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Resumo *

A enzima FASN encontra-se altamente expressa em neoplasias malignas,
na qual é responsdvel pela sintese de acido graxo, sendo importante para a
sobrevivéncia das células malignas. O triclosan, tem sido considerado como possivel
agente quimioterapéutico devido apresentar acdo inibidora da enzima FASN. Sendo
assim, este estudo teve como principal objetivo analisar os efeitos do triclosan sobre
as células SCC-9 derivadas de CECs bucais humanos em relacdo aos indices de
proliferacdo, apoptose e expressdo das proteinas FASN, ErbB2, p27K"°1 e Skp2. O
triclosan reduziu em 80% a quantidade de células na fase S do ciclo celular e
aumentou as taxas de apoptose, quando as células foram tratadas com 5 uM e 10 uM,
principalmente no periodo de 48 horas, o que foi demonstrado nos ensaios de
citometria de fluxo. Experimentos de western blotting revelaram diminuicdo de
ErbB2 e Skp2 e aumento gradativo de p27<"™ nas células tratadas por 24 horas. Este
estudo sugere que o triclosan pode ser mais uma alternativa quimiopreventiva e/ou
quimioterapéutica para os CECs bucais humanos.

Palavras-chave: Carcinoma Espinocelular; Acido graxo sintase; Triclosan.

* Este Trabalho de Conclusdo de Curso é parte da tese da aluna Ana Terezinha
Marqgues Mesquita, que co-orientou este trabalho.



Abstract

The enzyme FASN is highly expressed in malignant neoplasms, which is
responsible for the synthesis of fatty acid, important for survival of malign cells.
Triclosan have been considered which possible chemotherapeutic agent because it has
inhibitory action on the enzyme FASN. So, this study evaluated the rates of
proliferation, apoptosis and protein expression of FASN, ErbB2, Skp2 and p27""* by
SCC-9 cells derived from human oral SCCs. Triclosan reduced by 80% the amount of
cells in S phase of cell cycle and increased apoptosis when cells were treated with 5 uM
and 10 pM, especially during the 48 hours demonstrated in the flow cytometry. Also
there was a decrease in ErbB2 and Skp2 and p27""* gradual increase in cells treated for
24 hours analyzed in western blotting assays. This study suggests with the triclosan can
be more a chemopreventive and/or chemotherapeutic alternative for human oral SCCs.

Keywords: Squamous cell carcinoma; Fatty acid synthase; Triclosan.
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1 Introducéo

No Brasil, segundo o INCA o céancer bucal, uma doenca cronica é considerado
um problema de saude puablica, sendo uma das causas mais frequentes de morte. 1sso
ocorre, pois com o avanco tecnologico e a urbanizagdo expdem a populacdo a fatores de
risco, como aditivos alimentares, niquel, poluicdo ambiental e tabagismo. Mesmo a
boca sendo um local de facil acesso para o exame fisico ainda o cancer bucal esta entre
as dez localizagbes mais freqlientes para a ocorréncia dessa neoplasia maligna (Costa &
Migliorati, 2001).

O triclosan (2,44 -tricloro-2 -hidroxidifenil ~ éter ou  5-cloro-2-(2,4-
diclorofenoxifenol) é um agente antifingico e antibacteriano, de amplo espectro,
presente em cremes dentais, enxaguatorios bucais, desodorantes, sabonetes e cremes
dermatoldgicos (Bhargava & Leonard, 1996). O mecanismo de acdo antibittica se faz
pelo bloqueio da sintese de lipidios, através da inibicdo especifica da enzima enoil-
redutase (ENR) (McMurry et al., 1998; Stewart et al., 1999). Esta enzima catalisa a
reducdo de uma ligacdo dupla carbono-carbono NADH-dependente, em uma das fases
de sintese da acido graxo sintase (FASN) (Stewart et al., 1999; Levy et al., 1999).

A enzima FASN é a principal responsavel pela sintese de &cidos graxos
enddgenos em células normais. Recentemente, varios estudos tém demonstrado niveis
elevados desta enzima em diferentes neoplasias malignas, como carcinomas de mama
(Pizer et al., 1996), prostata (Epstein et al., 1995; Swinnen et al., 1996), ovario (Alo et
al., 2000), estdbmago (Kusakabe et al., 2002), bexiga (Visca et al., 2003), pele como o
melanoma (Innocenzi et al., 2003) e carcinomas espinocelulares bucais (CECs)
(Krontiras et al., 1999; Agostini et al., 2004). Guo et al., 2003 demonstraram que a
inibicdo da enzima FASN por inibidores especificos como a cerulina reduziu a sintese
de acidos graxos em CECs bucais e Liu et al., 2002 ao analisarem a inibicdo da enzima
FASN utilizando o triclosan verificaram a reducdo da sintese de &cidos graxos em
carcinomas de mama, sugerindo um papel quimioterapico do triclosan.

Este trabalho realizou uma andlise inédita dos efeitos do triclosan em linhagens
celulares de carcinomas espinocelulares de boca e ainda verificou a possibilidade de sua

aplicacdo na quimioprevencéo e ou tratamento destas neoplasias.



2 Revisdo da Literatura

2.1 Carcinoma Espinocelular da cavidade bucal (Carcinoma de Células
Escamosas)

Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os principais
tipos de cancer com maior mortalidade foram: pulmao, estbmago, figado, célon e mama
(INCA, 2010). O céncer bucal estd entre as 10 neoplasias malignas mais comuns no
mundo, representando cerca de 3% do total (Scully & Felix, 2006).

No Brasil as estimativas para os anos de 2010 e 2011 cerca de 14.120 novos
casos de cancer de boca (INCA, 2010), o que correspondera ao 5.° cancer mais comum
em homens e 0 7.° mais comum em mulheres. O Carcinoma Espinocelular (CEC) é
considerado a neoplasia maligna mais comum em boca e orofaringe representando mais
de 90% dos casos (Scully & Felix, 2006,0MS 2005b). Cerca de 75% dos carcinomas
espinocelulares de boca atingem a regido de assoalho bucal, lingua e regido retromolar;
sendo a lingua o local mais afetado (Kowalski et al., 2002).

Trata-se de uma neoplasia agressiva e que freqlentemente pode promover
metéstase para linfonodos regionais. Frequentemente acomete pacientes adultos entre a
5% e 6% décadas de vida que apresentam historico de uso abusivo de tabaco e bebidas
alcoolicas. De maneira geral, os homens sdo mais afetados do que as mulheres. Isto
acontece porque na maioria dos paises 0 homem é quem faz uso do tabaco e alcool em
grande quantidade. No entanto, na india, as mulheres apresentam um alto indice de
cancer de boca devido ao habito de mascar tabaco (OMS 2005b).

A taxa de sobrevida de cinco anos para os pacientes portadores de CEC bucal
esta entre as mais baixas, quando comparadas com as de outras neoplasias malignas
(Margotta & Capogreco, 2003), permanecendo inalterada durante as duas ultimas
décadas, mesmo com 0s progressos nos métodos terapéuticos e de diagnostico que vém

ocorrendo na oncologia clinica (Miller et al., 2003).

2.2 Acido graxo sintase (FASN)

Estruturalmente, a FASN é um homodimero formado por duas cadeias
polipeptideas longas, com massa molecular de aproximadamente 250 Kda. Em cada
cadeia existem sete sitios cataliticos distintos e um sitio para a proteina carregadora de

acil (ACP) (Stoops & Wakil, 1981). O sitio tioesterase localizado na regido carboxil-
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terminal promove a hidrdlise do palmitato, o qual é liberado como molécula de acido
graxo recém-sintetizado (Wakil, 1989).

Mendes et al. (1953), demonstraram pela primeira vez, aumento na sintese de
acidos graxos pelos tecidos tumorais. O primeiro estudo sobre a expressdo de FASN em
CECs bucais foi realizado por Krontiras et al. (1999). Para isso, 0s pesquisadores
realizaram andlise imunohistoquimica em 56 casos de CECs de lingua humanos. A
expressdo de FASN foi detectada em 98% das amostras avaliadas, com variacdo na
quantidade de enzima na lesdo e em &reas distantes da neoplasia.

A cerulenina e o C75, inibidores da atividade de FASN, produzem rapida e
significativa inibicdo da replicacio do DNA e, consequentemente blogueiam a
progressao da fase S em células derivadas de neoplasias malignas humanas, culminando
com a morte celular por apoptose (Li et al., 2001). Linhagens celulares de CECs bucais,
com expressdo de FASN, quando submetidas ao tratamento com cerulenina adicionada
ao meio de cultura, mostraram reducdo significativa na proliferacéo celular (Agostini et

al., 2004), sendo assim a FANS alvo para o tratamento de neoplasias malignas.

2.3 Triclosan

O triclosan é um agente antimicrobiano sintético, ndo-iénico, de amplo espectro
principalmente de acdo antibacteriana, mas também com algumas propriedades
antifungicas e antivirais (Jones et al., 2000). E um bifendis clorados (FIGURA 1),
insolivel em &gua. Em baixas concentragdes, destroem a parede celular, pois inibem as
enzimas responsdveis pela fabricagdo e manutencdo, o que gera a morte celular
(Bhargava & Leonard, 1996).

OH |

Cl Cl
Triclosan

Figura 1: Férmula quimica do triclosan.
A determinagdo da estrutura cristal do complexo E.coli Fabl-NAD'-triclosan
confirmou que o triclosan forma um complexo ternario estavel por interagir com
aminoacidos do sitio ativo da enzima. Ele age como inibidor da enoil-redutase,

mimetizando seu substrato natural (FIGURA 2) (Stewart et al., 1999) que foi
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comprovado pelos estudos com diferentes bactérias que o triclosan age na via
biossintética de acidos graxos das bactérias.

O triclosan a 1000 p.p.m quando administrado na dieta de ratas, em modelos
experimentais de carcinogénese mamaria induzida, produziu uma reducéo significativa

na incidéncia de tumores mamarios (43,3% no grupo tratado versus 70% no grupo

controle).
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Figura 2: Esquema da sintese de acidos graxos (Liu et al., 2002).

Existem trabalhos publicados na literatura que mostram a acéo inibidora do
triclosan sobre a FASN (Stewart et al., 1999; Levy et al., 1999; McMurry et al., 1998).
Tem sido proposto que a FASN é um alvo quimioterapéutico no tratamento de alguns
tipos de canceres tais como: mama, préstata e CECs bucais (Liu et al., 2002; Guo et al.,
2003).

Considerando que o triclosan é um inibidor de FASN e que essa inibicdo
interfere no crescimento tumoral, faz-se necessario investigar o efeito desta substancia
sobre linhagens de células de CECs bucais, com a finalidade de determinar se a mesma

tem algum potencial na prevencéo e/ou tratamento destes tipos de tumores.
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3 Proposicéo

Objetivo geral
Avaliar a influéncia do triclosan na resposta celular da linhagem de células de CEC

bucal humano.
Objetivos especificos

1. Avaliar através de citometria de fluxo a apoptose e proliferacdo celular das

células SCC-9 tratadas com triclosan;

2. Verificar os efeitos do triclosan sobre os niveis de producdo das proteinas
FASN, ErbB2, p27X" e Skp2 pela linhagem SCC-9 através de ensaios de

western blotting.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Cultura de células

A linhagem celular SCC-9 (CRL-1629) proveniente de CEC bucal
humano, obtida da American Type Culture Collection (ATCC,
E.U.A) foram cultivadas em frascos plésticos de 25 ou 75 cm?
(NUNC, E.U.A)) sendo esta linhagem SCC-9 mantida em meio de
cultura DMEM/F-12 (Invitrogen, E.U.A.) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Brasil), 400 ng/ml de
hidrocortisona (succinato sodico de hidrocortisona — Eurofarma,
Brasil) e solugdo antibidtica e antimicética (Invitrogen, E.U.A.) na
diluicdo de 1:100;

Estas células SCC-9 foram incubadas a 37 °C, em atmosfera
contendo 5% de CO, e 95% de umidade e entdo subcultivadas
qguando atingiam uma confluéncia aproximada de 60-70%
removendo-se 0 meio de cultura e lavando-as com 5 ml ou 10 ml de
solucdo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e depois
incubadas a 37 °C com 0,5 ml ou 2 ml de tripsina a 2%;

Apoés periodo de aproximadamente 8 minutos as ceélulas SCC-9
ficavam separadas do assoalho dos frascos de cultura, sendo a acéo
da tripsina interrompida pela adi¢do de 5 ml ou 10 ml de meio de
cultura com 10% de FBS, sendo entdo transferida a suspensao
contendo as células para tubos conicos de plastico de 15 ml estéreis
(Corning, E.U.A.) e estes centrifugados a 800 xg por 3 minutos;
Apobs a remocao e descarte do sobrenadante, o pellet de células era
ressuspendido em 5 ml de meio de cultura com 10% de FBS, as
células contadas e replaqueadas em novos frascos de 25 ou 75 cm?.
O meio de cultura foi trocado a cada 48 h;

Foram congeladas varias amostras de cada linhagem celular antes da
realizacdo dos experimentos e subcultivadas no maximo por dez
passagens e entdo descartadas;

O triclosan foi adicionado ao meio de cultura em concentragdes de 5
uM e 10 uM para bloqueio da FASN, sendo nos controles utilizado

volume de DMSO da concentracdo de 10 uM. Todas as solucdes
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foram filtradas (Filter Corning 0,20 um, Alemanha) antes de serem

colocadas nos pocos de cultura.

4.2 Preparo da solugéo de triclosan

Diluicdo do triclosan em DMSO (Liu et al., 2002) em temperatura
ambiente sob agitacdo por 10 minutos;

Estoque de 5 ml da solucdo na concentragdo de 10 mg/ml (50 mg de
triclosan diluidos em 5 ml de DMSO) em 4 °C, por no maximo um
més, para evitar a diminuicdo da sua concentracao e/ou atividade por

formacéo de produtos de degradacéo.

4.3 Analise do ciclo celular

Foram plaqueadas 3x10° células SCC-9 (analises de 24 horas) e
2x10° células (48 horas), em frascos de iguais com meio DMEM/F-
12 com 10% de FBS;

Apos 24 h, o meio foi substituido por DMEM/F-12 livre de FBS e
as celulas incubadas por mais 24 h;

Os frascos de tratamento receberam triclosan a 5 uM e 10 uM e
DMSO no controle, ambos com 10% de FBS;

Apobs 24 e 48 h, as células foram coletadas, fixadas com etanol a
70% gelado, colocadas a -20 °C por 12 h, lavadas em PBS gelado e
tratadas com 10 pg/ml de RNAse (Sigma-Aldrich) a 37 °C durante 1
h;

Depois as células foram coradas com 50 pg/mL de iodeto de
propideo a 4 °C por 2 h. A distribuicdo das células no ciclo celular
foi analisada utilizando-se o software CellQuest (Becton Dickinson)
em um citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) equipado com laser de argbnio. Para cada amostra foram

analisados dez mil eventos.
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4.4 Analise da apoptose pela técnica da Anexina V

e Foram plaqueadas semelhante ao ensaio anterior inclusive os
tempos;

e Nos periodos de 24 e 48 h de tratamento, as células foram
tripsinizadas, lavadas em PBS e incubadas com Anexina V-FITC
(1:500, Invitrogen) em tamp&o de ligagdo contendo 10 mM de
HEPES (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCl,
e 1,8 mM de CaCl,, no escuro, por 20 minutos a temperatura
ambiente;

e Através da citometria de fluxo observamos as células positivas para
Anexina V-FITC, ou seja que sofreram apoptose . Para cada amostra

foram analisados dez mil eventos.

4.5 Preparacéao dos extratos protéicos das células SCC-9

As proteinas foram extraidas em um tampao de lise contendo 10% de
sacarose, 1% de Triton-X, 20 mM de Tris pH 8,0, 137 mM de NaCl, 10%
de glicerol, 2 mM de EDTA e 1 mM de NaF, acrescentando-se

inibidores de proteinase ao tampao de lise imediatamente antes do uso;

Cem microlitros deste tampdo foram colocados sobre os pellets
celulares, os quais foram dissociados por pipetagem e mantidos no gelo
por 30 minutos, sendo agitados a cada 10 minutos. Em seguida, foi
realizada centrifugacdo e os sobrenadantes coletados, sendo separadas

aliquotas de 5 ul de cada extrato para quantificacdo protéica;

Todos os extratos protéicos foram imediatamente congelados até o
momento do uso. A quantidade de proteina total dos extratos protéicos
foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando-se
0 reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) e um espectrofotbmetro

(Spectronic Genesys 2).
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4.6 Separacdo eletroforética de proteinas e western blotting

Quantidades iguais de proteinas de cada extrato celular foram misturadas
com um tampao de amostra redutor 4 vezes concentrado, fervidas por 5
minutos e separadas eletroforeticamente em géis de poliacrilamida-SDS

a 8% ou 12% em tampdo de corrida;

As proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Invitrogen) em tampéo contendo 1,2 mM de Tris-HCI pH 8,0, 9,6 mM
de glicina e 20% metanol, por um periodo de quatro horas e trinta
minutos. Todas as membranas foram coradas com o corante Ponceau S

(Sigma-Aldrich) para verificar a eficacia da transferéncia;

As membranas foram bloqueadas por 16 h a 4 °C em uma solucao
contendo 5% de leite em pd desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em
tampdo contendo 20 mM de Tris-HCI pH 7,6, 150 mM de NaCl e 0,1%
de Tween 20 (TBST). A incubacdo das membranas com 0s anticorpos
primarios (Tabela 1), diluidos em TBST com 5% de leite em pd
desnatado, foi feita por 2 h a temperatura ambiente. Os anticorpos contra
a proteina do citoesqueleto B-actina foram usados como controle da

quantidade de proteina aplicada em cada canaleta;

Tabela 1. Relacéo dos anticorpos primarios utilizados nas reagdes de western blotting.

Anticorpos Clone Fabricante Diluicéo

FASN 23 BD Transduction 1:3.000
Laboratories

ErbB2 A0485 DAKO 1:1.000

p27"P! G173-524 o0 TranSdu_Ction 1:500

Laboratories

Skp2 sc-7164 Santa Cruz 1:1.000

B-actina AC-15 Sigma-Aldrich 1:60.000

As membranas foram lavadas com TBST por quatro vezes durante 15
minutos cada, seguidas de incubacdo com anticorpos secundarios

conjugados com peroxidase na dilui¢do de 1:1000, por 1 h a temperatura
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ambiente, seguida de quatro lavagens de 15 minutos cada com TBST. As
reacOes foram reveladas por meio de quimioluminescéncia, utilizando-se
0 kit de deteccdo ECL — Amersham ECL Western Blotting, e expostas a
filmes radiograficos X-Omat AR (Eastman Kodak Co., Rochester, NY,
E.U.A);

Os resultados foram quantificados por anélise densitométrica, realizada
com o auxilio de um densitdmetro modelo GS-700 (Bio Rad, E.U.A.) e

do programa Molecular Analyst (Bio Rad).

4.7 Coloracao das células SCC-9 com Oil red-O para lipidios

O OQil red-O (1-([4-(Xililazo)xilil]azo)-2-naftol, CysH24N4O; Sigma-
Aldrich) foi dissolvido em alcool isopropilico sendo 0,350g do corante
adicionado em 100ml do solvente e esta solucdo armazenada a
temperatura ambiente overnight;

Apbs a filtragem da solugdo com filtros de papel (Whatman® #4, Reino
Unido), foram adicionados 36 ml de 4gua destilada e esperou-se 16 h em
uma temperatura de 4 °C seguido de uma nova filtragem;

Repetiu-se o processo de filtragem sempre antes do uso e a solucdo foi
armazenada em temperatura ambiente (Ramirez-Zacarias et al., 1992;
Kinkel et al., 2004);

Foram preparados dois pocos (Lab Tek, Biosciences, E.U.A.) de lamina
para cultura celular onde foram plagueadas 5x10* células SCC-9 em 2 ml
de meio DMEM/F-12 com 10% de FBS em cada, sendo um para as
células tratadas (triclosan) e outro para as células controle (DMSO);
Depois de 24 h o meio foi trocado por meio livre de FBS e as celulas
foram incubadas por 48 h;

Foram obtidas trés solu¢bes onde 5 uM de triclosan e DMSO foram
adicionadas em meios com 10% de FBS, 2% de FBS e meio livre de
FBS, distribuidas em trés laminas incubadas durante 48 h.

A técnica de coloracdo com Oil red-O ja relatada (Ramirez-Zacarias et
al., 1992, Kinkel et al., 2004), foi modificada com a remog¢éo do meio de
cultura, lavagem das células com PBS e fixacdo com solucdo de

formaldeido a 10% (10 min) a temperatura ambiente;
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e As células localizadas em cada pogo, foram coradas por 2 horas a
temperatura ambiente colocando-se 1 ml de Oil red-O apds ser feita a
lavagem com agua destilada por aproximadamente 1 minuto

e Foi feita a remoc¢do do corante das células e estas foram lavadas com
agua destilada e contra-coradas com hematoxilina de Carazzi (nuclear)
por 1 minuto. As células foram entdo lavadas com &gua de torneira (até
que a agua se tornasse limpida), armazenadas para secagem em
temperatura ambiente e as laminas montadas com meio aquoso (Aquatex,
Merck, Alemanha);

e A guantificacdo dos corpusculos lipidicos foi feita utilizando-se o sistema
Kontron 400 (Kontron System 400 versdo 2.0, Carl Zeiss, Alemanha),
Para cada célula foi feita a média aritmética dos numeros de corpusculos
lipidicos.

4.8 Analise Estatistica
Utilizamos o programa Excel (Microsoft, E.U.A). A significancia estatistica dos
resultados foi verificada através da analise de varidncia ndo-paramétrica do teste t de

Student, sendo considerado significativo o indice de 5% (p = 0,05).
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5.1 Analise do efeito do triclosan sobre o ciclo celular das células SCC-9

O tratameno com 5 uM e 10 uM de triclosan por 24 h e 48 h mostrou a

inibicdo da progressdo do ciclo celular, ocorrendo um aumento da quantidade de células
na fase GO/G1 e reducéo de 80% na fase S. (FIGURA 3).
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Figura 3. Distribuicdo das células SCC-9 nas fases do ciclo celular, apés tratamento com 5 uM ou 10 pM de
triclosan. Nota-se que houve um aumento na porcentagem de células nas fases GO/G1, concomitante com uma
diminuicdo de 80% na fase S em ambas as concentra¢des, tanto no periodo de 24 h (A) como 48 h de
tratamento (B). Valores médios obtidos de trés experimentos independentes (*p < 0,05; teste t de Student).

5.2 Avaliacéo do efeito do triclosan sobre a apoptose das células SCC-9

A apoptose aumentou uma vez (15%) e duas vezes (122%) nas células tratadas
com 5 uM e 10 uM de triclosan, respectivamente, apos 24 h quando comparadas as
células controles. No periodo de 48 h as taxas de apoptose foram maiores ainda, sendo
sete vezes maior (625%) em relagdo aos controles (FIGURA 4). Em relacdo a
morfologia, foi observado que as células SCC-9 apresentaram aspecto mais arredondado

e em menor quantidade quando comparadas comparacéo as controle (FIGURA 5).
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Figura 4. A porcentagem de células apoptoticas apds o tratamento com triclosan foi avaliada pela marcacéao
com Anexina-V FITC em citémetro de fluxo. Nota-se que ap6s 48 h, os indices de apoptose aumentaram duas
vezes (132%) nas células tratadas com 5 pM e sete vezes (625%) nas células tratadas com 10 uM de triclosan
(*p < 0,05; teste t de Student).

Controle Triclosan 5 uM Triclosan 10 uM

Figura 5. Aspecto morfoldgico das células SCC-9 controle e ap6s tratamento com diferentes concentracdes de
triclosan por 24 h e 48 h. (A) Células controle (DMSO), apds 24 h e (B) 48 h, exibindo crescimento em grumos e
apresentando maior densidade. As células tratadas com 5 pM de triclosan por 24 h (C) e 48 h (D), e com 10 uM de
triclosan nos periodos de 24 h (E) e 48 h (F) apresentaram menor densidade e formato mais arredondado
(Microscopia de contraste de fase, aumento original 100X).
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5.3 Efeito do tratamento com triclosan sobre a producdo de FASN, ErbB2, p27+*
e Skp2 pelas células SCC-9

A linhagem de celulas SCC-9 quando tratada com Triclosan na concentracao de
5 UM e 10 uM por 24 h e 48 h apresentou aumento da quantidade de FASN, em relagéo
as células controle. Na concentracdo de 10 uM de triclosan houve reducdo de ErbB2 e
Skp2 e aumento de p27“"* indicando parada do ciclo celular, o que também foi
demonstrado na citometria de fluxo (FIGURA 6A). A Figura 6B mostra a analise

densitométrica das bandas correspondentes as proteinas analisadas na Figura 6A.
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Figura 6 (A). Experimentos de western blotting que representam o efeito do tratamento com triclosan sobre a
quantidade das proteinas FASN, ErbB2, p27X" e Skp2, nas células SCC-9. Nota-se maior intensidade da banda de
FASN, nas células tratadas com 10 uM de triclosan; discreta redugdo na intensidade da banda de ErbB2 com 10 pM
de triclosan; aumento gradativo na intensidade da banda de p27'** e diminuicéo de Skp2. A deteccdo da proteina de
citoesqueleto p-actina mostra que todas as canaletas receberam a mesma quantidade de proteina total. (B) Analise
densitométrica das bandas mostradas em A.

5.4 Anélise da quantidade de lipidios nas células SCC-9 tratadas com triclosan

A coloracdo com Oil red-O revelou que as células tratadas com triclosan
apresentaram maior namero de corpusculos lipidicos quando comparadas com as células
controles, correspondendo a 57,48% e 16,67% respectivamente (FIGURAS 7A e B).
Para investigar a influéncia dos &cidos graxos presentes no meio de cultura, foram
realizados experimentos em que as células foram cultivadas em meio contendo menor
concentracdo de FBS, ou seja, 2% e em meio livre de FBS. A reducdo do nimero de
corpusculos lipidicos foi observada tanto nas celulas tratadas com triclosan como nas
controles, porém as células tratadas ainda apresentaram maior numero destes
corpusculos (FIGURA 7C).
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Figura 7. Coloragéo para lipidios com Oil red-O nas células SCC-9 controle ¢ tratadas com 5 uM de
triclosan durante 24 h em meio contendo 10% de FBS. (A) Controle (DMSO), mostrando algumas células
com grande quantidade de corpusculos lipidicos e outras negativas (aumento original 200X). (B) Presenca de
corpusculos lipidicos na maioria das células tratadas com triclosan. (C) Gréfico representativo da marcacao
com QOil red-O em diferentes concentragbes de FBS, mostrando maior positividade nas células submetidas ao
tratamento com triclosan (*p = 0,002; teste t de Student).
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6 Discussao

A enzima FASN controla a iniciacdo e progressdo de diversos tumores, sendo
alvo em potencial para o tratamento do cancer (Flavin et al., 2010). Tem sido
demonstrado aumento da expressdo de FASN também nos CECs bucais (Alo et al.,
1996; Silva et al., 2004; Silva et al., 2008). Inibidores especificos da atividade de FASN
reduzem a proliferacdo e causam apoptose em células malignas e reduzem o
crescimento tumoral em modelos xenogréaficos de cancer de prdstata, mama, estdémago,
intestino, pulmao, ovario, melanoma e cavidade bucal (Pizer et al., 1996a; Pizer et al.,
1996b; Krontiras et al., 1999; Innocenzi et al., 2003; Agostini et al., 2004; Menendez et
al., 2007; Carvalho et al., 2008; Orita et al., 2008; Silva et al., 2008; Puig et al., 2009).
Seguin (2009) mostrou que a inibicdo de FASN pelo Orlistat reduziu a angiogénese e 0
volume dos linfonodos metastaticos em modelo murino de melanoma, assim como a

proliferacdo de células endoteliais da linhagem RAEC (derivada da aorta de coelhos).

O antimicrobiano triclosan, tem acdo antibiotica por inibir a enzima FASN
através da inativacdo do dominio enoil-redutase (McMurry et al., 1998). Existem
apenas dois estudos que avaliaram a agdo antitumorigénica do triclosan correlacionada
com seu mecanismo de inibicdo da enzima FASN. A maioria dos estudos avaliou sua
acdo antimicrobiana e anti-inflamatéria (Kanetoshi et al., 1988). Neste estudo foi
demonstrado que o triclosan causa a paralisacdo do ciclo celular e aumento das taxas de
apoptose em linhagem de células de CECs bucais. A escolha da linhagem SCC-9 para
0s experimentos in vitro foi baseada no estudo de Agostini et al. (2004) que
demonstraram maiores quantidades tanto de RNAs mensageiros como da proteina
FASN em comparacdo com as células SCC-4, -15 e -25. Além do mais, tem sido
descrito que a sensibilidade das células aos inibidores de FASN parece ser diretamente
proporcional aos niveis de producdo desta proteina (Grunt et al., 2009; Puig et al.,
2009).

Quando tratadas com triclosan, a linhagem SCC-9 apresentou diminuicao de
80% de células na fase S. O triclosan na concentracdo de 10 uM no meio de cultura das
células SCC-9 durante 48 h, causou aumento das taxas de apoptose, efeito semelhante a
outros inibidores de FASN tais como a cerulenina e Orlistat (REF????). As células
tratadas com triclosan apresentaram aumento dos niveis da proteina p27Kipl e reducéo
dos niveis de Skp2, indicando blogueio do ciclo celular. Em relacéo a proteina ErbB2,

houve reducao nos extratos protéicos preparados a partir de células SCC-9 tratadas com
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10 uM de triclosan. Outros estudos também demonstraram reducdo de ErbB2 em
células de cancer de mama e ovario quando tratadas com Orlistat e C75 (Menendez et
al., 2004; Grunt et al., 2009), o que confirma a existéncia de uma interagdo molecular
entre ErbB2 e FASN, proposta inicialmente por Kumar-Sinha et al. (2003)

O tratamento das células SCC-9 com triclosan provocou um aumento nos
niveis da proteina FASN em relacéo as células controle incubadas somente com DMSO,
0 que também foi demonstrado por Carvalho et al., (2008) em células B16F10 tratadas
com Orlistat, e Puig et al., (2009) em células de cancer de mama (SK-Br3) tratadas com
compostos polifenélicos, um novo grupo de inibidores sintéticos de FASN. Outros
estudos com diferentes linhagens celulares também demonstraram aumento dos niveis
da FASN em resposta aos seus inibidores. Seguin (2009) observou que o tratamento de
melanomas murinos com Orlistat ndo modificou a expressdao de RNAs mensageiros para
FASN, o que também esta de acordo com Browne et al. (2006) que mostraram inibicdo
de FASN pelo Orlistat em células endoteliais (HUVEC) sem alteracdes na producdo
desta enzima. Isto pode ser explicado pelo fato de que, em algumas linhagens celulares,
a falta de atividade da enzima FASN pode gerar como resposta aumento na sua
transcricdo ou mesmo a estabilizacdo da proteina FASN com aumento da sua meia-vida
(Kumar-Sinha et al., 2003). Neste estudo a atividade da enzima FASN néo foi avaliada,
mas estd programada para trabalhos subsequentes.

O acumulo de lipidios pode estar associado a condi¢fes experimentais de
hipdxia, em células cultivadas em alta confluéncia (Barba et al., 2001) ou tratadas com
agentes quimioterapéuticos (Delikatny et al., 2002; Milkevitch et al., 2005). Alguns
autores sugeriram uma associa¢do com apoptose (Bezabeh et al., 2001), necrose (Barba
et al., 1999; Opstad et al., 2008) e diminuicdo do crescimento celular (Delikatny et al.,
1996). A técnica de coloragdo com Oil red-O tem sido utilizada para identificar lipidios
neutros intracelulares em neoplasias malignas (Swinnen et al., 1996; Esquenet et al.,
1997; Milkevitch et al., 2005; Delikatny et al., 2002; Bozza et al., 2010). Neste estudo,
a coloracdo com Qil red-O nas celulas SCC-9 foi heterogénea, com algumas células
tratadas ou controle intensamente coradas e outras Sem nenhuma marcagao.
Curiosamente, foi observado um aumento do ndmero de células marcadas com Oil red-
O na presenca do triclosan. O aumento dos corpusculos lipidicos nas células tratadas
com triclosan pode ser explicado pelo aumento da apoptose e diminuicdo do

crescimento, processos resultantes dos efeitos citotoxicos de quimioterapicos conforme
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descrito por Delikatny et al., (2002) e do préprio triclosan, como demonstrado neste
trabalho por citometria de fluxo.

Interessantemente, nos observamos um maior tamanho dos corpusculos
lipidicos nas células tratadas com triclosan, o que também foi descrito por outros
autores em células de cancer de prostata, mama e ovario, em resposta aos agentes
quimioterapéuticos (Caliaro et al., 1994; Delikatny et al., 2002; Milkevitch et al., 2005).
A significancia desta observacdo € incerta (Milkevitch et al., 2005). Quintero et al.
(2007) sugeriram que durante o blogueio da proliferacdo, o transporte de lipidios cessa e
hé& fusdo dos corpusculos resultando na formacao de corpusculos lipidicos com maiores
didametros. As células tumorais submetidas a acdo de drogas, utilizam os lipidios
presentes no meio de cultura contendo FBS aumentando seu acUmulo intracelular
(Delikatny et al., 2002). De acordo com estes autores foi observado que a diminui¢ao
dos corpusculos lipidicos foi mais acentuada em meio de cultura livre de FBS. As
alteracdes nos niveis de lipidios intracelulares nas células SCC-9 tratadas com triclosan,
ndo podem ser relacionadas com a atividade da enzima FASN utilizando apenas a
coloracdo com Oil red-O. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para determinar se
0 acumulo de lipidios intracelulares pode ou ndo ser relacionado com a atividade da
enzima FASN.

Os efeitos da inibicdo de FASN pelo triclosan foram evidenciados no estudo
in vitro. O triclosan causou inibigcdo da proliferacdo e aumento significativo das taxas de
apoptose das células SCC-9 derivadas de CECs bucais, o que reforca a acédo
antitumorigénica dos inibidores de FASN e sugere acdo quimioterapéutica do triclosan

para estes tipos de tumores.
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7 Conclusoes

1. A inibicdo de FASN pelo triclosan causou parada significativa do ciclo celular e
aumentou as taxas de apoptose, FASN e p27X" na linhagem celular SCC-9 derivadas
de CEC bucal-humano, porém diminuiu as taxas de Skp2 e ErbB-2, sugerindo que o

triclosan pode ser uma alternativa terapéutica para estes tumores.

2. As células SCC-9 tratadas com triclosan apresentaram menor quantidade de
corpusculo lipidicos em relagdo as células controle, o que pode sugerir alteracdo na

lipogénese.
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