s estudos que visam a inibicdo

farmacolégica de FASN como uma forma de quimioterapia para o tratamento do
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cancer devem ser interpretados com muito cuidado. 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 demonstrou que cerulenina é capaz de inibir o
crescimento de fibroblastos humanos normais em culturas primarias (Almeida et
al., 2005), sugerindo que a atividade de FASN n&o seja essencial apenas para as

células malignas.

2.4. Metaloproteases de Matriz (MMPs) e Cancer

A degradacdo da matriz extracelular é essencial para processos
fisiolégicos como desenvolvimento, crescimento e reparo tecidual. Por outro lado,
a protedlise excessiva tem um papel importante em diversas condicoes
patolégicas, como artrite reumatoéide, osteoartrite, desordens auto-imunes, doenga
periodontal e cancer (Cauwe et al. 2007; Chaudhary et al. 2010). As MMPs
formam uma familia de endopeptidases dependentes de zinco, responsaveis pela
degradacdo da matriz extracelular tanto em situacdes fisiolégicas como
patolégicas, contribuindo para eventos como invasdo e metastase em lesdes
malignas de cabeca e pescoco (Chaudhary et al. 2010) . Até o presente momento,
23 MMPs humanas foram clonadas e caracterizadas (Vihinen et al. 2002, Egeblad
et al. 2002, Hofmann et al. 2005, Lemaitre, 2006; Quesada et al. 2009). De acordo
com suas respectivas estruturas e especificidade aos substratos, as MMPs sao
classificadas em: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, MMPs de
membrana e outras MMPs. Normalmente, a expressao dos genes que codificam
as MMPs é baixa, sendo modulada por fatores fisioldgicos e/ou patolégicos como
citocinas, fatores de crescimento, horménios e oncoproteinas (Westermarck &
Kahari, 1999).

Dentre as MMPs mais estudadas estdo, colagenase 1 (MMP-1), 2
(MMP-8), 3 (MMP-13) e 4 (MMP-18), capazes de clivar colagenos fibrilares (I, II, Il
e V), cujos fragmentos sdo posteriormente degradados pelas gelatinases A (MMP-
2) e B (MMP-9). A degradagao do colageno tipo IV pelas MMPs -2 e -9 é crucial
para a invasao das células do melanoma, que também expressam MMP -1, -2, -9,
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-13 e MT1-MMP, além dos inibidores TIMP-1, -2 e -3 (Hofmann et al.; 2000; Pasco
et al. 2004). De acordo com Vaisanen (1999), o aumento da expressao de MMP-2
em melanomas esta correlacionado com metastases hematogénicas. Além do
mais, tem sido demonstrada uma correlacdo entre o aumento da expressao de
MMP-1, -2 e -9 e um pior prognostico para os pacientes portadores desta
neoplasia, independentemente dos niveis de Clark e Breslow (Vaisanen, 1999;
Wollina et al. 2001; Nikkola et al. 2005). O papel das MMPs na evolucdo de
diversas neoplasias humanas (como por exemplo os de mama, colon, pulméo,
cabeca e pescoco, boca e melanoma) tem sido objeto de inUmeras pesquisas nas
ultimas décadas. Por exemplo, Itoh et al. (1998) observaram que o implante
subcutaneo de células B16-BL6 em camundongos C57BL/6J knockout para
gelatinase A (MMP-2) retardou a progressao do tumor e reduziu a angiogénese.
Segundo Pepper (2001), a expressao elevada de MMP-2 em melanomas esta
correlacionada ao aumento da quantidade da integrina aVB3 e de MT1-MMP, que
por sua vez ativa MMP-2 e favorece a angiogénese. Zhang et al. (2006)
observaram, em modelo animal de céncer oral, que os niveis de mRNA e da
proteina MMP-2 estao elevados durante o desenvolvimento do tumor, sendo mais
altos nas metastases em linfonodos cervicais. Em trabalho realizado por nosso
grupo, foi verificado que a atividade de MMP-2 e -9 esta aumentada em pacientes
portadores de cancer de boca, sugerindo que esta pode ser util no
acompanhamento das recorréncias de cancer bucal (Yorioka et al. 2002). Sun et
al. (2007) demonstraram que a hipoxia, induzida através de ligadura da artéria
femural de camundongos C57BL6, causa aumento da expressao de HIF-1a e de
VEGF em tumor provocado pela injecao intramuscular de células B16F10, o que
foi associado a um aumento na angiogénese. No mesmo estudo, houve correlacao
positiva entre as MMPs -2 e -9 e VEGF, sugerindo que o melanoma, em condi¢des
de hipdxia, promove o aumento de HIF-1a, que favorece a angiogénese para
conseguir um maior aporte de sangue e que estas MMPs potencializam a invasao.
De fato, diversos autores tém associado o aumento de MMPs a angiogénese,
invasdo e metastase em neoplasias malignas humanas, dentre as quais o
melanoma (ltoh et al. 1998; Westermarck & Hahari 1999; Hofmann et al. 2005;
Pepper 2006; Sun et al. 2007; Ria et al. 2010).
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2.5. Integrinas e Cancer

As células interagem com a matriz extracelular (ECM) através das
integrinas, que s&o receptores de superficie responsaveis pela adesao celular.
Integrinas sao glicoproteinas transmembranicas heterodiméricas formadas pelas
subunidades o (150 a 180 kDa) e B (~90 kDa). A associagcdo de diferentes
subunidades a e B produz integrinas distintas. Até o presente momento, séo
conhecidos vinte e cinco diferentes tipos de integrinas, sendo oito as subunidades
B e 18 as subunidades o (Kuphal et al. 2005). De forma genérica, as subunidades
a e B se ligam entre si de forma n&do covalente, sendo que cada subunidade
possui dominios extracelulares, intracelulares e transmembréanicos (Rathinam et
al. 2010). As integrinas se ligam aos substratos através da sequéncia RGD (que
compreende os residuos de arginina, glicina e acido aspartico) encontrada em
moléculas que compdem a ECM (Xiong et al. 2002). Elas atuam como
moduladores bidirecionais, sendo que a via externa-interna ativa cascatas de
transducédo de sinais intracelulares que regula a expressdo de diversos genes
responsaveis pelos mecanismos de proliferacdo, polarizagdo, crescimento e
migragao. Por outro lado, a via interna-externa controla a afinidade de adeséo da
superficie celular em relagdo aos componentes do meio extracelular (Dedhar &
Hannigan, 1996; Giancotti & Ruoslathi, 1999; Kuphal et al.; 2005; Rathinam et al.
2010). Foi relatado por Kuphal et al. (2005) que certas integrinas (allbp2, a2p1,
a4B1, aVB3) tém expressao elevada em melanomas, principalmente a aVp3, o
que também foi demonstrado em carcinomas espinocelulares bucais (Ramos et
al. 1997). Esta ultima estd associada a mobilidade celular no melanoma, sendo a
porcao citoplasmatica da subunidade B essencial para o processo de migracao
(Filardo et al. 1995). Montgomery et al. (1994) demonstraram um efeito anti-
apoptoético da integrina VB3 na linhagem celular M21, derivada de melanoma
humano. Além do mais, a expressdo desta integrina na superficie de células de
melanoma esta envolvida na migracéao transendotelial, essencial para o processo

metastatico (Voura et al. 2001).

Habermann et al. (2002) implantaram linhagens celulares derivadas de

melanoma humano (M21) knockout para a integrina aVB3 na veia caudal de
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camundongos BALB/c nude e demonstraram reduzido numero de metastases
experimentais para os pulmdes, em comparacdo com a linhagem controle. Além
do mais, animais tratados com anticorpos anti-aVB3 tiveram maior tempo de
sobrevida, 0 que sugere uma participacao ativa desta integrina nos processos de
migracao celular e metastase. Nip et al. (1992) demonstraram, através do implante
subcutaneo de células derivadas de metéstase linfatica de melanoma humano
(MeWo) em camundongos (CD-1)Br nude, que a adesao das células neoplasicas
aos vasos linfaticos € mediada pela integrina aVB3. De forma semelhante, Hieken
et al. (1995) demonstraram atraves de imuno-histoquimica em amostras de
melanoma de 76 pacientes, dos quais 23 apresentavam metastase linfatica, que
todos os 23 casos metastaticos eram positivos para a integrina 1 e que nenhum
paciente com marcacao negativa para 1 apresentou metastase linfatica durante o
periodo de acompanhamento (87 meses). Esta observacao sugere que a integrina
B1 tenha participacdo na disseminacdo metastatica de melanomas humanos. Em
estudos pré-clinicos, a inibicao farmacoldgica das integrinas aVB3 e aVp5 reduziu
a angiogénese e o crescimento tumoral e, em estudos clinicos, o uso de inibidores
de integrinas apresentou baixa toxicidade e boa tolerabilidade, sendo estudados
em combinacdo com radioterapia e quimioterapia (Alghisi & Ruegg, 2006). Em
contraste as evidéncias cientificas da participacdo das integrinas nas metastases
hematogénicas, poucas informacdes estao disponiveis sobre o papel destas no
processo de disseminacgao linfatica (Dietrich et al., 2007).

Guo et al. (2006) demonstraram a interagdo entre a integrina B4 e
ErbB2, o qual, como mencionado anteriormente é regulado pela atividade de
FASN. Através de um modelo animal, estes autores compararam os tumores
mamarios gerados pela introducdo de uma mutacdo na integrina p4 de
camundongos (MMTV-NeuYD/B4'3%°713%5Ty o seus respectivos controles (MMTV-
NeuYD/B4"T) e observaram que os animais mutados para integrina B4 produziram
tumores menores em menor quantidade. Segundo estes autores, a interacao entre
a integrina B4 e ErbB2 amplifica a sinalizacdo de ErbB2 e facilita a progressao do

tumor mamario nos animais avaliados.

17



Apesar de inumeras pesquisas sugerirem efeitos positivos para a
inibicdo da biosintese de acidos graxos e da expressao de integrinas e MMPs em
modelos experimentais, estudos pré-clinicos e até mesmo clinicos (Pizer et al.,
1998; Kuhajda 2000; Pizer et al. 2000; De Schrijver et al. 2003; Knowles et al.,
2004; Trika et al., 2004; Raguse et al., 2004; Tsopanoglou et al., 2004; Menendez
et al., 2004, 2005; Kapur et al., 2005; McNeel et al., 2005; Ouyang 2006; Alghisi &
RlUegg, 2006; Ko et al., 2007), nenhum estudo abordou até o momento os
possiveis efeitos da inibicdo de FASN na expressao de integrinas e MMPs, bem
como na atividade destas Ultimas. Resultados de nossa dissertacdo de mestrado
(Proc. FAPESP n® 05/52631-8) demonstraram que o bloqueio de FASN reduziu
em cerca de 50% as metastases experimentais induzidas pelo implante
intraperitoneal de células B16F10 em camundongos C57BL6, gerando tumores
primarios com consisténcia mais amolecida e aparentemente mais dispersos no
abddémen, além de possuirem menor capacidade metastatica, indicando possiveis
alteracbes na capacidade adesiva das células tumorais. Por este motivo,
resolvemos investigar a possivel participagdo da inibicdo de FASN sobre certas
MMPs e integrinas na linhagem B16F10.
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3. OBJETIVOS

1. Avaliar o efeito da inibicdo de FASN com Orlistat na colonizacédo
pulmonar por células de melanoma murino (B16F10) inoculadas na via caudal de

camundongos isogénicos C57BL6.

2. Avaliar o efeito do Orlistat sobre a expressao das integrinas avf3 e a5B1
em células B16F10.

3. Avaliar o efeito do Orlistat sobre a expresséao e a atividade de MMP -2 e -
9 em células B16F10.

4. Avaliar o efeito da inibicao de FASN sobre a adesao das células de
melanoma B16F10 as macromoléculas da matriz extracelular laminina e

fibronectina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura de células. A linhagem B16F10, derivada de um
melanoma de camundongo, foi adquirida da ATCC (American Type Culture
Collection, CRL-6475) e estd armazenada no Laboratério de Cultura de Células da
Disciplina de Patologia da FOP/UNICAMP. Neste trabalho, estas células foram
cultivadas em frascos de 75 cm? e placas de 24 pocos (NUNC, Dinamarca) em
meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A.) suplementado com 2% ou 10% de
soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Brasil) e solucdo antibiética e antimicética
(Invitrogen) na diluigdo de 1:100, a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO; e
95% de umidade.

4.2. Preparo das solucoes de Orlistat. Para a aplicagdo em
camundongos, o composto ativo do Orlistat (Xenical®, Roche, Suica) foi extraido
de acordo com Knowles et al. (2004), dissolvendo-se o conteudo de uma capsula
em 1ml de etanol a 33% em PBS, seguido de agitacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, a solugédo foi centrifugada a 16.000 xg por 5
minutos e o sobrenadante coletado e armazenado a -80°C até o momento do uso.
Para o uso em experimentos de cultura celular, o0 mesmo protocolo foi seguido,
entretanto, etanol absoluto foi utilizado para dissolver o conteudo das capsulas do

medicamento.

4.3. Ensaios zimograficos. Foram plaqueadas 3,5X10° células
B16F10 na presenca de 2% SFB e apds 24 horas o meio de cultura foi substituido
por meio fresco com 2% SFB e Orlistat (nas concentragdes de 100, 200, 300, 400
e 500uM) ou ETOH. Depois de 24 horas, 70ul do meio condicionado de cada
condicao experimental foi coletado para a realizagdo dos zimogramas e misturado
com tampé&o de amostra ndo redutor contendo 2% de SDS, 125 mM de Tris-HCI
pH 8,0, 10% de glicerol e 0,001% azul de bromofenol. A seguir, as amostras foram
separadas em géis de poliacrilamida a 10% co-polimerizados com 1,6 mg/ml de
gelatina (Sigma, E.U.A.). Apds a eletroforese, os géis foram lavados sob agitacao
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suave (2 banhos de 20 minutos cada a temperatura ambiente) em solu¢cao aquosa
de Triton-X100 a 2% (Gibco Life Technologies BRL, E.U.A) para remo¢ao do SDS
e consequente renaturagao das MMPs. Em seguida, os géis foram incubados em
tampéao de ativagao contendo 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 e 5 mM de CaCl, a 37°C
por 16 horas e a atividade gelatinolitica detectada ap6s coloracdo com comassie
blue R-250 a 0,05% (BioRad). As bandas negativas visualizadas nos zimogramas
foram densitometradas e numero de células de cada ensaio foi obtido com o
objetivo de se normalizar a atividade gelatinolitica. Os resultados foram também
normalizados pela concentragdo de DNA obtido de cada pellet celular.

4.4. Ensaios de adesao. Para cada experimento, foi sensibilizada uma
placa de 24 pogos com BSA a 5%, laminina ou fibronectina a 10ug/ml pelo periodo
de 16 horas a 4°C. Células B16F10 (3,5X10°) foram incubadas por 16 horas em
meio RPMI 1640 com 2% de SFB, e 250 ou 500 uM de Orlistat ou seu diluente
ETOH. Foi realizado também o tratamento das células B16F10 (3,5X10°) com
meio RPMI 1640 com 10% de SFB adicionado de cerulenina a 5ug/ml ou seu
diluente DMSO. Apds o periodo de incubacao as células foram tripsinizadas,
contadas e plaqueadas (2x10° células por poco das placas sensibilizadas)
mantendo-se 0s respectivos tratamentos por mais 2 horas a 37°C. Apds
transcorrido este tempo as células foram cuidadosamente lavadas com PBS a
37°C (7 a 10 vezes) e as células que permaneceram aderidas foram fixadas com
formaldeido tamponado a 10% por 15 minutos e coradas com azul de toluidina
(Sigma). Depois de lavadas com agua destilada para remoc¢do do excesso do
corante, as células foram incubadas por 15 minutos a 37°C com 200ul de uma
solucdo de SDS a 1% (Gibco) e a densidade 6ptica dos sobrenadantes analisada
em um aparelho leitor de ELISA, no comprimento de onda de 655 nm (Bio-Rad
Ultramark Microplate Imaging System, E.U.A.).

4.5. Modelo animal para o estudo de metastases experimentais de
melanoma. Sessenta e oito camundongos C57BL6 (numero total de animais dos
experimentos realizados em triplicata), com cerca de 8 semanas de vida, foram

obtidos junto ao CEMIB-UNICAMP e mantidos em gaiolas apropriadas,
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alimentados com racao comercial Labina (Purina, Brasil) e providos de agua ad
libitum. Os animais ficaram em sala climatizada, com controle automatico de
iluminacdo, alternando periodos claros e escuros a cada 12 horas. Em cada
experimento, foram realizados implantes intravenosos nas veias caudais laterais
de células B16F10 (2x10°) suspensas em 100ul de PBS. Depois de 24 horas das
inoculacoes, deu-se inicio ao tratamento com 60ul da solugdo de Orlistat (o que
corresponde a 240mg/kg/dia — via i.p.) até o 21° dia. Os animais dos grupos
controle receberam injecbes somente do veiculo (solugdo contendo 33% etanol
em PBS). Aproximadamente no 21° dia apds os implantes das células, todos os
animais foram sacrificados pela inalacdo de CO, e imediatamente dissecados,
sendo os pulmdes coletados e fixados em solugdo de Bouin. Foi entdo realizada a
contagem macroscépica das coldénias pulmonares utilizando-se de lupa
estereoscépica (Nikon A100) em aumento de 25X e a documentacao realizada
com camera digital e lente macro 120 mm (Nikon Medical). Os tecidos foram

incluidos em parafina e os cortes histolégicos de 5um obtidos corados com H&E.

4.6. Imunofluorescéncias. Foram realizadas reacdoes de dupla
marcacao através de imunofluorescéncia com anticorpos primarios anti-a-V
(Chemicon) e anti-p-3 (Santa Cruz), além de marcacao simples com anticorpos
primarios anti-a5p1(Chemicon). Para cada experimento, foram sensibilizadas
laminas para cultura celular com oito pocos (Lab Tek, Nunc) com laminina ou
fibronectina a 10ug/ml em PBS pelo periodo de 16 horas a 4°C. Ap6s o periodo de
sensibilizacdo das laminas, células B16F10 (1,5X10% foram semeadas em meio
RPMI 1640 com 2% de SFB, ap6s 24 hs este meio de cultura foi removido
cuidadosamente e substituido por meio RPMI 1640 com 2% SFB e 250 uM de
Orlistat ou seu diluente ETOH. Apds 24 horas do tratamento, o meio de cultura foi
delicadamente removido e as células fixadas em etanol a 70% por 15 minutos. As
laminas foram entdo lavadas trés vezes com PBS (10 minutos cada). Apds o
bloqueio com a solu¢cdo Animal Free Blocker (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, E.U.A)) por 1 hora, as células foram incubadas com anticorpos anti-g3 (1:200)
diluidos em Animal Free Blocker por 1 hora a temperatura ambiente. Depois de

trés lavagens com PBS (10 minutos cada) foi feita a incubagdo com anticorpos
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secundarios conjugados com texas red (1:200) diluidos no mesmo tampéao, por 1
hora a temperatura ambiente. A seguir, apdés novas lavagens em PBS, foi
realizado outro bloqueio seguido da incubagdo com os anticorpos anti-aV (1:200)
diluidos em PBS 1% BSA por 1 hora a temperatura ambiente. As laminas foram
entdo lavadas novamente com PBS e incubadas com anticorpos secundarios
conjugados com fluoresceina (FITC, 1:200) diluidos em PBS 1% BSA por 1 hora a
temperatura ambiente. Depois de novas lavagens, as laminas foram montadas em
meio de montagem VECTASHIELD com DAPI (Vector Laboratories). Para
realizacdo das marcacdes simples, laminas para cultura celular com oito pocos
(Lab Tek, Nunc), previamente sensibilizadas com 10 pg/ml de laminina ou
fibronectina, receberam 1,5x10* células B16F10 suspensas em 0,2 ml de meio
RPMI com 10% de soro fetal bovino em cada pogo. Apds 24 horas do
plagueamento, o meio de cultura foi removido e as células fixadas em etanol 70%
a temperatura ambiente por 15 minutos. As laminas foram entdo lavadas trés
vezes com PBS (10 minutos cada). A incubagdo com anticorpos primarios anti-
a5B1 (1:100) diluidos em PBS 1% BSA ocorreu por 1 hora a temperatura
ambiente. A seguir, apés trés novas lavagens com PBS foi realizada incubacéo
com os anticorpos secundarios conjugados com FITC (1:100) diluidos em PBS 1%
BSA por 1 hora. Ap6s nova série de lavagens com PBS, as laminas foram
montadas com meio de montagem vectashield com DAPI. As observag6es foram
feitas num microscopio Leika modelo DMR em aumento de 400X e as imagens
adquiridas com o auxilio do programa Leica Aplication Suite, versdo 2.8.1. e as
imagens em confocal foram obtidas com o aparelho LEICA TCS SP5 — Leica
Microsystems.

4.7. Estatistica. Para a comparacao entre o nimero de metastases
presentes nos animais controle e tratados com orlistat e para os ensaios de
adesao foi utilizado o teste t de Student, considerando um nivel de significancia de
5% (p<0,05).
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J. RESULTADOS

5.1. Zimogramas

Para a realizagdo dos zimogramas, células B16F10 foram tratadas com
Orlistat (ou seu solvente ETOH) nas concentracoées de 100, 200, 300, 400 e 500
UM por 24 horas. Apds este periodo, os sobrenadantes foram coletados e as
células de cada condicdo experimental tripsinizadas e contadas em camera de
Neubauer. Em seguida, realizou-se o ensaio zimografico de acordo com o descrito
em Materiais e Métodos. Os géis provenientes dos ensaios zimograficos foram
digitalizados (Figuras 1 e 2), as imagens adquiridas com auxilio do programa
Molecular Analyst (Bio-Rad, E.U.A) e as bandas densitometradas e normalizadas
pelo numero de células presente em cada amostra (Figuras 3 e 4). Com o objetivo
de realizar uma normalizacdo adicional aquela feita pelas contagens celulares
(Figuras 5 e 6), o DNA destas células foi extraido e a DO obtida usada como fator
normalizador (Figura 7). O exame direto das bandas negativas correspondentes
as areas de degradacdo da gelatina incorporada nos géis sugere uma muito
discreta reducao da atividade das MMPs -2 e -9 a medida que a concentracéo de
Orlistat aumenta. Entretanto, isto foi provavelmente decorrente da reducdo no
namero de células, pois esta droga inibe o crescimento e provoca apoptose nas
células B16F10 (Carvalho et al. 2008). No entanto, ap6s a normalizacdo dos
resultados tanto pelo numero de células presentes em cada condigdo experimental
como pela concentracdo de DNA de cada pellet celular, constatamos que nao
houve inibicao da atividade enzimatica (Figuras 5, 6 e 7). Este fato foi observado
em todos os ensaios zimograficos realizados (7 experimentos independentes),
pois ndo ocorreram diferencas significativas do ponto de vista estatistico (p>0,005)
entre as células tratadas com Orlistat e seus controles, no periodo estudado (24
horas).
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Figura 1. Ensaios zimograficos realizados de forma independente (A, B e C). Note que as
bandas estdo positivas para facilitar a analise densitométrica. Pode-se observar uma
discreta diminuigcdo da atividade de MMP-2 e -9, principalmente a partir da concentragéo
de 400pM de Orlistat.

25



Controle |_100 200 300 400 __ 500 |

Concentragao de Orlistat (uM)

Figura 2. Ensaios zimograficos realizados de forma independente (A, B e C). Podemos
notar uma discreta diminuicao das atividades gelatinoliticas de MMP-2 e -9 em B e C. Os
pellets de cada condigéo experimental foi utilizado para extracdo de DNA e normalizacao

dos resultados.
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Figura 3. Médias do numero de células presentes nos frascos de cultura no momento da
coleta do meio condicionado dos 3 primeiros zimogramas (mostrados na figura 1). Nota-
se acentuada diminuicdo do numero de células, principalmente nas concentragbes de
orlistat superiores a 200 yM.
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Figura 4. Médias do numero de células presentes nos frascos de cultura no momento da
coleta do meio condicionado para 4 zimogramas dos quais a extragdo de DNA foi também
realizada (trés destes experimentos sdo mostrados na Figura 2). Nota-se acentuada
diminuicdo do numero de células, principalmente nas concentragdes de Orlistat superiores
a 300 uM.
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Figura 5. Atividade gelatinolitica dos 3 primeiros zimogramas realizados apds a
normalizagdo pelo numero de células presentes no momento da coleta do meio.
Observa-se que nao houve alteragdo em MMP-2 e -9 no periodo de 24 horas.
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Figura 6. Atividade gelatinolitica ap6s a normalizagdo pelo niumero de celulas de cada
condicao experimental dos 4 ensaios zimogréaficos utilizados para normalizagdo pela
concentracao de DNA. N&o houve alteragao na atividade de MMP-2 e -9 no periodo de
24 horas, como nos experimentos anteriores (Figura 5).

28



0,003
0,0025 -
0,002 -
0,0015 - I I MMP-2
4 _ I mMMP-9
0,001 — - —
0,0005 -

Relagéo intensidade das bandas
gelatinoliticas/ DNA, total

Controle i 100 200 300 400 500l

Concentracgéo de orlistat (uM)

Figura 7. Atividade gelatinolitica apds a normalizag@o pela concentracdo de DNA extraido
dos pellets celulares de cada condicdo experimental (dos 4 ensaios zimograficos
mostrados na Figura 2). Nao houve alteracado na atividade de MMP-2 e -9 no periodo de
24 horas, como nos experimentos anteriores (Figuras 5 e 6).

5.2. Avaliacao do efeito do tratamento com Orlistat ou cerulenina na adesao
de células B16F10

No intuito de verificar o efeito da inibicio de FASN com orlistat ou
cerulenina sobre a adesdao das células B16F10 a componentes da matriz
extracelular, foram realizados ensaios de adeséo, sobre fibronectina ou laminina.
Nos experimentos com laminina, houve aumento na adeséo das amostras tratadas
com 250 pM de Orlistat, em comparacao ao seu controle ETOH (Figura 8, p<0,02).
Aumento similar ocorreu quando utilizou-se a cerulenina para o tratamento das
células, em comparagéo com seu controle DMSO (Figura 9, p<0,001).

Nos ensaios realizados para testar o efeito dos inibidores de FASN
sobre a adesdo das células B16F10 sobre a fibronectina, também observamos
uma tendéncia de aumento da adesao com 5Sug/ml de cerulenina (Figura 11,
p<0,001). Ao contrario dos resultados observados nos ensaios com laminina, o
tratamento com 250 pM de Orlistat ndo apresentou diferenca estatistica
significante com fibronectina (Figura 10, p>0,05). A concentracdo de 500 uM de
Orlistat produziu um forte efeito inibidor da adesédo das células B16F10 tanto a

laminina como a fibronectina, apdés as 16 horas de tratamento. Isto €
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provavelmente resultado de alteracdes metabdlicas intensas e morte celular, visto
gue nossos experimentos anteriores (Carvalho et al. 2008) mostraram altas taxas

de apoptose.
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Figura 8. Ensaios de adesdo das células B16F10 tratadas com orlistat sobre laminina.
Observa-se um aumento da adesao de células B16F10 tratadas com 250 uM de orlistat
(teste t, p<0,02), em relacdo ao controle ETOH. Por outro lado, nota-se uma forte inibicao
da adesao de células B16F10 quando tratadas com 500uM de orlistat (teste t, p<0,001).
BSA representa os controles negativos e Laminina 2% representa os controles positivos.
Os resultados mostrados provém de 3 experimentos independentes.
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Figura 9. Ensaios de adeséo das células B16F10 tratadas com cerulenina sobre laminina.
Nota-se aumento da adesao das células B16F10 nas amostras tratadas com 5 pg/ml de
cerulenina (teste t, p<0,001), em relacao ao controle DMSO. BSA indica os controles
negativos e laminina 10% SFB os controles positivos. Os resultados provém de 3
experimentos independentes.
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Figura 10. Efeito do Orlistat sobre a adesao das células B16F10 a fibronectina. Observa-
se que o tratamento com 250uM de orlistat ndo alterou a adesao de células B16F10 (teste
t, p>0,05), em comparagdo com o controle ETOH. Porém, uma forte inibicdo da adesao
das células B16F10 tratadas com 500uM de orlistat foi observada (teste t, p<0,001). BSA
indica os controles negativos e Fibronectina 2% os controles positivos. Os resultados
provém de 3 experimentos independentes.
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Figura 11. Efeito da cerulenina sobre a adesao das células B16F10 a fibronectina. Nota-
se aumento da adeséo das células B16F10 na amostra tratada com 5 ug/ml de cerulenina
(teste t, p<0,001), em comparacao ao controle DMSO. BSA indica os controles negativos
e Fibronectina 10% SFB os controles positivos. Os resultados provém de 3 experimentos
independentes.
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5.3. Avaliacao do efeito da inibicaio de FASN em modelo animal para o
estudo de metastases experimentais de melanoma

Apos a fase de padronizacao do modelo experimental de metastases
(ou colonizagao pulmonar) através da injecao de células de melanoma na veia
caudal lateral, foram realizados 3 experimentos independentes como descrito em
Materiais e Métodos. No total, foram utilizados 68 animais, sendo 34 tratados com
orlistat e 34 com ETOH (controles) pelo periodo de 21 dias. Nao foram notadas
alteracdes fisicas ou comportamentais nos camundongos durante o tratamento
com orlistat ou ETOH, durante todo periodo experimental. Os animais foram
sacrificados no 21° dia, quando entdo foram coletados os pulmdes, os quais foram
fixados em solucdao de Bouin para realizacdo da contagem macroscépica das
colénias de células de melanoma. Foram encontrados, no grupo controle, uma
média de 153 colbnias pulmonares por animal, ao passo que no grupo tratado
foram encontradas 71 colbnias por animal (Tabela 1 e Figura 12). O indice de
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animais com colénias pulmonares presentes em ambos os grupos chegou a 90%.
ApGs diversas repeticdes, adotou-se como critério de inclusdo a presenca de pelo
menos uma coldnia pulmonar por animal. Em todas as avaliagdes macroscopicas,
as col6nias presentes na superficie pulmonar foram facilmente identificadas e
contadas.

Nos estudos microscépicos, foram detectados numerosos grupos de
células de melanoma em crescimento com diversas figuras de mitose e
distribuidas por todo o parénquima pulmonar, com extensas areas de necrose e
reducao significativa dos espacos alveolares (Figura 13). Outro achado
interessante foi a presenca de colénias no coracao de um dos animais (Figura 14)
utilizados na padronizacdo do modelo animal, na regido de atrio direito. Este fato
nao era esperado devido a alta pressdo sanguinea neste compartimento, o que
demonstra o alto poder de colonizagao desta linhagem celular.

Tabela 1. Achados macroscépicos dos experimentos de metdstases experimentais em
animais C57BL6 tratados* ou nao com orlistat. O resultado foi estatisticamente
significante nos 3 experimentos (teste ¢, p<0,005).

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Média Total

N° Animais 9 13 12 11 34
Controle

N° Colonias 1019 2204 1998 1740 5221

N° Animais 8 13 13 11 34
Tratado

N° Col6nias 608 1038 773 807 2419
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Figura 12. Aspectos macroscopicos de pulmdes representativos dos 3 experimentos de
metastases experimentais. Os numeros 1, 2 e 3 indicam os trés experimentos
independentes. Nas linhas assinaladas com C (grupos controle) podemos observar a
presenca de colénias metastaticas nodulares, distribuidas por toda superficie pulmonar,
com tonalidades variando de cinza escuro a negro e de tamanhos muito variados. Note
que nas linhas marcadas com a letra T (grupos tratados), ocorreu uma nitida diminuigao
do numero de nddulos presentes na superficie dos pulmoes.
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Figura 13. Aspectos microscopicos dos pulmdes com colbnias de células de melanoma
B16F10. Podemos observar em A, B, C e D os nodulos metastaticos na porcado mais
periférica dos pulmdes (setas pretas), os quais foram contados com auxilio de lupa
estereoscopica (Tabela 2). Note em A, a presenga de multiplos focos metastaticos
espalhados por todo o parénquima pulmonar (setas vermelhas). Em B pode-se observar o
crescimento tumoral provocando o estreitamento dos alvéolos pulmonares (setas
vermelhas). Aumentos originais: A, 25X; B, 50X; C e D100X. Coloracdo H&E.
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Figura 14. Aspectos microscépicos de crescimento metastatico no coracdo. Em A, e B
notamos um foco metastatico de melanoma localizado no étrio direito, de formato
arredondado e com presenca de necrose em seu interior (setas pretas). Observamos em
A e C células neoplasicas invadindo a parede do &trio direito e destruindo células
musculares cardiacas (setas vermelhas). Aumentos originais: A, 25X; B, 100X e C, 100X;
Coloragao H&E
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5.4. Ensaios de imunofluorescéncia para localizagao das integrinas avf3
e a5p1

Para avaliar a presenca das integrinas avf3 e a5B1 nas células
B16F10, estas foram marcadas com anticorpos fluorescentes. Nos ensaios de
dupla marcagdo em células aderidas sobre superficies tratadas com
fibronectina, foi possivel observar marcacao fluorescente correspondendo as
cadeias av (Figura 15 B) e B3 (Figura 15 C) na periferia celular. Na Figura 15
A, podemos notar o nucleo celular corado com DAPI e na figura 15 D a
composigdo das imagens A, B e C. Nos controles negativos ndo ocorreu
marcacao, demonstrando a especificidade da reacéo (Figura 17). Na Figura 16
B, pode-se observar uma forte marcagéo para a integrina av em célula B16F10
cultivada sobre laminina (seta) e na Figura 16 C a positividade para as
integrinas B3. A Figura 16 D mostra a composi¢do das imagens A, B e C,
sugestiva da presenga do dimero avp3. Em todos 0s nossos experimentos de
imunofluorescéncia, observamos que as células se aderiram e se espraiaram
mais rapidamente nas superficies tratadas com laminina, em comparagédo com
a fibronectina, porém, ndo houve diferengca nas imunomarca¢des Da mesma
forma, realizamos marcacbes para a integrina a581 em células B16F10
cultivadas sobre laminina ou fibronectina. Como pode ser observado na Figura
18 B, ocorreu marcacgéo sugestiva de membrana celular na grande maioria das
células aderidas a fibronectina. A Figura 19 mostra a marcacdo para as
mesmas integrinas nas células B16F10 aderidas sobre a laminina. Nao houve
marcagdo nos controles negativos. Foram realizadas também,
imunofluorescéncias para as integrinas avp3 sobre laminina (Figura 20 A, B e
C) ou fibronectina (Figura 21 A, B e C), utilizando-se da microscopia confocal
para uma maior riqueza de detalhes (Confocal LEICA TCS SP5 - Leica
Microsystems). Na figura 20 A, podemos observar a marcagéo para a integrina
av (FITC), enquanto na Figura 20 B, observamos a marcagao para a integrina
B3 (Texas Red). Na Figura 20 C, podemos notar a composi¢do das imagens A
e B. Apdés a padronizagdo dos experimentos de imunofluorescéncia para
localizagédo das integrinas avp3, foram realizados ensaios para avaliar o efeito

da inibicdo de FASN sobre a expressao das integrinas avp3 cultivadas sobre
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laminina. Na Figura 22, em A, B e C podemos observar regides sugestivas de
locais de adeséo focal (setas), que correspondem as integrinas av33 em células
B16F10 controles positivos tratadas com ETOH ( fotomicrografias de 3
experimentos independentes). A Figura 23 (A, B e C) mostra auséncia de
marcacao nos controles negativos sem anticorpos primarios e tratadas com o
diluente ETOH. O tratamento das células B16F10 com 250uM de orlistat pelo
periodo de 16 horas inibiu a marcacdo das regides de adesdo focal com
anticorpos contra as integrinas avB3 (Figura 24, representativa de 3
experimentos independentes). Como esperado, notamos na Figura 25 em A, B
e C a auséncia de marcacao das regides focais de adesdao nos controles
negativos (auséncia de anticorpos primarios e tratamento com orlistat) Em
todas as Figuras as letras A, B e C sao representativas de 3 experimentos

independentes.
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Figura 15. Imunofluorescéncia por dupla marcacao em células B16F10 cultivadas sobre
fibronectina. Podemos notar em A, a marcagao do nucleo por DAPI; em B, a marcagéao na
membrana celular com FITC (setas), correspondendo as integrinas av. Em C pode-se
observar marcagao em vermelho (Texas Red) para as cadeias 3 na superficie da mesma
célula (setas). A fotomicrografia mostrada em D revela a sobreposicéo das imagens Be C
com co-localizacao de av e 33 (setas). Aumento original 400X.
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Figura 16. Imunofluorescéncia por dupla marcacao em células B16F10 plaqueadas sobre
laminina. Podemos notar em A, a coloragao dos nucleos com DAPI, em B a marcagao da
membrana celular de coloragao verde (FITC), correspondendo as cadeias aV (seta). Em
C observa-se a marcacao em vermelho (Texas Red) para cadeias 33, na mesma regiao
da membrana celular. A fotomicrografia D revela a sobreposicao das imagens A e B.
Aumento original 400X.
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Figura 17. Controle negativo (auséncia dos anticorpos primarios) das reacées mostradas
nas duas figuras anteriores. Em A, nucleos corados com DAPI, em B e C as mesmas
células observadas com filtros para FITC e Texas Red, respectivamente. Em D,
observamos a sobreposi¢do das imagens A e B. Aumento original 400X.
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Figura 18. Imunofluorescéncia para detec¢cdo dos dimeros a5B1 em células B16F10
plagueadas sobre fibronectina. Podemos notar em A, a marcacao do nucleo celular em
azul (DAPI). Em B, a marcacédo (FITC) corresponde as integrinas a5B1 nas membranas
das células B16F10. A fotomicrografia C revela a sobreposicdo das imagens A e B.
Aumentos originais 200X.
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Figura 19. Imunofluorescéncia para a deteccdo das integrinas a5f1 em células B16F10
cultivadas sobre laminina. Podemos notar em A, a marcacdo do nucleo celular em azul
(DAPI). Em B observa-se uma marcacao verde intensa (FITC) que corresponde as
integrinas a5B1 nas membranas das células B16F10. A Figura C corresponde a
sobreposicéo das imagens A e B. Aumentos originais 200X.
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Figura 20. Imunofluorescéncia por dupla marcacao para localizacdo das integrinas avp3
na linhagem B16F10 aderida sobre laminina. Podemos observar em A regides das células
B16F10 (setas) marcadas com fluoresceina (FITC) correspondentes as subunidades av e
em B, as regides positivas para as subunidades 3, marcadas com anticorpo texas red.
Notamos em C a sobreposicao das imagens A e B, regides correspondentes as integrinas
avB3 em células B16F10 (setas). Microscopia confocal, aumento original 40X
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Figura 21. Imunofluorescéncia por dupla marcacao para localizagdo das integrinas avp3
na linhagem B16F10 aderida sobre fibronectina. Podemos observar em A regibes das
células B16F10 marcadas com fluoresceina (FITC) correspondentes as subunidade av e
em B, as regides positivas para a subunidade B3, marcadas com anticorpo texas red.
Notamos em C a sobreposi¢cao das imagens A e B, regides correspondentes as integrinas
avB3 em células B16F10 (setas). Microscopia confocal, aumento original 40X
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Figura 22. Imunofluorescéncia em células B16F10 plaqueadas sobre laminina. Em A, B e
C podemos observar regides de adesao focal (setas) das células B16F10,
correspondentes as integrinas avpB3 tratadas com o diluente ETOH (controle positivo).

Microscopia confocal. Aumento original 40X.
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Figura 23. Imunofluorescéncia em células B16F10 plaqueadas sobre laminina. Em A, B e
C notamos a auséncia de marcacao das regides de adesao focal para as integrinas av33
em células B16F10, tratadas com o diluente ETOH e sem adicao dos anticorpos primarios

para av33 (controle negativo). Microscopia confocal. Aumento original 40X.
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Figura 24. Imunofluorescéncia em células B16F10 plaqueadas sobre laminina. Podemos
observar em A, B e C a auséncia de marcacgao para as integrinas avp3 nas regides de
adesao focal em células B16F10 tratadas com 250uM de orlistat. Microscopia confocal.

Aumento original 40X.
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Figura 25. Imunofluorescéncia em células B16F10 plaqueadas sobre laminina. Podemos
observar em A, B e C a auséncia de marcacao das regides de adesao focal em células
B16F10 tratadas com 250uM de orlistat e ndo inoculados com anticorpos primarios anti-
avp3 (controles negativos). Microscopia confocal. Aumento original 40X.
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6. Discussao

Pesquisas relacionadas ao tratamento e melhoria do tempo e das
condicoes de sobrevida de pacientes com cancer tém sido uma das prioridades na
area da saude ao longo do ultimo século. Temas relacionados a mecanismos de
inibicdo do ciclo celular, ao desenvolvimento de vacinas e construgdo de
medicamentos com auxilio da nanotecnologia tém sido abordados por inimeros
centros de pesquisa ao redor do mundo. O estudo do papel da lipogénese em
tumores malignos e sua inibi¢gdo através do bloqueio da atividade de FASN tem se
mostrado bastante promissor para o desenvolvimento de novos agentes

quimioterapicos durante a ultima década.

A hipbtese de que a enzima FASN € um alvo relevante para o controle
de tumores malignos esta baseada principalmente na sua baixa expressdo na
grande maioria dos tecidos humanos adultos normais, ao contrario do que pode
ser observado em diversos tipos de neoplasias malignas humanas (Milgraum et al.
1997, Alo et al. 2000, Swinnen et al. 2002, Pizer et al. 1998, Vlad et al. 1999,
Piyathilake et al. 2000, Visca et al. 1999, Nemoto et al. 2001, Kusakabe et al.
2002, Innocenzi et al. 2003, Visca et al. 2003, Krontiras et al. 1999, Agostini et al.
2004, Silva et al. 2004, Takahiro et al. 2003; Rossi et al., 2006; Orita et al. 2007;
Orita et al. 2008; Li et al. 2008, Ogino et al. 2008; Silva et al., 2008; Liu et al.,
2010). Nestes tumores, FASN ¢é altamente expressa gerando vantagens seletivas
para as células malignas. Além do mais, varios estudos tém demonstrado uma
associagao positiva entre a expressao de FASN e um comportamento agressivo
para algumas destas doencas (Epstein et al. 1995; Gansler et al. 1997, Alo et al.,
1999; Kuhajda 2000; Sebastiani et al., 2004; Ogino et al., 2008). Esta claro
também que inibidores especificos da atividade desta enzima s&o capazes de
bloquear o ciclo celular e aumentar as taxas de apoptose em células derivadas de
tumores de préstata, mama, estdmago, intestino, endométrio, cavidade bucal e
ovario (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Li et al., 2001; Agostini et al., 2004;
Menendez et al., 2005; Menendez et al, 2006). Em tecidos derivados de

carcinomas espinocelulares bucais, a cerulenina é capaz de reduzir a sintese de
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acidos graxos de forma mais eficiente do que nas amostras de mucosa oral
normal (Guo et al., 2003).

Em melanomas, existe uma correlagdo positiva entre expressao de
FASN e indice de Breslow, além de uma correlagédo inversa entre a quantidade de
FASN e o tempo de sobrevida total dos pacientes (Innocenzi et al. 2003). A alta
expressdao de FASN nestes tumores cutdneos de extrema agressividade parece
estar associada a uma maior taxa de recorréncia, maior risco de desenvolvimento
de metastases e, consequentemente, pior prognéstico (Innocenzi et al. 2003).
Apesar das fortes evidéncias sugerindo que a sintese enddgena de 4cidos graxos
seja essencial para a proliferacao de células malignas, ndo se conhece até o
momento quais 0s mecanismos biolégicos envolvidos. Em outras palavras, a
maneira através qual a intensidade da sintese endogena de lipidios interfere no
ciclo celular das células tumorais, podendo causar apoptose, é um ponto que
merece ser bastante estudado nos proximos anos. Neste contexto, Swinnen et al.
(2003) demonstraram que a atividade enzimatica de FASN é necesséria para a
producédo dos fosfolipidios que compde regides especializadas das membranas
das células LNCaP (uma linhagem celular derivada de um adenocarcinoma de
préstata metastatico) ricas em colesterol e proteinas, conhecidas como lipid rafts.
Estas regides sao importantes para diversas fungdes celulares como transducao
de sinais, trafego intracelular, polarizagdo celular, migracdo e formacdo de
protusdes da membrana (lkonen et al., 1998; Manes et al., 1998; Simon et al.,
2000; Bagnat et al., 2002). Portanto, a expressao e/ou atividade anormal de FASN
pode causar profundos efeitos em varias vias de transducdo de sinal e
consequentemente estimular o crescimento celular (Swinnen et al., 2003; Baron et
al. 2004).

A observacdo mais importante desta tese reside no fato de que a
inibicdo farmacoldgica da atividade de FASN reduz em cerca de 50% as
metastases experimentais de melanoma em modelo murino. O mecanismo
responsavel por este fendmeno ainda nao esta elucidado e merece ser estudado
com maiores detalhes, entretanto, nossos achados podem estar relacionados a
reducéo de proliferacdo e/ou aumento da morte das células B16F10 por apoptose,
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como demonstrado em trabalho anterior (Carvalho et al. 2008). Naquele trabalho,
obtivemos uma reducao semelhante na quantidade de metastases espontaneas
para linfonodos toracicos, a partir de tumores intraperitoneais. Os resultados desta
tese foram obtidos frente a um desafio maior, ou seja, células B16F10 inoculadas
diretamente na circulacdo sanguinea, o que salienta a eficacia desta possivel

abordagem terapéutica.

Esta bem claro na literatura que inibidores especificos da atividade de
FASN bloqueiam a progresséo do ciclo celular e inibem a proliferagdo de varias
linhagens celulares derivadas de tumores malignos (Pizer et al. 1996, Pizer et al.
1998, Pizer et al. 2000, Li et al. 2001, Gabrielson et al. 2001, Zhou et al. 2003,
Agostini et al. 2004, Kridel et al. 2004, Knowles et al. 2004, Menendez et al. 2005,
Wang et al. 2005). A presenca do orlistat nos tecidos e fluidos corporais, pode
eventualmente reduzir a viabilidade das células tumorais circulantes, dificultando
assim a formacado das metastases, fato este suportado pelos achados relatados
por nosso grupo em modelos animais. Outra possivel explicacdo para nossos
resultados anteriores de redugédo das metastases espontaneas pode residir no fato
de que FASN seja capaz de interferir nos processos de angiogénese e/ou
linfangiogénese, objetos de estudo de outras pesquisas do grupo (Fabiana Seguin,
dissertacao de mestrado 2009; Débora Bastos, dissertacdo de mestrado 2009). De
fato, foi demonstrado por Browne et al. (2006) que a inibicdo de FASN com orlistat
em células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) causa reducdo na
proliferacdo ao mesmo tempo que inibe a angiogénese através da inibicdo da
exposigcao do receptor VEGFR2/KDR/FIk1 na superficie destas células endoteliais.

O modo pelo qual células metastaticas de melanoma invadem vasos
linfaticos ndo é totalmente conhecido, porém, Padera et al. (2002) sugerem que o
aumento dos niveis de VEGF-C em linhagens celulares de fibrossarcoma de
camundongo (T-241) e de melanoma de camundongo (B16F10) possa favorecer a
linfangiogénese, aumentando o didmetro dos vasos linfaticos e consequentemente
gerando maiores oportunidades para a sua invasdo por células neoplasicas. Em
nosso trabalho anterior (Carvalho et al. 2008), a inibicao de FASN ocorreu de
forma sistémica, como foi demonstrado pela coloracdo para lipidios (Oil red-O)
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realizada em amostras de figado dos animais tratados ou ndo com orlistat, bem

como da incorporacao de agua triciada nos tumores primarios.

Os mecanismos envolvidos na inibicdo de metastases no modelo de
melanoma murino utilizado neste trabalho devem ser estudados em profundidade,
pois os resultados foram obtidos num tumor extremamente agressivo, obtido pela
selecao de células altamente metastaticas (Fidler et al., 1998). Observamos uma
reducado do tamanho e do niumero das metastases experimentais pulmonares nos
animais estudados, embora o tamanho seja dificil de quantificar em lesdes
multiplas e muitas vezes sobrepostas pela superficie pulmonar. Estudos utilizando
outros modelos, como injecdes subcuténeas de células B16F10 (Chan et al., 1988;
Pizer et al., 2000; Taniguchi et al., 2001; Vantyghem et al., 2003), podem ser uteis
para a elucidacdo do efeito do bloqueio de FASN no crescimento do tumor
primario. Em recente trabalho realizado por Fabiana Seguin em sua dissertacédo
de mestrado, foi demonstrado que a inibicdo da atividade de FASN causa
significativa redugao na extenséo e ramificagdo dos vasos sanguineos localizados
na periferia de melanomas experimentais (Fabiana Seguin, dissertacdo de
mestrado 2009). Até o momento, apesar de inumeros estudos envolvendo
processos de neoformacao vascular, esta foi a primeira demonstracao “in vivo” de
que a inibicado de FASN altera o fendmeno de angiogénese tumoral. Os
mecanismos bioldgicos responsaveis pela redugdo na densidade dos vasos
sanguineos podem estar relacionados com os achados de Browne et al. (2006),
gue demonstraram que orlistat inibe a atividade de FASN em células endoteliais
humanas (HUVEC) e promove redugcdo da proliferacdo. Outro resultado
interessante, obtido pelo nosso grupo na dissertacdo de mestrado de Débora C.
Bastos, foi 0 aumento na extensao e ramificacdo dos vasos linfaticos ao redor de
feridas experimentais ou melanomas provocados pelas células B16F10 em
animais tratados com Orlistat (Débora Bastos, dissertacdo de mestrado 2009). Até
o momento, a relagdo entre a inibicao de FASN e a linfangiogénese nao foi
descrita na literatura. Os mecanismos bioldgicos responsaveis pelo aumento na
densidade dos vasos linfaticos precisam ser melhor estudados, entretanto, podem

estar relacionados a um mecanismo compensatorio.
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O surgimento das metastases é o principal responsavel pelo
prognéstico ruim dos pacientes com céncer e esta intimamente associado a
reducao de tempo de sobrevida (Li et al. 2006). Dentre os tumores malignos, o
melanoma ocupa um lugar de destaque pela sua capacidade de se espalhar
rapidamente para diversos érgaos vitais como figado, pulmdes, cérebro, 0ssos e
intestino delgado, dentre outros. Diversos autores tém relatado a participacédo de
MMPs e integrinas no processo metastatico dos melanomas. A participagdo das
MMPs na evolugdo de neoplasias humanas (mama, célon, pulmao, cabeca e
pescoco, boca e melanoma) tem sido alvo de iniUmeras pesquisas nas ultimas
décadas. De acordo com Vaisanen (1999), o aumento da expressao de MMP-2
em melanomas esta correlacionado com metastases hematogénicas. Além disso,
tem sido demonstrado que existe uma correlacdo entre 0 aumento da expressao
de MMP-1, -2 e -9 e um pior prognéstico para os pacientes portadores desta
neoplasia, independentemente dos niveis de Clark e Breslow (Vaisanen, 1999;
Wollina et al. 2001; Nikkola et al. 2005). Segundo Pepper (2001), a expressao
elevada de MMP-2 em melanomas esta correlacionada ao aumento da quantidade
da integrina oVB3 e também de MT1-MMP, que ativa MMP-2 e favorece a
angiogénese. Zhang et al. (2006) observaram, em modelo animal de cancer oral,
que os niveis protéicos e de mRNA de MMP-2 estdo elevados durante o
desenvolvimento do tumor, sendo mais altos nas metastases em linfonodos
cervicais. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por nosso grupo,
demonstrando uma correlagéo entre a atividade de MMP-2 e -9 e a reducédo no
tempo de sobrevida livre de doenca em pacientes com carcinoma oral (Yorioka et
al. 2002).

Os resultados desta tese, no entanto, sugerem que niao é através da
modulacdo da atividade de MMP-2 e -9 que o Orlistat reduz a disseminacao
metastatica dos tumores experimentais. Apesar dos zimogramas sugerirem uma
reducao na atividade destas duas MMPs, ap6s a normalizacdao dos experimentos
realizada tanto pelo nimero de células presentes em cada condicao experimental
como pela concentragcdo de DNA de cada pellet celular, ndo houve diferencas
estatisticamente significantes dentro do periodo estudado (24 horas).
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Possivelmente, o efeito citotdéxico de doses elevadas de Orlistat sobre as células
B16F10 em cultura contribuiu para estes resultados. Porém, esta demonstrado na
literatura, que MMP-2 participa da progressao tumoral e do processo de
angiogénese em modelo animal de melanoma (ltoh et al. 1998). Segundo estes
autores, os implantes subcutaneos de células B16-BL6 em camundongos
C57BL/6J knockout para MMP-2 tiveram progressdo reduzida e menor
angiogénese. Sun et al. (2007) demonstraram que a hipdxia, induzida através de
ligadura da artéria femural de camundongos C57BL6, causa aumento da
expressao de HIF-1a e de VEGF em tumores provocados pela injecéao
intramuscular de células B16F10, com consequiente aumento na angiogénese. No
mesmo estudo, houve correlagdo positiva entre a expressao de MMP-2 e -9 e
VEGF, sugerindo que o melanoma, em condicbes de hipdxia, estimula a
angiogénese e que MMP-2 e -9 potencializam a invasao tumoral. Nao se pode,
entretanto, descartar um possivel efeito in vivo da inibicdo de FASN sobre a
atividade das MMPs no melanoma, apesar da aparente falta de efeito do orlistat

em experimentos de cultura celular.

As integrinas allbB3, a2p1, a4B1, a5B1, e avB3 apresentam niveis
elevados em melanomas humanos (Kuphal et al., 2005), sendo a expressao de
a3, a5, a6, B1, a6B1, av e B3 associadas a um comportamento clinico mais
agressivo (Hirken et al., 1999; Anastassiou et al., 2000; Elshaw et al., 2001;
Nikkola et al., 2004; Pawelek & Chakraborty, 2008). Da mesma forma, as
integrinas a3B1 e avB3 estdo correlacionadas a metastases linfaticas
experimentais com linhagens derivadas de cancer de mama e melanoma de
camundongo (Nip et al.,, 1992; Tawil et al., 1996; Liapis et al., 1996), sendo B1
também associada a metastases linfaticas em melanomas humanos (Hieken et al.,
1995). Recentemente foi relatado por Glinski (2009) e colaboradores, que a
inibicdo de avB3 em linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 preveniu os
efeitos angiogénicos de VEGF, reduzindo a proliferacao in vitro. A integrina a3p1 é
responsavel pela ativacdo das quinases de adesdao focal (FAK) para
reorganizagao do citoesqueleto, aumentando o potencial metastatico em células
humanas de hepatoma (Tang et al., 2009). As FAK, por intermédio de 3, também
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exercem um papel fundamental na promocdo das metdstases de tumores
mamarios (Wendt & Schiemann, 2009). Em nosso trabalho, o tratamento de
células derivadas de melanoma de camundongo B16F10 com 250uM de orlistat
reduziu significamente as regides de adesdo focal positivas para as integrinas
avpB3, fato que sugere que uma provavel redugcdo no poder adesivo desta
linhagem com reducao do numero de ilhas metastaticas pulmonares no modelo in
vivo. Nieswandt (1999) e colaboradores demonstraram em camundongos que a
adesdo de células malignas as plaguetas da corrente sanguinea sao mediadas
pelas integrinas av3 e que esta parceria leva as células tumorais a sobrevivéncia
por ndo serem atacadas pelas células natural Killer facilitando o espalhamento do
tumor aos tecidos adjacentes. Existem inumeras proteinas envolvidas na
transdugédo de sinais, apoptose, transporte de membrana e adesao celular que
estdo associadas aos “Lipid Rafts” (Verkade et al., 1997; Pike LJ, 2003; Bollinger
et al., 2005), como por exemplo a proteina oncogénica ErbB2 (Menendez et al.,
2005). Esta ultima, por sua vez, pode se associar a integrina a6B4 (Guo et al.,
2006). Alta expressao de FASN pode afetar a estrutura e fungdo das membranas
lipidicas (Rakheja et al., 2005) favorecer a progressao e a sobrevivéncia de
células malignas (revisado por Liu et al., 2010).

Inimeras pesquisas tém associado as integrinas com proliferacao
celular em tumores malignos, assim como com 0S processos de invasao e
sobrevida destas células. A participacdo das integrinas na invasdo e migracao
celular de tumores malignos tem sido objeto constante de estudos na area de
biologia tumoral e alvo de revisdes frequentes (Guo et al., 2004; Mitra et al., 2006).
Nos ultimos anos, houve progresso utilizando-se antagonistas de integrinas na
pesquisa de tratamentos contra o cancer. Estudos pré-clinicos € mesmo clinicos
tém demonstrado eficacia no bloqueio da progressdo de tumores malignos.
Experimentos em fase clinica Il utilizando-se a droga Cilengitide (desenvolvida
pela Merck) associada a antagonistas das integrinas avB3 e av5 tém
apresentado bons resultados clinicos e poucos efeitos colaterais em pacientes
com glioblastoma, o que levou aos primeiros testes clinicos de fase Il
Recentemente Ria (2010) e colaboradores apresentaram uma revisao de novas
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drogas antagonistas da integrina avp3 que estao sendo testadas em fases clinicas
como o Vitaxin (MEDI-52) e o EMD 121974, que atuam como agentes anti-
angiogenicos (Barkan et al., 2008; Reynolds et al., 2009). Outras pesquisas em
fase clinica de teste incluem também inibidores de MMPs e MEC (Batimastat,
Marimastat, Endostatina), inibidores angiogénicos (Talidomida e Lenalidomida) e
inibidores de receptores de VEGF (Bevacizumab, PTK/ZK, DC101). Nos ensaios
de adesdo apresentados nesta tese, a interagdo entre componentes da matriz
extracelular reconhecidamente ligantes das integrinas av33 e a5B31, foi aumentada
nas células tratadas com orlistat, em comparacdo aos controles. Aumento
semelhante na adeséo ocorreu quando a cerulenina foi utilizada para inibir FASN.
Isto provavelmente ndo ocorre através de avpB3, como sugerem o0s ensaios de
imunofluorescéncia, que mostram reducao desta integrina apds tratamento com
orlistat.

Diversos autores sugerem que a expressao de algumas integrinas
pode estar associado a fatores clinico-patolégicos, como tempo de sobrevida e
agressividade em melanomas. Por exemplo, Nikkola et al. (2003) demonstraram
uma correlagdo entre a expressdao das integrinas 1 e av com o tempo de
sobrevida livre de doenca de 55 pacientes portadores de metastases de
melanoma. Aqueles que apresentavam menor positividade para a integrina 1
tiveram sobrevida livre de doenca de 17 meses, ao contrario dos pacientes que
apresentaram mais positividade para (1, que tiveram sobrevida livre de doenca
reduzida para 5,7 meses. Do mesmo modo, pacientes com baixa ou média
positividade para a integrina av tiveram uma sobrevida livre de doencga 8 vezes
maior do que nos pacientes na qual a positividade foi forte. Hieken et al. (1996)
encontraram uma correlagdo positiva entre a expressao da integrina 3 e uma
menor sobrevida para o paciente, assim como o reaparecimento da doenga mais
rapidamente do que o observado nos casos negativos para a integrina 3.

Em resumo, os resultados aqui apresentados mostram que a injecao
intraperitoneal de Orlistat em camundongos C57BL6 reduz o numero de colbnias
metastaticas pulmonares. Foi observado também que o tratamento de células
B16F10 com Orlistat ou cerulenina acarretou em aumento da adesdo destas

células a laminina, o que néao foi observado com a fibronectina. Além do mais, 0
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tratamento com Orlistat em células B16F10 foi capaz de inibir a formacao das
placas de adesdo focal associadas a integrina avB3. Em conjunto, estes
resultados confirmam que inibidores de FASN podem ter potencial terapéutico
para o tratamento de melanomas e outros tipos de malignidade.
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7. Conclusoes

1. Camundongos C57BL6 que receberam injecdes intravenosas de células
B16F10 e foram tratados com doses diarias de Orlistat pelo periodo de 21 dias
apresentaram 53,6% de diminuigdo no numero de colénias metastéticas

experimentais, em comparag¢ao aos grupos controle.

2. O tratamento de células B16F10 com 250uM de orlistat ou 5ug/ml de cerulenina

aumenta a adesao a proteina de matriz extracelular laminina.

3. O tratamento de células B16F10 com 5ug/ml de cerulenina aumentou

significamente a adesao a fibronectina.

4. A atividade enzimatica de MMP-2 e -9 nao é alterada nas células B16F10
tratadas com o inibidor de FASN orlistat.

5. O tratamento das células B16F10 cultivadas sobre laminina com 250uM de

Orlistat promove diminuicdo das regides de adesao focal positivas para a integrina
avp3.
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