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RESUMO

A enzima acido graxo sintase (FASN) desempenha papel chave na
lipogénese de células neoplasicas e esta altamente expressa em varios tumores
malignos humanos. Um grande numero de evidéncias sugere que FASN seja um
oncogene metabdlico com papel importante no crescimento e sobrevivéncia de
células tumorais. Trabalhos prévios mostram que FASN é essencial para a
proliferacdo de células derivadas de carcinomas espinocelulares (CECs) bucais
humanos e que esta expressa em maiores quantidades em CECs de boca do que no
epitélio normal adjacente. Recentemente também foi demonstrado que a expressao
elevada de FASN e ErbB2 em CECs bucais ocorre em tumores com maior
espessura e comprometimento microscéopico dos linfonodos. A inibigdo da atividade
de FASN com RNA de interferéncia ou inibidores farmacolégicos ocasiona efeitos
antitumorais, dentre os quais, 0 aumento das taxas de apoptose e parada do ciclo
celular em células de diferentes tipos de tumores malignos, diminuicdo do tamanho
de tumores xenograficos de mama e préstata e diminuicAio do numero de
metastases regionais em modelo murino de melanoma. O presente projeto tem
como objetivo investigar o efeito do inibidor da atividade de FASN cerulenina sobre a
proliferacdo e morte nas linhagens celulares SCC-4, -9, -15 e -25, derivadas de
CECs bucais humanos de lingua.
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ABSTRACT

The fatty acid synthase enzyme (FASN) plays a key role in lipogenesis of
neoplastic cells and it is highly expressed in several malignant human tumors. A
large number of evidences suggests that FASN is a metabolic oncogene that plays a
major role in growth and survival of tumor cells. Previous studies show that FASN is
essential for proliferation of cells derived from human oral squamous cells
carcinomas (SCC) and is expressed in large amounts in oral SCCs than in the
adjacent normal epithelium. Recently it was also demonstrated that the
overexpression of FASN and ErB2 in oral SCCs occurs in tumors with higher
thickness and affecting of lymph nodes, by microscopic view. The inhibition of FASN
activity with interference RNA or pharmacological inhibitors causes antitumor effects,
among them, increased rates of apoptosis and cell cycle arrest in cells from different
kinds of malignant tumors, decreasing the size of breast and prostate xenographics
tumors and decreasing of the number of regional metastasis in a murine model of
melanoma. This project aims to investigate the effect of the FASN activity inhibitor
cerulenin over the proliferation and death in cell lines SCC-4, -9 -15 and -25, derived

from human oral and tongue SCCs.
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1. INTRODUCAO
1.1 Acido graxo sintase (FASN):

FASN é a principal enzima responsavel pela sintese endégena de éacidos
graxos saturados de cadeia longa a partir dos substratos de carbono acetil-CoA e
malonil-CoA (Kuhajda, 2000; Pizer et al., 2000; Baron et al., 2004; Stoops & WakKil,
1981). Em células normais, a atividade da FASN é minima, pois a maior parte dos
acidos graxos utilizados é proveniente da dieta (Weiss et al., 1986; Kuhajda, 2000;
Chirala et al., 2001).Entretanto, em tecidos altamente lipogénicos como figado,
tecido adiposo, mama durante a lactagdo, endométrio na fase proliferativa e pulmoes
de recém nascidos, a biossintese endogena de acidos graxos torna-se
aumentada(Kuhajda,2000;Chiralaet al.,2003).

Varios estudos mostram que FASN é altamente expressa em tumores
malignos humanos de mama (Milgraum et al., 1997), ovario (Alo et al., 2000),
préstata (Swinnen et al., 2000), endométrio (Pizer et al., 1998a), tiredide (Vlad et al.,
1999), pulméo (Piyathilake et al., 2000), célon (Visca et al., 1999), eséfago (Nemoto
et al., 2001), estdbmago (Kusakabe et al., 2002), bexiga (Visca et al.,2003) e boca
(Krontiras et al., 1999, Agostini et al., 2004, Silva et al., 2004; Silva et al., 2008a;
Silva et al.,, 2008b). Além disso, a expressdao elevada de FASN também foi
encontrada em melanomas (Innocenzi et al., 2003; Kapur, et al., 2005) esarcomas
de tecidos moles (Takahiro et al., 2003; Rossi et al., 2006), em alguns casos estando
associada a um pior prognéstico para o paciente (Alo et al., 1996; Gansler et al.,
1997; Visca et al., 1999; Alo et al.,, 2000; Kuhajda, 2000; Liu et al., 2010).A alta
atividade de FASN provavelmente gera vantagens que suportam o rapido
crescimento das células malignas (Baron et al., 2004).

A expressao forcada de FASN em células epiteliais prostaticas imortalizadas
(iPrEC) provoca o seu crescimento em “soft agar” e aumenta significativamente a
proliferacdo (Migita et al., 2009).Ja foi também demonstrado que o aumento da
expressdao de FASN parece acompanhar o desenvolvimento de metastasesem um
modelo murino transgénico deadenocarcinoma de préstata (Pflug et al., 20083).
Nesse sentido, FASN vem sendo apontada como um oncogene e diversos trabalhos
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indicam que a inibicdo de sua atividade mostra efeitos antitumorais significativos, o
que faz desta enzima um alvo atrativo no combate ao cancer (Liu et al., 2010, Flavin
et al., 2010).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Carcinoma espinocelular (CEC) bucal:

De acordo com dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) cerca de 14.120
novos casos de neoplasias malignas de boca foram estimados para o ano de 2010,
dos quais aproximadamente 10.330 casos acometendo homens, sendo o tumor de
maior prevaléncia o carcinoma espinocelular (INCA/Brasil 2010). Atualmente a
incidéncia de cancer de boca no Brasil ocupa o quinto lugar entre o género
masculino e o sétimo entre o feminino. Em 2008, aproximadamente 6.214 Obitos
ocorreram no Brasil em decorréncia desta doenca e no estado de Sao Paulo,
3.230novos casos foram estimados para o ano de 2010, o maior numero dentre
todos os Estados da Federacdo. Entre as neoplasias malignas da cavidade oral e

orofaringe, mais de 90% correspondem aos carcinomas espinocelulares.

O tabagismo e o consumo de &lcool constituem os fatores de risco mais
importantes para o desenvolvimento desse tumor. A propor¢cao homem/mulher é de
3:1, porém vem sendo observada uma diminuicdo dessa relagdo (lamaroon et al.,
2004; Scully & Felix, 2006). A presenca de metastases em linfonodos regionais é o
fator prognéstico mais importante na progressdo dos CECs bucais, as quais sao
encontradas em cerca de metade dos pacientes no momento do diagnédstico e
contribuem significativamente para a diminuicdo da sobrevida do paciente
(Greenberg et al., 2003; Sano & Myers, 2007).

De acordo com o Ministério da Saude, menos de 1% dos casos de CEC
bucal sdo detectados precocemente, ainda como carcinoma in situ, quando é
possivel obter a cura sem maiores prejuizos estéticos e funcionais aos pacientes, 0s
quais geralmente sofrem com as consequéncias de um tratamento cirdrgico
mutilador e com os efeitos colaterais da radioterapia e da quimioterapia. Desta
forma, a pesquisa de possiveis agentes quimiopreventivos e quimioterapicos que
possam inibir a progressao deste tipo de cancer apresenta grande importancia

clinica.
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2.2 CECs bucais e FASN :

A sintese enddgena de &cidos graxos em amostras de CECs bucais, tecidos
adjacentes ao tumor e mucosa normal foi avaliada por Guo et al. (2000). Estes
autores mostraram através da incorporacao de 14C nos lipidios totais sintetizados
pelas amostras teciduais, que os CECs bucais produziram significativamente mais
acidos graxos do que os outros tecidos estudados. Em um trabalho subsequente, os
mesmos autores mostraram que esta sintese é inibida por um inibidor natural da
atividade de FASN, a cerulenina (Guo et al., 2003).

Um achado importante deste estudo foi o fato de que a cerulenina apresentou
pouca atividade inibitoria sobre a sintese de acidos graxos nas amostras de tecido
normal. Além disso, também foi demonstrado através de reagbes imunoistoquimicas,
que a producdo de FASN é maior em CECs bucais do que no epitélio adjacente
morfologicamente normal, e, em contraste com outras malignidades, a maior
positividade para FASN ocorre nos CECs bucais bem diferenciados (Krontiras et al.,
1999; Silva et al., 2004).

Estes achados sao justificados com base em experimentos que mostram que
a expressao de FASN é estimulada durante a diferenciacdo dos queratindcitos orais
(Silva et al., 2008a). O papel essencial de FASN na proliferagéo de células derivadas
de CECs bucais humanos foi demonstrado em trabalho prévio realizado por nosso
grupo de pesquisa, no qual observamos através de curvas de proliferagdo, que a
inibicdo farmacoldgica desta enzima com cerulenina reduziu significativamente a
proliferacdo de células SCC-9, derivadas de CECs bucais humanos (Agostini et al.,
2004).Adicionalmente, a expressdo de FASN em CECs de lingua foi associada com
caracteristicas microscopicas que determinam progressao e prognostico da doenca
(Silva et al. 2008b) e também ja foi demonstrado que a expressao elevada de FASN
e ErbB2 em CECs bucais ocorre em tumores com maior espessura e
comprometimento microscopico dos linfonodos (Silva et al., 2009).
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2.3 Cerulenina :

FASN é considerada um alvo em potencial para a terapia antitumoral. Varios
inibidores da atividade de FASN vém sendo empregados em diversos estudos,
sendo os mais utilizados a cerulenina, o C75 e o orlistat(Flavin et al., 2010).A
cerulenina € um produto natural do fungo cefalosporium caerulens. Cerulenina ou
(2R, 3S) —2,3 epoxi-1-ox0-7, 10 trans, transdodecadienamida € conhecida desde
1960 como sendo um inibidor especifico da sintese de acidos graxos de amplo
espectro filogenético (Pizer et al., 1998b, Guo et al., 2003). Esta droga inibe
irreversivelmente a atividade da enzima FASN através de sua ligagao covalente no
sitio da [J-cetoacil sintetase, responsavel pela reacdo de condensacado dos
substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Pizer et al., 1998b; Kuhajda et al., 2000; Guo et
al., 2003).

O tratamento com cerulenina produz rapida e significativa inibicdo da
replicacdo do DNA e, consequentemente, da progressdo da fase S em células
derivadas de neoplasias malignas humanas (Furuyaet al., 1997; Pizeret al., 1996a;
Pizeret al., 1998b; Li et al., 2001; Wang et al., 2008, Haase et al., 2010), o que
culmina com a morte por apoptose (Liet al., 2001). Apds a exposi¢cdo de células
derivadas de carcinoma de colon (HCT116) a cerulenina, Pizeret al. (1998b)
demonstraram, através da incorporacao de timidina triciada, que ocorreu profunda
inibicdo da replicagdo do DNA duas horas apés o inicio do tratamento. Cerulenina
causa também a diminuicdo do tamanho de tumores em modelos xenograficos de
cancer de ovario (Pizeret al. 1996b), e de meningioma (Haase et al.,, 2010). Um
trabalho recente (Murata et al., 2010) mostrouque o0 numero e o tamanho de tumores
metastaticos de figado foram significativamente reduzidos pelo tratamento com o
inibidor de FASN cerulenina em modelo murino de carcinoma coloretal.

2.4 Efeitos da inibicao da atividade de FASN :

Varios trabalhos ja demonstraram que a inibicado de FASN, tanto
farmacolégica como através de RNAIi,causa apoptose e produz rapida e significativa
inibicdo da replicagdo do DNA e, consequentemente, da progressao da fase S em
diferentes tipos de células malignas, como as de mama, préstata, colon e leucemia
mieldide (Pizer et al., 1996a; Furuya et al., 1997; Pizer et al.,1998b; Kuhajda et al.,
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2000, De Schrijver et al., 2003; Knowles et al., 2004). O trabalho de Carvalho et al.
(2008), realizado por nosso grupo, demonstrou reducdo de cerca de 50% nas
metastases espontdneas de melanomas experimentais pela inibicdo farmacologica
de FASN com a droga orlistat, provavelmente devido ao bloqueio do ciclo celular e
inducdo de apoptose. O fato de que a inibicdo de FASN atenua o crescimento
tumoral e proliferacao de forma significativa, sugere que a atividade desta enzima
esteja ligada com a integracdo molecular de vias de sinalizagéo relacionadas ao
metabolismo, proliferagdo e sobrevivéncia de células malignas (Menendez & Lupu,
2007). Entretanto, os mecanismos regulatérios que ligam a inibicdo de FASN aos

efeitos antitumorais ainda n&o foram completamente elucidados.

O acumulo de malonil-CoA, que ocorre apdés o bloqueio da atividade de
FASN, ja foi sugerido como provavel responsavel pelo efeito citotdéxico (Pizer et al.
2000; Li et al. 2001; Thupari et al. 2001; De Schrijver et al. 2003).Segundo Pizer et
al. (1998b), nao ha efeito direto dos inibidores de FASN no DNA ou na maquinaria
da replicagdo, mas sim sobre a regulagéo do ciclo celular. O efeito antitumoral da
inibicdo de FASN esta ligado a expressdo aumentada de p27kip1 (Knowles et al.,
2004; Menendez et al. 2004) e diminuicdo da fosforilagdo de Akt (Wang et al., 2005,
Haase et al., 2010), causando também supresséo transcricional do gene ErbB2
(Menendez et al., 2004). Knowles & Smith (2007) mostraram que o silenciamento de
FASN através de RNAi em células derivadas de cancer de mama além de afetar a
transcricdo de genes envolvidos no metabolismo tumoral, ocasiona super-regulagéao

de genes que regulam a parada do ciclo celular e apoptose.

Em trabalho recente desenvolvido por pesquisadora de nosso grupo de
pesquisa, foi demonstrado que nas células de melanoma murino B16-F10, a inibicao
de FASN com cerulenina ou com a droga orlistat inibe a proliferacdo e induz morte
por apoptose, com liberagdo de citocromo ¢ e ativacdo de caspase-3. A morte
induzida por orlistat é precedida por estresse oxidativo (EROs e da [Ca2+]cit) e, em
ambos 0s casos, a apoptose € independente da participacao de p53, calcineurina ou
abertura de poro de transi¢ao de permeabilidade mitocondrial (Zecchin et al., 2010).
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3. PROPOSICAO

Os efeitos antitumorais consequentes da inibicao da atividade de FASN fazem
com que esta enzima seja apontada como um alvo promissor para o tratamento do
cancer. Trabalhos prévios de nosso grupo de pesquisa demonstraram expressao
elevada de FASN em carcinomas espinocelulares (CECs) bucais, estando associada
com caracteristicas microscopicas que determinam progressdo e progndstico em
CECs de lingua e tumores com maior espessura e comprometimento microscopico
dos linfonodos. Além disso, resultados prévios de um projeto em andamento em
nosso laboratério (FAPESP 2008/55548-2) indicam que a inibicao da atividade de
FASN com a droga orlistat em modelo murino de CEC bucal é capaz de provocar

diminuicdo do numero e tamanho das metastases para linfonodos regionais.

Em experimentos deste mesmo projeto verificamos que o tratamento com a
droga orlistat induziu parada significativa do ciclo celular em células derivadas de
arcinoma espinocelular bucal humano (SCC-4, -9, -15 e -25) cultivadas nas
condi¢cbes padréo de cultura, em meiocontento 10% de soro fetal bovino (SFB).
Entretanto, aumento das taxas de apoptose foi verificado apenas quando as estas
células foram cultivadas em meio com concentracdo reduzida de SFB (2%).Em
trabalho prévio (Agostiniet al. 2004)ja haviamos demonstrado que FASN é essencial
para a proliferacdo das células SCC-9, o que foi verificado através de curvas de

proliferacao apds o tratamento destas células com cerulenina.

Os mecanismos pelos quais a cerulenina provocou a diminuicdo da
proliferacdo nestas células ainda ndo estdo totalmente elucidados. O presente
projeto pretende investigar os efeitos da cerulenina sobre o ciclo celular e morte nas
células SCC-9 e -25. Os resultados dos experimentos propostos no presente
projeto, em conjunto com os resultados ja obtidos em nosso laboratério com a droga
orlistat, serdo importantes para uma melhor compreensdo dos efeitos de dois
inibidores distintos da atividade de FASN (os quais atuam em diferentes sitios
cataliticos da enzima), sobre proliferacdo e morte de células derivadas de CECs

bucais humanos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Cultura de células:

A linhagem celular SCC-9, proveniente de CEC bucal humano e adquirida da
American Type Culture Collection (ATCC, E.U.A.) foi cultivada em frascos plasticos
de 25 ou 75 cm2 (NUNC, E.U.A.) 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 (Sigma) e solugédo antibiética e antimicotica (Invitrogen) na
diluicdo de 1:100 a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

Os subcultivos foram realizados na confluéncia de aproximadamente 60-70%.
Para isso foi removido o meio de cultura, as células lavadas com 10 ml de solucao
salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e incubadas a 370 C com 0,5 ml ou 2 ml
de tripsina a 2 %, para frascos de 25 cm 2 ou 75 cm 2, respectivamente. Apos 6-8
minutos de incubacdo as células se separam do assoalho do frasco e a inativacédo
da tripsina feita pela adicao de 5- 10 ml de meio de cultura DMEM-F12 com 10% de
FBS. A suspensao de células foi transferida para tubos cénicos de plastico de 15 ml
(Corning, E.U.A.) e estes centrifugados a 3000 rpm por 3 min. Os “pellets” foram
ressuspendidos em 5 ml de meio de cultura DMEM-F12 com 10% de FBS, as células
contadas e re-plaqueadas em novos frascos de 25 cm 2 ou 75 cm 2. O meio de
cultura foi trocado a cada 48 h. Para o bloqueio da atividade de FASN, cerulenina foi
adicionado ao meio de cultura nas concentragbes de 2,5 ug/ml, 5 ug/ml e 7,5 ug/ml,
sendo nos controles utilizado volume de DMSO equivalente ao da concentracéo de
7,5 ug/ml.

4.2 Preparo das solucoes de Cerulenina: para o preparo da solugdo estoque,
cerulenina (Sigma) foi diluida em DMSO na concentracao de 20 mg/ml.

4.3 Citometria de fluxo: cerca de 10.000 eventos de cada mostra foram analisadas
em citbmetro de fluxo FACSCalibur equipado com laser de argbnio e software
CellQuest (Becton Dickinson). As populacdes celulares foram identificadas por suas
caracteristicas de tamanho, granulosidade e rugosidade de membrana e analisadas

separadamente por intensidade de fluorescéncia dos marcadores especificos.



4.3.1 Analises do ciclo celular: A porcentagem de células em cada fase do ciclo
celular foi determinada por citometria de fluxo. Apés 24 h de plagueamento, 0 meio
de cultura foi substituido por novo meio sem adicdo de FBS e as células foram
incubadas por mais 48h, quando teve inicio o tratamento com 2,5 ug/ml, 5 ug/ml e
7,5 ug/ml de cerulenina por 48 horas. As células foram coletadas, fixadas em etanol
70% gelado por no minimo 16 hs a -20°C, lavadas em PBS gelado e tratadas com
10 pug/mL de RNAse (Sigma) a 37°C durante 1 h. Em seguida as células foram
coradas com 50 pug/mL de iodeto de propideo a 4°C por 2 h e analisadas através de
citometria de fluxo, em canal FL2. A andlise da porcentagem de células em cada
fase do ciclo celular foi realizada no software ModFit (Verity Software House, E.U.
A).

4.3.2 Avaliacoes das taxas de apoptose e necrose: A porcentagem de células em
apoptose e necrose foi determinada por citometria de fluxo, nos canais FL1 e FL3,
apds a marcacdo com Anexina V (Caltag) ou 7-AAD, respectivamente. Apds 0s
tratamentos, as células foram incubadas com Anexina V-FITC (Anexina V Invitrogen
1:500, Anexina V BD 1:100) em tampéao de ligacao contendo 10 mM de HEPES (pH
7,4), 150 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCI2 e 1,8 mM de CaCl2, no
escuro, por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugacao, os “pellets”
foram lavados em tampao de ligacdo, novamente centrifugados e finalmente fixados
em tampao de ligacao contendo 0,1% paraformaldeido.

Para a marcagdo com 7-AAD, apds o tratamento, as células foram coletadas
e incubadas com solucdo de PBS contendo 7-AAD (1:100) e incubadas por 20
minutos no escuro, a temperatura ambiente, os pellets foram entdo lavados 2 x com
PBS e as células fixadas em PBS contendo 0,1% paraformaldeido. As amostras
foram armazenadas a 4° C até o momento da leitura. A aquisicéo e analise foram

realizadas através do software CellQuest (Becton Dickinson).

4.4 Forma de analise dos resultados: A significancia estatistica dos resultados foi
verificada através do teste T. O nivel de significAncia adotado foi de 5%.

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas morfolégicas das células SCC-9 e SCC-25 e numero de

células utilizado nos experimentos
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Na Figura 1 é possivel observar a morfologia da linhagem SCC-9, a qual é
composta por células arredondadas, nucleos grandes com nucléolos bastante
evidentes e poucas células multinucleadas. Esta linhagem apresenta um padréao de
crescimento em rede, sendo necessario um tempo de tripsinizacdo de 8 minutos

para solta-las dos frascos de cultura.

A Figura 2 mostra as SCC-25 em cultura, onde é possivel observar células
pequenas, com citoplasma escasso, nucleo grande e nucléolos evidentes, com
aspecto variando de arredondado a fusiforme, com padrdo de crescimento em
grumos. As células SCC-25 se soltam mais facilmente dos frascos de cultura do que
a linhagem SCC-9, sendo necessario um tempo de tripsinizacdo de

aproximadamente 5 minutos.

Figura 1 — Aspecto morfolégico da linhagem celular SCC-9, demonstrando o padrdo de
crescimento caracteristico em rede.



Figura 2 — Aspecto da linhagem celular SCC-25 demonstrando a morfologia fusiforme (<)
com tipico crescimento em grumos (+).

Para que fossem analisadas no citbmetro de fluxo para os experimentos de
ciclo e morte celular, foi necessario estabelecer um numero ideal de células para
cada tempo de tratamento. Aplés a realizacdo de experimentos piloto,
estabelecemos que o numero ideal de células foi de 2 x 105 células para o periodo
de 48 horas e 1,5 x 105 células para o periodo de 72 horas de tratamento, as quais
foram plagueadas em frascos de 25 cm2 para todos os experimentos realizados.

5.2 Padronizacao das concentracoes de cerulenina

Experimentos piloto foram realizados para analise das taxas de apoptose
foram realizados no laboratério para a determinacao das melhores concentracdes de
cerulenina a serem utilizadas nos ensaios com as células SCC-9. As concentracdes
de 1,5 ug/ml, 2,5 pg/ml, 5,0 pug/ml, 7,5 pug/ml e 10 ug/ml foram testadas. O resultado
de um destes experimentos pode ser observado na Figura 2. DMSO, o veiculo
utilizado na diluicdo da cerulenina, foi utilizado como controle com o volume
equivalente ao da maior concentragdo (10 pg/ml). A partir destes resultados, foi
estabelecido que as concentragdes ideias de cerulenina para a realizacdo dos
experimentos eram de 2,5 ug/ml a 7,5 ug/ml , uma vez que a concentracéo de 1,5
ug/ml mostrou resultados semelhantes a concentracdo de 2,5 ug/ml e a
concentragdo de 10 ug/ml apresentou taxas de apoptose muito elevadas.
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Figura 2 — Andlise da porcentagem de células SCC-9 positivas para anexina V por
citometria de fluxo apés tratamento com 1,5 a 10 ug/ml de cerulenina por 48 horas. Foi
observado aumento significativo das taxas de apoptose nas células tratadas na presenca de
5 a 10 ug/ml de cerulenina.

5.3 Padronizacao do novo protocolo para a Anexina V

Durante o desenvolvimento do projeto, o laboratério receu uma nova Anexina
V. A Anexina V que vinha sendo utilizada até entdo, da marca Invitrogen, teve uso
descontinuado no mercado, e, portanto, foi adquirido produto similar da empresa BD
Biosciences, havendo necessidade de padronizacdo de novo protocolo de
marcacao, Quando foi realizado o primeiro teste com a Anexina recém adquirida,
com o protocolo utilizado anteriormente, verificamos que o padrdo de marcacgao era
diferente. Portanto, a bolsista realizou experimento onde as células SCC-9 foram
tratadas com 7,5 ug/ml de cerulenina ou o veiculo DMSO, utilizando a quantidade
padrao da Anexina antiga (0,2 ul) e diferentes volumes da Anexina nova (0,2 a 5 ul)
em 100 ul do tampdo de amostra. Apds a realizacdo deste experimento,

constatamos que deveriamos utilizar 1 ul da Anexina nova para reproduzirmos 0s
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resultados obtidos com 0,2 ul da Anexina antiga. Este resultado pode ser observado

no gréfico apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Padronizacdo da concentragdo ideal da Anexina V nova (N) para marcacéo
celular e andlise das taxas de apoptose por citometria de fluxo. Foram utilizados os volumes
de 0,2 ul a 5 ul da Anexina V nova e 0,2 ul da Anexina V antiga. E possivel observar que o
resultado que mais se assemelhou ao resultado obtido com a marcacéo da Anexina V antiga

foi com o volume de 1 ul da Anexina V nova.

5.4 Efeitos da inibicao da atividade de FASN com cerulenina
5.4.1 Proliferacao celular das linhagem SCC-9 e SCC-15

O efeito da inibicdo de FASN com cerulenina sobre a proliferacao das células
SCC-9 e SCC-25 foi avaliado através de experimentos de citometria de fluxo. Vinte e
quatro horas depois de semeadas em garrafas T25 em meio DMEM/F-12
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) ,as células foram mantidas em
DMEM/F-12 desprovido de FBS pelo periodo de 48 horas. A seguir, foram tratadas
com 2,5, 5 ou 7,5 ug/ml de cerulenina em meio DMEM/F-12 suplementado com 10%
FBS por mais 48 hs.
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As células controle foram tratadas com o veiculo DMSO, no volume
equivalente a maior concentragdo de cerulenina utilizada. As células foram entédo
coletadas, fixadas em etanol a 70% gelado por 16h a -20°C, sendo entdo lavadas
em PBS gelado e tratadas com 10 ug/mL de RNAse. Em seguida, foram coradas

com iodeto de propideo e analisadas em citémetro de fluxo.

Nos experimentos com a linhagem SCC-9, observamos um aumento gradual
das populagdes celulares em G0-G1 e um declinio do numero de células na fase S
do ciclo celular nos grupos de células tratadas com cerulenina em comparagédo com
as células dos grupos controles. A intensidade de inibicdo da fase S foi diretamente
proporcional a dose de cerulenina utilizada, sendo observada redugcdo de
aproximadamente 37% no numero de células na fase S nas células tratadas com 7,5

ug/ml de cerelunenina.

Este resultado pode ser observado na Figura 4, a qual mostra o gréafico
representativo das médias de trés experimentos independentes. Apesar da redugao
do numero de células na fase S, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa através do teste t de Student. O desvio padrdo apresentou valores altos,
0 que pode justificar a falta de significancia estatistica.

7
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= G2/M
50 - os
B G0/G1
25 +
0 - '

Cont 2,5 5 7,5

Figura 4 — Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo em células SCC-9 tratadas com
2,5, 5 ou 7,5ug/ml de cerulenina por 48 horas. Observa-se redu¢do do numero de células
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na fase S e aumento do nimero de células na fase GO/G1 do ciclo celular com cerulenina,

em relacdo ao grupo controle. Médias de 3 experimentos independentes.

Foram realizados dois experimentos independentes para analise do ciclo
celular das células SCC-9 tratadas com cerulenina por 72 horas. No entanto, os
resultados do primeiro nao reproduziram os achados anteriores do periodo de
tratamento de 48 horas. No segundo ensaio (Fig 5), houve diminuicdo da
porcentagem de células na fase S com 5 e 7,5 ug/ml de cerulenina. No entanto, as
células tratadas com 2,5 ug/ml exibiram aumento do numero de células na fase S,
em comparacao com as células controle. Além disto, de acordo com a experiéncia
prévia do nosso grupo em outros experimentos com a linhagem SCC-9,

esperavamos um numero maior de células controles em S.
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Figura 5 — Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo em células SCC-9 tratadas com

2,5,5 ou 7,5ug/ml de cerulenina por 72 horas.
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Foram realizados trés experimentos independentes para a analise de ciclo
celular das células SCC-25 tratadas com as concentracbes de cerulenina nos
periodos de 48 horas e 72 horas. No entanto, os resultados obtidos foram diferentes
do esperado, considerando-se a experiéncia prévia do nosso grupo. Na Figura 5
observa-se um destes ensaios, no qual houve reducédo da fase S do ciclo celular
apenas com 7,5 ug/ml da droga, além da reducdao de G2/M. Neste grupo de
experimentos foi observada uma porcentagem menor do que a usual de células do
grupo controle na fase S do ciclo celular, de acordo com a experiéncia de nosso

grupo em outros experimentos realizados com esta linhagem celular.
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Figura 6 - Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo em células SCC-25

tratadas com 2,5, 5 ou 7,5ug/ml de cerulenina por 48 horas.

Nos trés experimentos realizados por 72 horas, houve também grande
variacdo e, de maneira geral ndo ocorreu redugdo do ciclo celular (Fig 7). Os

graficos obtidos durante a aquisicdo destas células no citbmetro de fluxo
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demonstraram populagées celulares com excesso de debris. E importante salientar
que nao foram detectados problemas nos experimentos durante as etapas de
tratamento e coleta das células, em todos os experimentos apresentados no
presente relatério. Por esta razdo, acreditamos que algumas das inconsisténcias
ocorreram em decorréncia do longo tempo em que estas permaneceram fixadas,

antes das leituras.
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Figura 7 — Analise do ciclo celular por citometria por fluxo em células SCC-25 tratadas com
2,5, 5 ou 7,5ug/ml de cerulenina 72 horas.

5.4.2 Taxas de apoptose e necrose nas células SCC-9

Para a avaliacdo das taxas de apoptose das células SCC-9 tratadas com
cerulenina, 2 x 10° células foram plaqueadas em garrafas T25. Vinte e quatro horas
apds o plagueamento as células foram tratadas com 2,5 ug/ml, 5 ug/ml ou 7,5 ug/ml
de cerulenina em meio DMEM/F-12 na presenca de 10% SFB pelos periodos de 48
e 72 horas. As células controle foram tratadas com DMSO no mesmo volume

equivalente a maior concentracdo de cerulenina utilizada. As células foram, entao,
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incubadas com Anexina V-FITC por 20 minutos, fixadas em tampao de ligacao
contendo 0,1% paraformaldeido e analisadas em citdmetro de fluxo no canal FL-1.
Foram realizados trés experimentos independentes para o periodo de tratamento de
48 horas, sendo observada aumento de aproximadamente 5x na taxa de apoptose
das células tratadas com 7,5 ug/ml de cerulenina em comparacdo com O grupo
controle, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p<0,05, test t de
Student). Este resultado pode ser observado na Figura 5.
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Figura 8 — Anadlise da porcentagem de células SCC-9 positivas para anexina V por
citometria de fluxo apés tratamento com 2,5ug/ml, 5 ug/ml e 7,5ug/ml de cerulenina por 48
horas. Foi observado aumento de aproximadamente 5x na taxa de apoptose do grupo de
células tratado com 7,5 ug/ml de cerulenina. *p< 0,05, teste t de Student. O grafico
representa a meédia de 3 experimentos independentes

Foi obtido até o momento o resultado de dois experimentos independentes
para o periodo de 72 horas. Nestes experimentos também verificamos aumento nas
taxas de apoptose, que no experimento 1 ocorreu nas concentracées de 5 ug/ml e
7,5 ug/ml de cerulenina. Ja no experimento 2 houve aumento das taxas de apoptose
nas trés concentracoes utilizadas. Estes resultados podem ser observados na Figura
9.
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Figura 9 — Os graficos correspondem aos resultados dos experimentos 1 e 2 dos
experimentos para a andlise de apoptose nas células SCC-9 tratadas com cerulenina nas
concentragcdes de 2,5 ug/ml, 5 ug/ml e 7,3 ug/ml pelo periodo de 72 horas, onde foi
observado aumento nas taxas de apoptose, principalmente nas concentragdes de 5 ug/ml e
7,5 ug/ml.
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Nestes experimentos de andlise das taxas de apoptose, a dupla marcacao
com 7-AAD nao foi realizada, pois ainda ndo haviamos recebido o reagente no
laboratério. Quando o reagente foi recebido, iniciamos os experimentos de
padronizacdo da marcacgéo isolada de 7-AAD. Para a avaliagdo das taxas de
necrose, 2 x 10° células SCC-9 foram plaqueadas em garrafas T25. Vinte e quatro
horas apds o plagueamento as células foram tratadas com 2,5 ug/ml, 5 ug/ml ou 7,5
ug/ml de cerulenina em meio DMEM/F-12 na presenca de 10% SFB pelo periodo de
48 horas. As células controle foram tratadas com DMSO no mesmo volume
equivalente a maior concentracdo de cerulenina utilizada. As células foram entao
incubadas em PBS contendo 7-AAD (1:100) por 20 minutos, sendo entdo lavadas 2
vezes com PBS e fixadas em PBS contendo 0,1% paraformaldeido. A analise foi
realizada em citémetro de fluxo no canal FL-3. A Figura 10 mostra o resultado do
primeiro experimento realizado, onde observamos aumento na taxa de necrose das

células tratadas com cerulenina, sendo o aumento dose dependente.
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Figura 10— Analise da porcentagem de células SCC-9 positivas para 7-AAD por citometria
de fluxo apdés tratamento com 2,5ug/ml, 5 ug/ml e 7,5ug/ml de cerulenina por 48 horas. Foi
observado aumento nas taxa de apoptose nas células tratadas com cerulenina, o qual foi

dose dependente

6. DISCUSSAO

A cerulenina é um produto natural do fungo cefalosporium caerulens.
Cerulenina ou (2R, 3S) —-2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans, transdodecadienamida é
conhecida desde 1960 como sendo um inibidor especifico da sintese de acidos
graxos de amplo espectro filogenético (Pizer et al., 1998b, Guo et al., 2003). Esta
droga inibe irreversivelmente a atividade da enzima FASN através de sua ligacao
covalente no sitio da p-cetoacil sintetase, responsavel pela reacao de condensacao
dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Pizer et al., 1998b; Kuhajda et al., 2000;
Guo et al., 2003) e apresenta propriedades antitumorais e anti-proliferativas (Pizer et
al., 1996; Haase et al., 2010).

A inibicao de FASN atenua o crescimento tumoral e proliferacdo de forma
significativa, sugerindo que a atividade desta enzima esteja ligada com a integragcao
molecular de vias de sinalizacdo relacionadas ao metabolismo, proliferacdo e
sobrevivéncia de células malignas (Menendez & Lupu, 2007). Os mecanismos
regulatérios que ligam a inibicdo de FASN aos efeitos antitumorais ainda nao foram
elucidados. O acumulo de malonil-CoA, que ocorre apos o bloqueio da atividade de
FASN, ja foi sugerido como provavel responsavel pelo efeito citotéxico (Pizer et al.
2000; Li et al. 2001; Thupari et al. 2001; De Schrijver et al. 2003). Knowles & Smith,
2007 demonstraram que o silenciamento de FASN através de RNAi em células
derivadas de cancer de mama além de afetar a transcrigdo de genes envolvidos no
metabolismo tumoral, ocasiona super-regulacéo de genes que regulam a parada do
ciclo celular e apoptose.

Em trabalho recente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, foi
demonstrado que nas células de melanoma murino B16-F10, a inibicdo de FASN
com cerulenina ou com orlistat inibe a proliferagdo e induz morte por apoptose, com

liberacdo de citocromo c e ativagdo de caspase-3. A morte induzida por orlistat é
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precedida por estresse oxidativo (EROs e da [Ca®'].) e, em ambos os casos, a
apoptose € independente da participacado de p53, calcineurina ou abertura de poro
de transicao de permeabilidade mitocondrial (Zecchin et al., 2010).

Em trabalho prévio realizado por nosso grupo de pesquisa (Agostini et al.,
2004), demonstramos, através de curvas de proliferacdo ,que o tratamento das
células com o inibidor de FASN cerulenina foi capaz de reduzir significativamente o
indice de proliferagdo. Ocorreu a diminuigdo da sintese de DNA, inibicdo da
progressao para a fase S do ciclo celular e morte por apoptose em células tumorais
em cultura (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1996a; Pizer et al., 1998b; Li et al., 2001;
Zhao et al., 2006; Wang et al., 2008, Haase et al., 2010).

Em células derivadas de carcinoma de colon (HCT116) tratadas com
cerulenina , ocorreu profunda inibicdo da replicacdo do DNA duas horas apés o
inicio do tratamento através da incorporacdo de timidina triciada, ( Pizer et al.
(1998b) . Cerulenina causa também a diminuicdo do tamanho de tumores em
modelos xenograficos de cancer de ovario (Pizer et al. 1996b), e de meningioma
(Haase et al., 2010). Um trabalho recente (Murata et al., 2010) mostrou que o
numero e o tamanho de tumores metastaticos de figado foram significativamente
reduzidos pelo tratamento com o inibidor de FASN cerulenina em modelo murino de

carcinoma coloretal.

Nos CECs bucais, a expressao de FASN esta diretamente associada com a
sobrevida geral e caracteristicas microscopicas que influenciam a progressao
tumoral e o prognédstico, tais como invasdo linfatica, infiltragdo perineural e
metastases linfonodais (Silva et al., 2008b). A cerulenina inibe irreversivelmente a
atividade da enzima acido graxo sintase (FASN) através de sua ligagao covalente no
sitio da p-cetoacil sintetase, responsavel pela reacdo de condensacao dos
substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Pizer et al., 1998; Kuhajda et al., 2000; Guo et
al., 2003), e apresenta propriedades antitumorais e anti-proliferativas (Pizer et al.,
1996; Haase et al., 2010). Sabe-se que a diminuicao da sintese de DNA, inibicdo da
progressao para a fase S do ciclo celular e morte por apoptose sao consequéncias
da inibicado de FASN com cerulenina em células tumorais em cultura (Furuya et al.,
1997, Pizer et al., 1996; Pizer et al., 1998; Li et al., 2001; Zhao et al., 2006; Wang et
al., 2008, Haase et al., 2010).
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Demonstramos que o tratamento com cerulenina provocou inibicao
significativa da progressao do ciclo celular das células SCC-9, derivadas de um CEC
de lingua humano. Este fendmeno foi caracterizado pelo acumulo de células nas
fases GO/G1 e redugao da porcentagem de células na fase S. FASN é a enzima
responsavel pela sintese endbégena de acidos graxos,cuja expressao e atividade
encontram-se elevadas em diversos tipos de cancer (Kuhajda, 2006), incluindo o
CEC bucal (Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004; Silva et al., 2008a). O tratamento
das ceélulas SCC-9 com cerulenina também provocou aumento das taxas de
apoptose em diferentes tipos de células tumorais malignas, como as de mama (Pizer
et al.,, 1996; Menendez et al., 2004; Liu et al., 2006), prostata (Furuya et al., 1997;
Swinnen et al., 2004), célon (Li et al., 2001; Murata et al., 2010), glioma (Zao et al.,
(2006), melanoma (Ho et al., 2007) e mieloma multiplo (Okawa et al., 2008). Nossos
resultados estdo de acordo com os de Zhang et al. (2005) que demonstraram que 0
tratamento com cerulenina foi capaz de induzir apoptose nas células TCA-83,

derivadas de carcinoma espinocelular oral.

Se confirmados, nossos resultados também se mostrardo de acordo com o0s
outros experimentos que estdo em andamento no nosso laboratério. Por exemplo,
uma linhagem celular derivada de SCC-9 denominada SCC-9 25 green LN-1,
quando injetada na lingua de camundongos imunossuprimidos ( Bdb-C/ nude),
provocam tumores extremamente agressivos localmente e altamente metastaticos,
invadindo os linfonodos da regido com injecao de orlistat (inibidor da atividade de
FASN),mostraram reducao de 43% no numero de metastase , além de reducao
significativa do volume dos tumores primarios. Orlistat também se mostrou eficiente
ao reduzir em 50% o numero de metastase de melanomas experimentais (Carvalho
et al. 2008) devido, muito provavelmente , & reducao do ciclo celular e aumento das

taxas de apoptose destas células..
7 .CONCLUSOES

7.1 O tratamento das células SCC-9 derivadas de um CEC de lingua humano com
cerulenina provocou inibicdo da progressao do ciclo celular, caracterizado pelo
acumulo de células nas fases GO0/G1 e reducédo da porcentagem de células na fase
S, a qual foi aparentemente dose-dependente.
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7.2 Aumento nas taxas de apoptose e necrose foi observado quando as SCC-9

células foram tratadas com cerulenina
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