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RESUMO 

A enzima ácido graxo sintase (FASN) desempenha papel chave na 

lipogênese de células neoplásicas e está altamente expressa em vários tumores 

malignos humanos. Um grande número de evidências sugere que FASN seja um 

oncogene metabólico com papel importante no crescimento e sobrevivência de 

células tumorais. Trabalhos prévios mostram que FASN é essencial para a 

proliferação de células derivadas de carcinomas espinocelulares (CECs) bucais 

humanos e que está expressa em maiores quantidades em CECs de boca do que no 

epitélio normal adjacente. Recentemente também foi demonstrado que a expressão 

elevada de FASN e ErbB2 em CECs bucais ocorre em tumores com maior 

espessura e comprometimento microscópico dos linfonodos. A inibição da atividade 

de FASN com RNA de interferência ou inibidores farmacológicos ocasiona efeitos 

antitumorais, dentre os quais, o aumento das taxas de apoptose e parada do ciclo 

celular em células de diferentes tipos de tumores malignos, diminuição do tamanho 

de tumores xenográficos de mama e próstata e diminuição do número de 

metástases regionais em modelo murino de melanoma. O presente projeto tem 

como objetivo investigar o efeito do inibidor da atividade de FASN cerulenina sobre a 

proliferação e morte nas linhagens celulares SCC-4, -9, -15 e -25, derivadas de 

CECs bucais humanos de língua. 
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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. INTRODUÇÃO 

1.1 Ácido graxo sintase (FASN): 

FASN é a principal enzima responsável pela síntese endógena de ácidos 

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 & Wakil, 

1981). Em células normais, a atividade da FASN é mínima, pois a maior parte dos 

ácidos graxos utilizados é proveniente da dieta (Weiss et al., 1986; Kuhajda, 2000; 

Chirala et al., 2001).Entretanto, em tecidos altamente lipogênicos como fígado, 

tecido adiposo, mama durante a lactação, endométrio na fase proliferativa e pulmões 

de recém nascidos, a biossíntese endógena de ácidos graxos torna-se 

aumentada(Kuhajda,2000;Chiralaet al.,2003). 

Vários estudos mostram que FASN é altamente expressa em tumores 

malignos humanos de mama (Milgraum et al., 1997), ovário (Alò et al., 2000), 

próstata (Swinnen et al., 2000), endométrio (Pizer et al., 1998a), tireóide (Vlad et al., 

1999), pulmão (Piyathilake et al., 2000), cólon (Visca et al., 1999), esôfago (Nemoto 

et al., 2001), estômago (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 expressão 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 prognóstico 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 rápido 

crescimento das células malignas (Baron et al., 2004).  

A expressão forçada de FASN em células epiteliais prostáticas imortalizadas 

(iPrEC) provoca o seu crescimento em “soft agar” e aumenta significativamente a 

proliferação (Migita et al., 2009).Já foi também demonstrado que o aumento da 

expressão de FASN parece acompanhar o desenvolvimento de metástasesem um 

modelo murino transgênico deadenocarcinoma de próstata (Pflug et al., 2003). 

Nesse sentido, FASN vem sendo apontada como um oncogene e diversos trabalhos 
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indicam que a inibição de sua atividade mostra efeitos antitumorais significativos, o 

que faz desta enzima um alvo atrativo no combate ao câncer (Liu et al., 2010, Flavin 

et al., 2010). 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1  Carcinoma espinocelular (CEC) bucal: 

De acordo com dados do Instituto Nacional de Câncer (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 prevalência o carcinoma espinocelular (INCA/Brasil 2010). Atualmente a 

incidência de câncer de boca no Brasil ocupa o quinto lugar entre o gênero 

masculino e o sétimo entre o feminino. Em 2008, aproximadamente 6.214 óbitos 

ocorreram no Brasil em decorrência desta doença e no estado de São Paulo, 

3.230novos casos foram estimados para o ano de 2010, o maior número dentre 

todos os Estados da Federação. Entre as neoplasias malignas da cavidade oral e 

orofaringe, mais de 90% correspondem aos carcinomas espinocelulares.  

O tabagismo e o consumo de álcool constituem os fatores de risco mais 

importantes para o desenvolvimento desse tumor. A proporção homem/mulher é de 

3:1, porém vem sendo observada uma diminuição dessa relação (Iamaroon et al., 

2004; Scully & Felix, 2006). A presença de metástases em linfonodos regionais é o 

fator prognóstico mais importante na progressão dos CECs bucais, as quais são 

encontradas em cerca de metade dos pacientes no momento do diagnóstico e 

contribuem significativamente para a diminuição da sobrevida do paciente 

(Greenberg et al., 2003; Sano & Myers, 2007). 

 De acordo com o Ministério da Saúde, menos de 1% dos casos de CEC 

bucal são detectados precocemente, ainda como carcinoma in situ, quando é 

possível obter a cura sem maiores prejuízos estéticos e funcionais aos pacientes, os 

quais geralmente sofrem com as consequências de um tratamento cirúrgico 

mutilador e com os efeitos colaterais da radioterapia e da quimioterapia. Desta 

forma, a pesquisa de possíveis agentes quimiopreventivos e quimioterápicos que 

possam inibir a progressão deste tipo de câncer apresenta grande importância 

clínica. 
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2.2 CECs bucais e FASN : 

A síntese endógena de ácidos 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 incorporação de 14C nos lipídios totais sintetizados 

pelas amostras teciduais, que os CECs bucais produziram significativamente mais 

ácidos graxos do que os outros tecidos estudados. Em um trabalho subsequente, os 

mesmos autores mostraram que esta síntese 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 inibitória sobre a síntese de ácidos graxos nas amostras de tecido 

normal. Além disso, também foi demonstrado através de reações imunoistoquímicas, 

que a produção 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 são justificados com base em experimentos que mostram que 

a expressão de FASN é estimulada durante a diferenciação dos queratinócitos orais 

(Silva et al., 2008a). O papel essencial de FASN na proliferação 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 proliferação, que a 

inibição farmacológica desta enzima com cerulenina reduziu significativamente a 

proliferação de células SCC-9, derivadas de CECs bucais humanos (Agostini et al., 

2004).Adicionalmente, a expressão de FASN em CECs de língua foi associada com 

características microscópicas que determinam progressão e prognóstico da doença 

(Silva et al. 2008b) e também já foi demonstrado que a expressão elevada de FASN 

e ErbB2 em CECs bucais ocorre em tumores com maior espessura e 

comprometimento microscópico dos linfonodos (Silva et al., 2009).  
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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 redução de cerca de 50% nas 

metástases espontâneas de melanomas experimentais pela inibição farmacológica 

de FASN com a droga orlistat, provavelmente devido ao bloqueio do ciclo celular e 

indução de apoptose. O fato de que a inibição de FASN atenua o crescimento 

tumoral e proliferação de forma significativa, sugere que a atividade desta enzima 

esteja ligada com a integração molecular de vias de sinalização relacionadas ao 

metabolismo, proliferação e sobrevivência de células malignas (Menendez & Lupu, 

2007). Entretanto, os mecanismos regulatórios que ligam a inibição de FASN aos 

efeitos antitumorais ainda não foram completamente elucidados.  

O acúmulo de malonil-CoA, que ocorre após o bloqueio da atividade de 

FASN, já foi sugerido como provável responsável pelo efeito citotóxico (Pizer et al. 

2000; Li et al. 2001; Thupari et al. 2001; De Schrijver et al. 2003).Segundo Pizer et 

al. (1998b), não há efeito direto dos inibidores de FASN no DNA ou na maquinaria 

da replicação, mas sim sobre a regulação do ciclo celular. O efeito antitumoral da 

inibição de FASN está ligado à expressão aumentada de p27kip1 (Knowles et al., 

2004; Menendez et al. 2004) e diminuição da fosforilação de Akt (Wang et al., 2005, 

Haase et al., 2010), causando também supressão transcricional do gene ErbB2 

(Menendez et al., 2004). Knowles & Smith (2007) mostraram que o silenciamento de 

FASN através de RNAi em células derivadas de câncer de mama além de afetar a 

transcrição de genes envolvidos no metabolismo tumoral, ocasiona super-regulação 

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 inibição 

de FASN com cerulenina ou com a droga orlistat inibe a proliferação e induz morte 

por apoptose, com liberação de citocromo c e ativação de caspase-3. A morte 

induzida por orlistat é precedida por estresse oxidativo (EROs e da [Ca2+]cit) e, em 

ambos os casos, a apoptose é independente da participação de p53, calcineurina ou 

abertura de poro de transição de permeabilidade mitocondrial (Zecchin et al., 2010). 
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3. PROPOSIÇÃO 

Os efeitos antitumorais consequentes da inibição da atividade de FASN fazem 

com que esta enzima seja apontada como um alvo promissor para o tratamento do 

câncer. Trabalhos prévios de nosso grupo de pesquisa demonstraram expressão 

elevada de FASN em carcinomas espinocelulares (CECs) bucais, estando associada 

com características microscópicas que determinam progressão e prognóstico em 

CECs de língua e tumores com maior espessura e comprometimento microscópico 

dos linfonodos. Além disso, resultados  prévios de um projeto em andamento em 

nosso laboratório (FAPESP 2008/55548-2) indicam que a inibição da atividade de 

FASN com a droga orlistat em modelo murino de CEC bucal é capaz de provocar 

diminuição do número e tamanho das metástases 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 

condições padrão 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 concentração reduzida de SFB (2%).Em 

trabalho prévio (Agostiniet al. 2004)já havíamos demonstrado que FASN é essencial 

para a proliferação das células SCC-9, o que foi verificado através de curvas de 

proliferação após o tratamento destas células com cerulenina.  

Os mecanismos pelos quais a cerulenina provocou a diminuição da 

proliferação nestas células ainda não estão 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 já obtidos em nosso laboratório com a droga 

orlistat, serão importantes para uma melhor compreensão dos efeitos de dois 

inibidores distintos da atividade de FASN (os quais atuam em diferentes sítios 

catalíticos da enzima), sobre proliferação e morte de células derivadas de CECs 

bucais humanos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

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 plásticos 

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 solução antibiótica e antimicótica (Invitrogen) na 

diluição de 1:100 a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.  

Os subcultivos foram realizados na confluência de aproximadamente 60-70%. 

Para isso foi removido o meio de cultura, as células lavadas com 10 ml de solução 

salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e incubadas a 37o C com 0,5 ml ou 2 ml 

de tripsina a 2 %, para frascos de 25 cm 2 ou 75 cm 2, respectivamente. Após 6-8 

minutos de incubação as células se separam do assoalho do frasco e a inativação 

da tripsina feita pela adição de 5- 10 ml de meio de cultura DMEM-F12 com 10% de 

FBS. A suspensão de células foi transferida para tubos cônicos de plástico 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 concentrações de 2,5 ug/ml, 5 ug/ml e 7,5 ug/ml, 

sendo nos controles utilizado volume de DMSO equivalente ao da concentração de 

7,5 ug/ml. 

4.2 Preparo das soluções de Cerulenina: para o preparo da solução estoque, 

cerulenina (Sigma) foi diluída em DMSO na concentração de 20 mg/ml. 

4.3 Citometria de fluxo: cerca de 10.000 eventos de cada mostra foram analisadas 

em citômetro de fluxo  FACSCalibur equipado com laser  de argônio e software 

CellQuest  (Becton Dickinson). As populações celulares foram identificadas por suas 

características de tamanho, granulosidade e rugosidade de membrana e analisadas 

separadamente por intensidade de fluorescência dos marcadores específicos.  
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4.3.1 Análises do ciclo celular: A porcentagem de células em cada fase do ciclo 

celular foi determinada por citometria de fluxo. Após 24 h de plaqueamento, o meio 

de cultura foi substituído por novo meio sem adição de FBS e as células foram 

incubadas por mais 48h, quando teve início 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 mínimo 16 hs  a -20ºC, lavadas em PBS gelado e tratadas com 

10 µg/mL de RNAse (Sigma) a 37ºC durante 1 h. Em seguida as células foram 

coradas com 50 µg/mL de iodeto de propídeo a 4ºC por 2 h e analisadas  através de 

citometria de fluxo, em canal FL2. A análise da porcentagem de células em cada 

fase do ciclo celular foi realizada no software ModFit (Verity Software House, E.U. 

A.). 

4.3.2 Avaliações 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, 

após a marcação com Anexina V (Caltag) ou 7-AAD, respectivamente. Após os 

tratamentos, as células foram incubadas com Anexina V-FITC (Anexina V Invitrogen 

1:500, Anexina V BD 1:100) em tampão de ligação contendo 10 mM de HEPES (pH 

7,4), 150 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 1 mM de MgCl2 e 1,8 mM de CaCl2, no 

escuro, por 20 minutos a temperatura ambiente. Após centrifugação, os “pellets” 

foram lavados em tampão de ligação, novamente centrifugados e finalmente fixados 

em tampão de ligação contendo 0,1% paraformaldeído.  

Para a marcação com 7-AAD, após o tratamento, as células foram coletadas 

e incubadas com solução de PBS contendo 7-AAD (1:100) e incubadas por 20 

minutos no escuro, a temperatura ambiente, os pellets foram então lavados 2 x com 

PBS e as células fixadas em PBS contendo 0,1% paraformaldeído.  As amostras 

foram armazenadas a 4° C até o momento da leitura.  A aquisição e análise foram 

realizadas através do software CellQuest  (Becton Dickinson). 

4.4 Forma de análise dos resultados: A significância estatística dos resultados foi 

verificada através do teste T. O nível de significância adotado foi de 5%. 

5. RESULTADOS 

5.1 Características morfológicas das células SCC-9 e SCC-25 e número de 

células utilizado nos experimentos 
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Na Figura 1 é possível observar a morfologia da linhagem SCC-9, a qual é 

composta por células arredondadas, núcleos grandes com nucléolos bastante 

evidentes e poucas células multinucleadas. Esta linhagem apresenta um padrão de 

crescimento em rede, sendo necessário um tempo de tripsinização de 8 minutos 

para soltá-las dos frascos de cultura.  

A Figura 2 mostra as SCC-25 em cultura, onde é possível observar células 

pequenas, com citoplasma escasso, núcleo grande e nucléolos evidentes, com 

aspecto variando de arredondado a fusiforme, com padrão de crescimento em 

grumos. As células SCC-25 se soltam mais facilmente dos frascos de cultura do que 

a linhagem SCC-9, sendo necessário um tempo de tripsinização de 

aproximadamente 5 minutos. 

 

 

Figura 1 – Aspecto morfológico da linhagem celular SCC-9, demonstrando o padrão de 
crescimento característico em rede. 
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Figura 2 – Aspecto da linhagem celular SCC-25 demonstrando a morfologia fusiforme (ﾕ) 
com  típico crescimento em grumos (*). 

Para que fossem analisadas no citômetro de fluxo para os experimentos de 

ciclo e morte celular, foi necessário estabelecer um número ideal de células para 

cada tempo de tratamento. Após a realização de experimentos piloto, 

estabelecemos que o número ideal de células foi de 2 x 105 células para o período 

de 48 horas e 1,5 x 105 células para o período de 72 horas de tratamento, as quais 

foram plaqueadas em frascos de 25 cm2 para todos os experimentos realizados.  

5.2 Padronização das concentrações de cerulenina 

Experimentos piloto foram realizados para análise das taxas de apoptose 

foram realizados no laboratório para a determinação das melhores concentrações de 

cerulenina a serem utilizadas nos ensaios com as células SCC-9. As concentrações 

de 1,5 ug/ml, 2,5 µg/ml, 5,0 µg/ml, 7,5 µg/ml e 10 ug/ml foram testadas. O resultado 

de um destes experimentos pode ser observado na Figura 2. DMSO, o veículo 

utilizado na diluição da cerulenina, foi utilizado como controle com o volume 

equivalente ao da maior concentração (10 µg/ml). A partir destes resultados, foi 

estabelecido que as concentrações ideias de cerulenina para a realização dos 

experimentos eram de 2,5 ug/ml  a 7,5 ug/ml , uma vez que a concentração de 1,5 

ug/ml mostrou resultados semelhantes a concentração de 2,5 ug/ml e a 

concentração de 10 ug/ml  apresentou taxas de apoptose muito elevadas. 
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Figura 2 – Análise da porcentagem de células SCC-9 positivas para anexina V por 

citometria de fluxo após 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 presença de 

5 a 10 ug/ml de cerulenina.   

 

5.3 Padronização do novo protocolo para a Anexina V  

Durante o desenvolvimento do projeto, o laboratório receu uma nova Anexina 

V. A Anexina V que vinha sendo utilizada até então, da marca Invitrogen, teve uso 

descontinuado no mercado, e, portanto, foi adquirido produto similar da empresa BD 

Biosciences, havendo necessidade de padronização de novo protocolo de 

marcação, Quando foi realizado o primeiro teste com a Anexina recém adquirida, 

com o protocolo utilizado anteriormente, verificamos que o padrão de marcação era 

diferente. Portanto, a bolsista realizou experimento onde as células SCC-9 foram 

tratadas com 7,5 ug/ml de cerulenina ou o veículo DMSO, utilizando a quantidade 

padrão da Anexina antiga (0,2 ul) e diferentes volumes da Anexina nova (0,2 a 5 ul) 

em 100 ul do tampão de amostra. Após a realização deste experimento, 

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

no gráfico apresentado na Figura 3. 

 

Figura 3 – Padronização da concentração ideal da Anexina V nova (N) para marcação 

celular e análise 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. É possível observar que o 

resultado que mais se assemelhou ao resultado obtido com a marcação da Anexina V antiga 

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

 

5.4 Efeitos da inibição da atividade de FASN com cerulenina  

5.4.1 Proliferação celular das linhagem SCC-9   e SCC-15 

O efeito da inibição de FASN com cerulenina sobre a proliferação 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 período 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 veículo DMSO, no volume 

equivalente à maior concentração de cerulenina utilizada. As células foram então 

coletadas, fixadas em etanol a 70% gelado por 16h a -20ºC, sendo então lavadas 

em PBS gelado e tratadas com 10 µg/mL de RNAse. Em seguida, foram coradas 

com iodeto de propídeo e analisadas em citômetro de fluxo.  

Nos experimentos com a linhagem SCC-9, observamos um aumento gradual 

das populações celulares em G0-G1 e um declínio do número de células na fase S 

do ciclo celular nos grupos de células tratadas com cerulenina em comparação com 

as células dos grupos controles. A intensidade de inibição da fase S foi diretamente 

proporcional a dose de cerulenina utilizada, sendo observada redução de 

aproximadamente 37% no número 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 gráfico 

representativo das médias de três experimentos independentes. Apesar da redução 

do número de células na fase S, não foi observada diferença estatisticamente 

significativa através do teste t de Student. O desvio padrão apresentou valores altos, 

o que pode justificar a falta de significância estatística. 

 

Figura 4 – Análise  do ciclo celular por citometria de fluxo em células SCC-9 tratadas com 

2,5, 5 ou 7,5µg/ml de cerulenina  por 48 horas. Observa-se redução do número de células 
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na fase S e aumento do número de células na fase G0/G1 do ciclo celular com cerulenina, 

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

 
 

 

Foram realizados dois experimentos independentes  para análise do ciclo 

celular das células SCC-9 tratadas com cerulenina por 72 horas. No entanto, os 

resultados do primeiro não reproduziram os achados anteriores do período de 

tratamento de 48 horas. No segundo ensaio (Fig 5), houve diminuição 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 número de células na fase S, 

em comparação com as células controle. Além disto, de acordo com a experiência 

prévia do nosso grupo em outros experimentos com a linhagem SCC-9, 

esperávamos um número maior de células controles em S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Análise  do ciclo celular por citometria de fluxo em células SCC-9 tratadas com 

2,5, 5  ou 7,5µg/ml de cerulenina  por 72 horas.  
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Foram realizados três experimentos independentes para a análise de ciclo 

celular das células SCC-25 tratadas com as concentrações de cerulenina nos 

períodos de 48 horas e 72 horas. No entanto, os resultados obtidos foram diferentes 

do esperado, considerando-se a experiência prévia do nosso grupo.  Na Figura 5 

observa-se um destes ensaios, no qual houve redução da fase S do ciclo celular 

apenas com 7,5 ug/ml da droga, além da redução 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 experiência de nosso 

grupo em outros experimentos realizados com esta linhagem celular.  

 

 

Figura 6  – Análise  do ciclo celular por citometria de fluxo em células SCC-25 

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

 
 

Nos três experimentos realizados por 72 horas, houve também grande 

variação e, de maneira geral não ocorreu redução do ciclo celular (Fig 7). Os 
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demonstraram populações celulares com excesso de debris. É importante salientar 

que não foram detectados problemas nos experimentos durante as etapas de 

tratamento e coleta das células, em todos os experimentos apresentados no 

presente relatório. Por esta razão, acreditamos que algumas das inconsistências 

ocorreram em decorrência do longo tempo em que estas permaneceram fixadas, 

antes das leituras. 

 

 

Figura 7 – Análise  do ciclo celular por citometria por fluxo em células SCC-25 tratadas com 

2,5, 5  ou 7,5µg/ml de cerulenina  72 horas.  

 

5.4.2 Taxas de apoptose e necrose nas células SCC-9 

 

Para a avaliação das taxas de apoptose das células SCC-9 tratadas com 

cerulenina, 2 x 105 células foram plaqueadas em garrafas T25. Vinte e quatro horas 

após o plaqueamento 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 presença de 10% SFB pelos períodos de 48 

e 72 horas. As células controle foram tratadas com DMSO no mesmo volume 

equivalente à maior concentração de cerulenina utilizada. As células foram, então, 
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Figura 9 – Os gráficos correspondem aos resultados dos experimentos 1 e 2 dos 

experimentos para a análise de apoptose nas células SCC-9 tratadas com cerulenina nas 

concentrações de 2,5 ug/ml, 5 ug/ml e 7,3 ug/ml pelo período de 72 horas, onde foi 

observado aumento nas taxas de apoptose, principalmente nas concentrações de 5 ug/ml e 

7,5 ug/ml.  
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Nestes experimentos de análise das taxas de apoptose, a dupla marcação 

com 7-AAD não foi realizada, pois ainda não havíamos recebido o reagente no 

laboratório. Quando o reagente foi recebido, iniciamos os experimentos de 

padronização da marcação isolada de 7-AAD. Para a avaliação das taxas de 

necrose, 2 x 105 células SCC-9 foram plaqueadas em garrafas T25. Vinte e quatro 

horas após o plaqueamento 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 presença de 10% SFB pelo período de 

48 horas. As células controle foram tratadas com DMSO no mesmo volume 

equivalente à maior concentração de cerulenina utilizada. As células foram então 

incubadas em PBS contendo 7-AAD (1:100) por 20 minutos, sendo então lavadas 2 

vezes com PBS e fixadas em PBS contendo 0,1% paraformaldeído. A análise foi 

realizada em citômetro 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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Demonstramos que o tratamento com cerulenina provocou inibição 

significativa da progressão do ciclo celular das células SCC-9, derivadas de um CEC 

de língua humano. Este fenômeno foi caracterizado pelo acúmulo de células nas 

fases G0/G1 e redução da porcentagem de células na fase S. FASN é a enzima 

responsável pela síntese endógena de ácidos graxos,cuja expressão e atividade 

encontram-se elevadas em diversos tipos de câncer (Kuhajda, 2006), incluindo o 

CEC bucal (Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004; Silva et al., 2008a). O tratamento 

das células 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), próstata (Furuya et al., 1997; 

Swinnen et al., 2004), cólon (Li et al., 2001; Murata et al., 2010), glioma (Zao et al., 

(2006), melanoma (Ho et al., 2007) e mieloma múltiplo (Okawa et al., 2008). Nossos 

resultados estão de acordo com os de Zhang et al. (2005) que demonstraram que o 

tratamento com cerulenina foi capaz de induzir apoptose nas células TCA-83, 

derivadas de carcinoma espinocelular oral.  

Se confirmados, nossos resultados também se mostrarão de acordo com os 

outros experimentos que estão em andamento no nosso laboratório. Por exemplo, 

uma linhagem celular derivada de SCC-9 denominada SCC-9 25 green LN-1, 

quando injetada na língua de camundongos imunossuprimidos ( Bdb-C/ nude), 

provocam tumores extremamente agressivos localmente e altamente metastáticos, 

invadindo os linfonodos da região com injeção de orlistat (inibidor da atividade de 

FASN),mostraram redução de 43% no número de metástase , além de redução 

significativa do volume dos tumores primários. Orlistat também se mostrou eficiente 

ao reduzir em 50% o número de metástase de melanomas experimentais (Carvalho 

et al. 2008) devido, muito provavelmente , á redução do ciclo celular e aumento das 

taxas de apoptose destas células..  

7 .CONCLUSÕES 

7.1 O tratamento das células SCC-9 derivadas de um CEC de língua humano com 

cerulenina provocou inibição da progressão do ciclo celular, caracterizado pelo 

acúmulo de células nas fases G0/G1 e redução 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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Processos/Meus Processos, clicando em Mais Informações "Consultar Despachos". 
 
Atenciosamente, 
 
 
 
Prof. Carlos Henrique de Brito Cruz 
Diretor Científico da FAPESP 
 
OBSERVAÇÕES: 
Obs.1: "A transcrição do parecer está sendo enviada exclusivamente ao orientador(a), sendo de sua responsabilidade 
compartilhar as partes que considerar relevantes com o estudante candidato, o qual receberá uma cópia desta 
mensagem (sem transcrição do parecer)." 
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Frases para o Responsável 
Não há frases associadas.  

 

 
Transcrição de Parecer para o Responsável 
Parecer do Relatório Científico 
    O trabalho foi adequadamente conduzido para um trabalho de Iniciação Científica, porém algumas estratégias de 
não foram alcançadas por problemas na execução de ensaios previstos inicialmente. 
 
    Há a necessidade de repetição de alguns ensaios como o própio autor salientou. 

 
. 
Conclusão 
   O trabalho foi finalizado, porém faltaram alguns ensaios propostos inicialmente, o que não diminui a qualidade do 
mesmo. Desta forma, entendo que os objetivos, embora parcialmente alcançados, procuraram explicar e estão 
adequados a um trabalho de Iniciação Científica. 

 
 

 
Frases para Termo de Outorga 
Não há frases associadas.  

 

 

Relatório Científico 2 (Aprovado)  
 

Compromisso 10/06/2012  
Período Relacionado 10/11/2011 a 31/05/2012  
Situação Atendido 

 

 

 
 

 

 


