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RESUMO

Acido graxo sintase (FASN - fatty acid synthase) € a enzima metabdlica responsavel pela
sintese enddgena do acido graxo saturado palmitato, a partir dos precursores acetil-CoA e
malonil-CoA. Diversos estudos mostram que, em contraste com a maioria das células
normais, FASN é altamente expressa em varios tipos de neoplasias malignas humanas,
tais como as de préstata, mama e melanoma sendo que, em alguns destes tumores, a
alta expressdo de FASN estqd associada a um pior prognostico. Anteriormente
demonstramos que a inibi¢cdo especifica da atividade de FASN reduz significativamente a
proliferacdo celular e promove a apoptose em linhagem celular de melanoma murino,
B16-F10. O objetivo deste trabalho foi investigar de que maneira a inibigdo farmacologica
de FASN reduz a proliferacdo de células B16-F10, utilizando a cerulenina, um produto
natural do fungo Cephalosporium caerulens, como inibidor de FASN. O tratamento com
cerulenina reduziu significativamente a proliferacdo das células B16-F10 de maneira
dose-dependente. Ensaios de lipogénese utilizando *H,O confirmaram a inibicdo da
atividade de FASN pelo tratamento com cerulenina. Tal inibicdo resultou em significativo
blogueio da proliferacdo, conforme evidenciado pelo aumento do numero de células nas
fases GO/G1, assim como redugcdo de células na fase S, em comparacdo com 0s
controles. Paralelamente, o tratamento com cerulenina também aumentou o nimero de
células em apoptose. Western blottings, feitos a partir de extratos de células tratadas com
cerulenina, mostraram aumento significativo da proteina supressora de tumor p21"/A7/cPt,
assim como reducao de cdk2, uma Ser/Thr necessaria para a transicdo G1/S, e Skp2,
uma proteina necesséria para a degradacdo proteossémica de p27"P*. Apesar de n&o ter
alterado o contelido total de p27"**, a inibicdo de FASN aumentou a quantidade de p27"**
co-imunoprecipitada com cdk2. Por outro lado, o tratamento com cerulenina néo alterou o
contetdo de outras proteinas envolvidas na progresséo das fases G1-S do ciclo celular,
tais como cdk4, cdk6, Rb total, ciclina D1 e ciclina E. Em conjunto estes resultados
demonstram que a inibicdo de FASN primeiramente altera os niveis de proteinas
envolvidas na transicdo de G1 para S, tais como p21WAFYCPL p27KPl o Skp2, e
posteriormente induz apoptose em células de melanoma murino B16-F10. Palavras-

chave: cancer, cerulenina, prognéstico e ciclinas.
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ABSTRACT

Fatty acid synthase (FASN) is the metabolic enzyme responsible for the endogenous
synthesis of the saturated long-chain fatty acid palmitate, from the precursors acetyl-CoA
and malonyl-CoA. In contrast to most normal cells, the overexpression of FASN in several
human malignancies, such as those of prostate, breast, ovary, melanoma, and soft tissue
sarcomas has been associated with poor prognosis. We have previously shown that the
specific inhibition of FASN activity significantly reduce proliferation and promote apoptosis
in the mouse metastatic melanoma cell line B16-F10. Here we investigated the events
involved in cell cycle arrest subsequent to pharmacological FASN inhibition with cerulenin,
a natural antifungal antibiotic obtained from Cephalosporium caerulens, in B16-F10 cells.
Cerulenin treatment significantly reduced melanoma cells proliferation in a dose
dependent manner. Lipogenesis using *H.O confirmed inhibition of FASN activity after
cerulenin treatment. Such enzymatic inhibition culminated in cell cycle arrest, evidenced
by a significant increase in GO/G1 phase, as well as decline of the S phase, in comparison
with untreated cells. Cerulenin treatment also induced apoptosis in B16-F10 tumor cells.
Western blotting analysis of cerulenin-treated cells showed a significant accumulation of
the tumor suppressor proteins p21VA™/“Pt and p27¥**, together with decreased amounts of
cdk2, a Ser/Thr protein kinase necessary for the G1/S transition, and Skp2, essential for
the proteasomal degradation of p27X"*. Cerulenin treatment increased the levels of p27"**
co-immunoprecipitated with cdk2, despite western blotting analysis showed similar content
of total p27"™. The levels of other proteins involved in G1/S cell cycle progression, such
as cdk4, cdk6, total Rb, cyclins A and E, were not affected by FASN inhibition. Collectively
these findings suggest that FASN inhibition first modify the levels of proteins involved in
transition G1-S, as p21"A*/CPt p27XP! and Skp2, to finally induce apoptosis in mouse

melanoma B16-F10 cells.

Keywords: cancers, cerulenina, prognosis and cyclins
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1 INTRODUCAO

Na década de 1950, alguns estudos mostraram em tecidos tumorais, elevados
niveis da enzima acido graxo sintase (FASN), responsavel pela sintese de acidos graxos
saturados (Kuhajda, 2000). No entanto, foi somente a partir da década de 1980 que a
regulagdo da expressdo de FASN em tumores malignos foi intensamente investigada,
especialmente em linhagens celulares derivadas de cancer de mama (Chalbos et al.,

1987).

Devido a alta taxa proliferativa, células neoplasicas malignas utilizam acidos
graxos provenientes da sintese enddégena através de FASN para sintese de suas
membranas (Ookhtens et al., 1984; Weiss et al., 1986; Chirala et al., 2003; Menendez et
al., 2005a). Desse modo, muitos tumores apresentam aumento da atividade de FASN e
diversos trabalhos mostram correlacéao direta entre aumento da expresséo desta enzima e
pior prognéstico (Epstein et al., 1995; Gansler et al., 1997; Alo et al., 2000; Kuhajda, 2000;
Takahiro et al., 2003; Rossi et al., 2003; Liu et al., 2006; Rossi et al., 2006; Menendez et
al., 2007). O tratamento in vitro de células derivadas de neoplasias malignas humanas,
tais com préstata e estbmago, com inibidores de FASN resulta em inibicdo da proliferacéo
e morte celular (Pizer et al., 1996a; 1996b; 1998; Furuya et al., 1997; Kuhajada et al.,
2000; Li et al., 2001; Knowles et al., 2004; Kridel et al., 2004; Menendez et al., 2004;
2005a). Considerando que (i) grande parte dos acidos graxos produzidos pelas células
tumorais € incorporada aos fosfolipideos de membrana e (i) a biossintese destes
fosfolipideos € maior entre as fases G1 e S do ciclo celular, a inibicdo de FASN culmina
em acumulo de células na fase G1, sugerindo forte associa¢do entre o controle do ciclo

celular e a atividade de FASN (Menendez et al., 2005b).
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O ciclo celular é uma série de eventos coordenados através dos quais a célula
duplica todo o seu conteudo e se divide (Li et al., 2006; Hochegger et al., 2008). A
progressédo através do ciclo celular envolve a ativagdo coordenada de proteinas, ciclinas
dependentes de quinases (cdks), pela liga¢do com ciclinas especificas e, dessa maneira,
diferentes complexos ciclinas/cdks operam durante as diferentes fases do ciclo celular
(Carnero, 2002). Uma série de pontos de checagem previnem que a célula entre em uma
fase até que tenha completado com sucesso a fase anterior (Malumbres & Barbacid,
2001). Na fase G1, por exemplo, além dos pontos de checagem, h& o ponto de restrigdo,
apos o qual a célula esta comprometida com o ciclo mesmo que 0s sinais mitogénicos
sejam retirados (Alberts et al., 2004). Desequilibrios nestes controles podem levar a célula
a uma proliferacdo descontrolada e possivel crescimento neoplasico (Malumbres &
Barbacid, 2001).

O presente trabalho tem como objetivo principal caracterizar de que maneira a
inibicao farmacoldgica de FASN reduz a proliferacdo das células de melanoma B16-F10 in
vitro, através da checagem dos niveis de algumas proteinas envolvidas na transicdo G1-S

do ciclo celular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acido graxo sintase (FASN)

Acido graxo sintase (fatty acid synthase — FASN, EC 2.3.1.85) é a enzima
metabdlica responsavel pela sintese enddgena de acidos graxos saturados de cadeia
longa, mais especificamente o palmitato, a partir dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA
(Figura 1) (Stoops & Wakil, 1981; Tsukamoto et al., 1983; Kuhajda et al., 2000; Chirala et

al., 2001; Rangan et al., 2001; Baron et al., 2004).

FASN
T |
CH;‘{LSCOA ¢ -U-(l-('Hry—SCoA + 14NADPH + 14K Y
| acetyl CoA 7 malonyl CoA
0

|l -
CHr((sz}IT(luo + 14NADP* + 6Hy0 + 8 CoA-SH + 7C0y

| palmitate

Figura 1: Demonstracao estequiométrica de FASN, onde apenas um Unico acetil-CoA é
condensado com malonil-CoA pela enzima acido graxo sintase, resultando na formacéo de uma
cadeia de dois carbonos. Para a producéo final de palmitato, a adi¢édo de seis moléculas de
malonil-CoA na cadeia em crescimento se faz necesséria. Os subprodutos formados séo: agua,
diéxido de carbono e ions positivos de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, NADP.
Modificado por Rose M. Ortega a partir de Kuhajda, 2000



Estruturalmente, FASN é um homodimero formado por duas cadeias
polipeptideas longas com massa molecular de aproximadamente 270 kDa e meia-vida de
12,2 h (Graner et al., 2004). Esta enzima é formada por sete sitios cataliticos e um sitio
para a proteina carregadora de acil (ACP, acyl carrier protein), distribuidos a partir da
extremidade amino-terminal em direcdo a carboxil-terminal, de acordo com a seguinte
ordem: R-cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-CoA transacilases, desidratase, enoil
redutase, R-cetoacil redutase, ACP e tiosterase (Figura 2) (Wakil, 1989; Smith, 1994,

Jayakumar et al., 1995; Brink et al., 2002; Smith et al., 2003; Menendez et al., 2005b).

Entrada do substrato Liberagao do palmitato
L o |
DE ER KR ACP
o
w
u ~
'E Redugao Orlistiat
v /
SH
SH Translocagao
Translocagio o SH
o~ /
o Orlistiat
w bl Reducédo 675_
L] erlilening
-
= ACP KR ER DE
V)]
Liberagédo do palmitato Entrada do substrato

Figura 2: Representacdo do complexo enzimatico de FASN e seus sitios de inibicdo pelas
drogas cerulenina, C75 e orlistat. Sitios de FASN: B-cetoacil sintase (KS — ketoacyl synthase),
acetil-CoA (AT — acetyl transferase) e malonil-CoA transacilases (MT — malonyl transferase),
desidratase (DE — dehydratase), enoil redutase (ER — enoyl reductase), B-cetoacil redutase (KR —
ketoacyl reductase), proteina carregadora de acil (ACP — acyl carrier protein), e tioesterase (TE —

thioesterase). Modificado por Karina G. Zecchin a partir de Menendez et al., 2005b.



A expressdo de FASN é baixa ou até mesmo ausente em tecidos normais, exceto
no figado, tecido adiposo, mama durante a lactacdo, endométrio na fase proliferativa e
pulmdes de recém-nascidos (Kuhajda et al., 2000; Chirala et al., 2001; Kusakabe et al.,
2002). A atividade desta enzima também é baixa na maioria dos tecidos normais, exceto
os lipogénicos, uma vez que a maior parte dos acidos graxos usados pelas células
provém da dieta (Weiss et al., 1986; Baron et al., 2004; Menendez et al., 2005a). Por
outro lado, as células neoplasicas malignas utilizam &cidos graxos provenientes, em
grande parte, da sintese enddgena através de FASN e diversos sdo os tumores que
apresentam aumento da atividade desta enzima: carcinoma de mama (Milgraum et al.,
1997), de ovério (Alo et al., 2000), de préstata (Dhanasekaran et al., 2001; Swinnen et al.,
2002; Dowling et al., 2009), de endométrio (Pizer et al., 1998), de tiredide (Vlad et al.,
1999), de pulmédo (Piyathilake et al., 2000), de colon (Visca et al., 1999), de es6fago
(Nemoto et al., 2001), de estbmago (Kusakabe et al., 2002; van de Sande et al., 2005), de
bexiga (Visca et al., 2003), carcinoma espinocelular bucal (Krontiras et al., 1999; Agostini
et al., 2004; Silva et al., 2004), melanoma (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005;
Carvalho et al., 2008) e sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003; Rossi et al.,
2006). Além disso, diversos trabalhos demonstraram que a alta expressédo de FASN esta
associada a um pior prognostico (Epstein et al., 1995; Gansler et al., 1997; Alo et al.,
2000; Kuhajda, 2000; Takahiro et al., 2003; Rossi et al., 2003; Liu et al., 2006; Rossi et al.,
2006; Menendez et al., 2007). Em melanomas, por exemplo, observou-se que a alta
expressdo de FASN estd associada a uma maior taxa de recorréncia, maior risco de
desenvolvimento de metédstase e, consequientemente, pior prognostico (Innocenzi et al.,
2003; Kapur et al., 2005). Tais achados sé&o justificados pelo fato de FASN ter grande
participacdo na formacdo de membranas celulares, uma vez que produz componentes

como acidos graxos e seus derivados (Chirala et al., 2003), os quais também agem como
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mensageiros intracelulares e como forma armazenadora de energia (Kumar-Sinha et al.,
2003). Desse modo, sua alta atividade proporciona vantagens para o rapido crescimento

celular em neoplasias (Baron et al., 2004).

2.1.1 Regulacéo da expresséo de FASN

A expressédo de FASN no figado e tecido adiposo é regulada pela dieta, através
de horménios como a insulina, glucagon, glicocorticbides e horménio tireoidiano T3
(Fukuda et al., 1999). Nestes tecidos, a producdo enddgena de A&cidos graxos é
estimulada pela ingestdo de carboidratos e inibida por acidos graxos ou pelo jejum
(Kersten, 2001). No tecido adiposo estes efeitos sdo mediados por hormoénios que tém
potencial de estimular (insulina) ou inibir (leptina) a lipogénese dependente de FASN. A
insulina estimula a expressdo de FASN fazendo com que o excesso de glicose seja
estocado como gordura nos adipécitos, enquanto a leptina inibe a atividade de FASN em
resposta ao excesso de gordura presente nos adipécitos (Fukuda et al., 1999). Nos
hepatocitos, além da regulacdo hormonal descrita, a presenca de &cidos graxos
poliinsaturados provenientes da dieta leva a diminuicdo de SREBP-1c (sterol regulatory
element binding protein), responséavel pela regulacdo da sintese de colesterol (Brown e
Goldstein, 1997; 1999; Horton, 2002). As SREBPs formam uma familia de fatores de
transcricdo envolvidos na manutengcdo da homeostase do colesterol intracelular, no
controle da sintese de 4cidos graxos e na diferenciacdo de adipocitos (Briggs et al., 1993;
Wang et al., 1993). Em camundongos normais foi observado que os niveis dos mRNAs
que codificam a sintese de &cidos graxos declinam apds jejum e aumentam com uma

dieta rica em carboidratos e pobre em gorduras (Shimomura et al.,1999).



Em 1953 mostrou-se aumento da sintese de &cidos graxos em tecidos
neoplasicos, em comparagdo com tecidos normais (Medes et al., 1953). A partir da
década de 1980, a regulacdo da expressdo de FASN em tumores malignos comecou a
ser intensamente investigada, em linhagens celulares de cancer de mama (Chalbos et al.,
1987). Atualmente, muitos estudos mostram que, em células neoplasicas malignas, a
maior parte dos acidos graxos é proveniente da biossintese enddgena, de maneira
praticamente independente da dieta (Ookhtens et al., 1984; Weiss et al., 1986; Menendez

et al., 2005a).

Em tumores sensiveis a horménios, estrogeno, progesterona e andrégenos
desempenham um papel claro na regulacdo de FASN (Kuhajda, 2000). Progesterona
estimula a expressao de FASN em linhagens celulares de cancer de mama (Lacasa et al.,
2001), enquanto androgenos e fator de crescimento epidérmico (EGF) aumentam a
expressdo e a atividade FASN em linhagem celular de cancer de prostata (LNCaP)
(Swinnen et al., 1997; Kuhajda, 2000; Swinnen et al., 2000; Lacasa et al., 2001). Esta
regulacéo parece estar associada ao aumento da expressdo de SREBP, cuja forma ativa
estimula regides regulatérias do gene que codifica FASN (Swinnen et al., 1997b; 2000;
Heemers et al., 2001). Através da via de sinalizacdo celular PI-3K/Akt, a oncoproteina
ErbB2 atua sobre o promotor de FASN, induzindo a sintese de &cidos graxos (Kumar-
Sinha et al.,, 2003), sendo que uma alta expressdo e/ou amplificacdo de ErbB2 esta
associada com um pior prognéstico para cancer de mama (Yarden, 2001; Kumar-Sinha et
al., 2003; Ross et al., 2003). Além disso, a freqlente perda de funcdo do gene supressor
de tumor PTEN, pode ativar a via PI-3K/Akt e desempenhar um importante papel na

regulacdo de FASN em células neoplasicas (van de Sande et al., 2002).



2.1.2 Inibidores especificos da atividade de FASN

Diversos agentes foram descritos como inibidores de FASN, tais como
cerulenina, C75, orlistat, triclosan e alguns polifenéis (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001;
Kridel et al., 2004; Lupu & Menendez, 2006). A cerulenina ([2R, 3S], -2,3 epoxi-1-0x0-7,
10 trans, transdodecadienamida) € um produto natural do fungo Cephalosporium
caerulens, descoberto em 1960 por suas propriedades antifungicas (Hata et al., 1960).
Esta droga inibe irreversivelmente a atividade de FASN por se ligar covalentemente ao
sitio R-cetoacil sintase, responsavel pela reacdo de condensacdo dos substratos acetil-
CoA e malonil-CoA (Figura 2) (Kuhajda et al., 2000). Devido a sua instabilidade, o uso
como agente anti-lipogénico é restrito (Omura, 1976; Loftus et al., 2000), porém seu
analogo sintético, C75, é mais estavel e apresenta melhores efeitos in vivo (Kuhajda et al.,
2000). Recentemente foi descrito que a droga orlistat (tetrahidrolipstatina, Xenical®,
Roche, EUA), um derivado semi-sintético da lipstatina, aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA, EUA) para o tratamento da obesidade por inibir irreversivelmente as
lipases géastricas e pancreaticas no interior do trato gastrointestinal (Guerciolini, 1997;
Lupu & Menendez, 2006), também age como inibidor especifico e irreversivel do sitio
catalitico tioesterase de FASN, o qual é responsavel pela liberacédo do palmitato pela ACP

(Figura 2) (Kridel et al., 2004; Menendez et al., 2005b).

2.1.3 Efeitos biol6gicos da inibicdo de FASN

Foi demonstrado previamente que o tratamento com cerulenina, C75 ou orlistat
inibe a progressao do ciclo celular e induz morte celular em diversas neoplasias malignas

humanas, tais como mama, préstata e estdmago (Pizer et al., 1996a;1996b; 1998; Furuya



et al., 1997; Kuhajada et al., 2000; Li et al., 2001; Knowles et al., 2004; Kridel et al., 2004;
Menendez et al., 2004; 2005a). Em estudo recente foi demonstrado que a cerulenina é
também capaz de inibir o crescimento de fibroblastos gengivais humanos normais em
culturas primarias (Almeida et al., 2005), assim como o orlistat reduz a taxa de
proliferagdo de células endoteliais de corddo umbilical humano (Browne et al., 2006), o
gue sugere uma forte associagao entre o controle do ciclo celular e a atividade de FASN.
Grande parte dos acidos graxos produzidos pelas células tumorais é incorporada nos
fosfolipideos de membrana e a sintese destes fosfolipideos € bloqueada quando ha
inibicdo da sintese de acidos graxos (Jackowski et al., 2000; Menendez et al., 2005b). A
biossintese de fosfolipideos € maior entre as fases G1 e S do ciclo celular, quando a
membrana praticamente dobra em massa, antes da divisdo celular. Portanto, a inibicio de
FASN leva a um acumulo das células da fase G1 provavelmente por inibir a sintese de
acidos graxos destinados a sintese de membranas celulares (Menendez et al., 2005b).
Além de inibir a sintese de &cidos graxos, o tratamento com orlistat bloqueia o ciclo
celular nas fases GO/G1, inibe a expressdo de ErbB2 e aumenta os niveis da proteina
supressora de tumor p27"*, levando as células & apoptose (Menendez et al., 2004;
2005a). Recentemente demonstramos que em células B16-F10 derivadas de melanoma
murino, o tratamento com orlistat resulta em acimulo da proteina p27“", uma das
principais proteinas responsaveis pela repressdo do ciclo celular nas fases G0/G1, ao
mesmo tempo em que reduziu os niveis da proteina Skp2, responséavel pela ubiquitinagao

e subseqiiente degradacéo da proteina p27X"* (Carvalho et al., 2008).

Os mecanismos pelos quais a inibicdo de FASN impede a progressao do ciclo
celular e induz apoptose ndo estdo totalmente esclarecidos. Algumas hipéteses foram

propostas e o envolvimento mitocondrial estd presente em parte destes processos. As



informacgbes disponiveis na literatura até o momento sugerem que a inibicdo de FASN
leva a: (1) acumulo do intermediario malonil-CoA que, por sua vez, inibe a enzima
carnitina  palmitoiltransferase-1 da membrana mitocondrial, responsavel pela
transesterificagdo de acil-CoA de cadeia longa em acil-carnitina, que entdo entra na
mitocondria para ser oxidada (Bandyopadhyay et al., 2006); (2) acimulo de ceramida,
relacionada coma inducdo da via extrinseca de apoptose, através dos receptores de
morte (Bandyopadhyay et al., 2006); (3) aumento da expressao de genes pro-apoptoticos
como Bax e Bak (Heiligtag et al., 2002; Liu et al., 2006); (4) clivagem de PARP (Poly(ADP-
ribose) polymerase), enzima nuclear envolvida no reparo de DNA ativada na presenca de
danos no material genético (Menendez et al., 2005b); (5) aumento da producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e perda do potencial elétrico de membrana
mitocondrial (AW,) (Chajes et al., 2006); (6) liberacdo de citocromo c e consequente
ativacao de caspases (Heiligtag et al., 2002; Liu et al., 2006); (7) envolvimento do gene
supressor de tumor p53 (Li et al., 2001); e (8) inibicdo da ativagdo de PI3K/Akt (van de
Sande et al.,, 2002; Liu et al., 2006). Recentemente demonstramos que a inibicdo de
FASN em células de melanoma B16-F10 induz exclusivamente a via intrinseca da
apoptose, apés liberacdo de citocromo c e ativagdo de caspases-8, 9 e -3, mas sem

ativacéo de p53 (Zecchin et al., 2010).

2.2 Ciclo celular

Ciclo celular é uma série de eventos coordenados através dos quais a célula
duplica seu contetdo e se divide. Tradicionalmente o ciclo celular € dividido em 4 fases
(Figura 3): G1, S, G2 e M. As fases G1, G2 e S em conjunto sdo chamadas de intérfase,

sendo G1 e G2 fases de intervalo, que fornecem tempo para a célula crescer e averiguar
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0 meio interno e externo, e S, a fase de sintese onde ocorre a duplicagdo do DNA
(Malumbres & Barbacid 2001; Li et al., 2006; Hochegger et al., 2008; Alberts et al., 2004).
A fase M corresponde a mitose, quando 0s cromossomos sao separados e as células
divididas (citocinese) (Nurse, 1997; Cooper & Hausman, 2009). Depois que a citocinese é
completada, a nova célula gerada pode continuar a divisdo celular ou interromper sua
proliferagdo. Células que escolhem a Ultima opcéo entram em um estado conhecido como
“quiescéncia” ou GO, no qual parametros bioquimicos permanecem pobremente definidos.
As células que continuam a proliferar avancam para a fase G1 de um novo ciclo

(Malumbres & Barbacid, 2005).

M

G2 ’ G1

GO

Figura 3: Representacédo das fases do ciclo celular. A intérfase é formada pelas fases G1, S e

G2, enquanto M representa a fase mitética. Células em repouso permanecem em GO.
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A duracdo de cada fase do ciclo varia muito entre os diferentes tipos de células.
Para uma célula humana tipica e em proliferacéo, o ciclo dura cerca de 24 h, sendo 11 h

emGl,8hemS,4hemG2el1lhemM  (Cooper & Hausman, 2009).

Para assegurar a correta progressao do ciclo celular, as células apresentam uma
série de pontos de checagem, os quais previnem que a célula entre em uma fase até que
tenha completado com sucesso a fase anterior. Desequilibrios nestes controles resultam
em proliferacdo descontrolada e possibilitam o crescimento neoplasico (Malumbres &
Barbacid, 2001). Existem 4 pontos de checagem, bem caracterizados, sendo estes
modulados por fatores internos e externos. Ao final da fase G1 existe um ponto apds o
qual a célula esta comprometida com o ciclo, chamado “ponto de restricdo”, termo este
proposto por Arthur Pardee em 1974. O ponto de restricdo em G1 corresponde ao ponto
de checagem onde séo verificados tamanho e estado fisiol6gico da célula, bem como as
interagcbes com o meio extracelular. Caso haja alguma alteracdo nesses parametros, as
células podem interromper a proliferacdo e/ou entrar em morte por apoptose. O ponto de
checagem da fase S averigua possiveis erros na replicagdo do DNA. Ao final de G2 ha
busca por DNA danificado ou ndo duplicado, além de andlise da correta duplicacdo dos
centrossomos. Na fase M, o ponto de checagem identifica se os cromossomos foram
corretamente alinhados ao fuso mitético (Malumbres & Barbacid, 2001; Bucher & Britten,

2008).

2.2.1 Controle do ciclo celular

A progresséo pelas fases do ciclo celular é resultado de uma sequéncia de

ativacOes e inibicbes de quinases dependentes de ciclinas (cyclin-dependent kinases —
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cdks), enzimas que regulam positivamente o ciclo celular, sendo que a interacdo dessas
serinas/treoninas quinases com suas respectivas ciclinas permite a correta progressao
do ciclo em células normais (Malumbres & Barbacid, 2005; Fecher et al., 2009). O termo
“gquinase dependente de ciclina” foi estipulado durante o Cold Spring Harbor Symposium
on Cell Cycle em 1991, segundo o qual uma quinase s6 deve ser chamada de cdk se sua
atividade for dependente da associacdo com algumas subunidades regulatérias ciclina-
like (Malumbres & Barbacid, 2005; Malumbres et al., 2009).

O nivel das ciclinas oscila durante o ciclo celular e sua disponibilidade € uma
maneira de controlar a atividade das cdks e a proliferacdo celular (Neganova & Lako,
2008). A atividade das cdks é regulada em multiplos niveis, incluindo sintese, degradagéo
fosforilagcdo e desfoforilagdo de ciclinas, assim como sintese, ligacdo, degradagédo e
localizac@o subcelular de proteinas inibidoras de cdks (cdk inhibitors — cki) (Carnero,
2002). A conexdo bioquimica entre cdks e ciclinas foi feita em 1989, quando
investigadores mostraram a associagdo de cdkl com ciclina A e ciclina B em odcitos de
moluscos, de X. laevis e estrelas do mar (Malumbres & Barbacid, 2005), e a importancia
das cdks na transicdo do ciclo celular foi sugerida por estudos nos quais a expressao de
mutantes dominantes negativos ou a introducdo de pequenas moléculas inibitdrias

culminaram na parada em fases especificas do ciclo celular (Chung & Bunz, 2010).

O numero de cdks e ciclinas tem aumentado consideravelmente durante a
evolugdo, porém somente alguns complexos ciclinas/cdks sdo necessarios para o controle
da progressdo do ciclo celular (Malumbres & Barbacid, 2009). Por exemplo, para dar
inicio a fase S, € necessaria a formacao dos complexos ciclina D/cdk4/6 e ciclina E/cdk2,
enquanto que, para se progredir pela fase S, é necessaria a formag¢do do complexo ciclina

Alcdk2 (Hochegger et al., 2008; Fecher et al., 2009).
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As ckis sd@o proteinas conhecidas como inibidores de quinases dependentes de
ciclinas e controlam a ativagéo ou inibicdo de complexos quinases (Ellis et al., 1999).
Sendo divididas em duas familias (van Riggelen & Felsher, 2010). A familia kip/cip
(kinase inhibitor protein/cyclin-dependent kinase interating protein) é composta por
p21WAFVCIPL " 7KIPL @ p574P2 enquanto p16™“?, p15™** p18"™4¢ e p19™*! em ratos ou
p14*" em humanos compdem a familia Ink (inhibitor of kinase) (Ellis et al., 1999; Joyce &
Harris, 2010). Todas as ckis resultam em parada do ciclo celular apds serem ativadas por
estimulos antimitogénicos ou quando superexpressas (Carnero, 2002). Muitos tumores
apresentam alteracdo na atividade de ckis, indicando que estas proteinas séo criticas
para o controle da proliferagéo (Ellis et al., 1999).

As cdks sdo ativadas quando se ligam a suas moléculas regulatérias, as
ciclinas, as quais constituem um grupo diversos de proteinas de 35 a 90 kDa, que se
acumulam durante a interfase e séo destruidas na mitose. Existem mais de 16 ciclinas
humanas, as quais atuam nas fases G1, G2 e M do ciclo celular, embora algumas ciclinas
funcionem independentemente do ciclo. A degradacdo dessas proteinas a cada ciclo
celular é mediada por ubiquitina e o proteossomo 26S (Malumbres & Barbacid, 2005; Li et

al., 2006; Abbas & Dutta, 2009; Malumbres & Barbacid, 2009).

O aumento da proliferagdo celular na auséncia de estimulos externos € uma
caracteristica comum aos tumores malignos, do mesmo modo que distirbios no controle
normal do ciclo celular geram instabilidades genémicas que contribuem para o
desenvolvimento e/ou progressdo de muitas malignidades (Li et al., 2006; Malumbres &

Barbacid, 2009).
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2.2.2 Regulacéo datransi¢cdo de G1 para S em células normais e tumorais
Diversas sdo as proteinas que regulam o ciclo celular. Entre elas esta

QWAFLCIPL - hrotefna que contém 21 kDa, com aproximadamente 166 aminoAcidos

p2
codificados pelo gene CDKN1A, localizado no cromossomo 6 (6p21.2). Pertence a familia
de ckis kip/cip e se localiza no ndcleo e citoplasma das células, embora somente a forma
nuclear da proteina p21"*F¢"* tenha funcéo de cki (Li et al., 2006; Abbas & Dutta, 2009).

1WAFLCIPL & ativada pelo supressor de tumor p53 quando ha danos no DNA e também

p2
age como supressora de tumor, inibindo as cdks e a fosforilagdo da proteina Rb (Ho et al.,
2007; Abbas & Dutta, 2009). p21WAFYCP! esty envolvida na senescéncia celular,
diferenciacdo e apoptose através de mecanismos independes de p53. Apresenta efeitos
positivos e negativos na progressdo de G1 para S, com predominio dos efeitos inibitorios.

Quando presente em baixas concentracdes, p21"/A™/cPt

facilita a ligacdo de ciclina D1
com cdk4/6, porém em altas concentragfes inibe a atividade do mesmo complexo (Li et
al., 2006). A inibicdo da progresséao do ciclo mediada por p21"V*™“P! gcorre também pela
inibicdo da atividade de cdk2 (Abbas & Dutta, 2009). Desse modo, p21"WA*/CP! se |iga a
uma larga escala de complexos ciclina/cdk, com preferéncia por aqueles que contém cdk?2
(Li et al., 2006). Reducdo da expressdo de p21VA"YPl est4 associada com tumores
malignos humanos de diversas localizacdes, tais como carcinoma colorretal, cervical, de
cabeca e pescoco, além de carcinoma de pequenas células de pulmédo (Abbas & Dutta,
2009). MutacBes no gene que codifica p21 foram detectadas em melanomas, porém néo
esta claro seu envolvimento na génese deste tumor. Sabe-se que 0s niveis de p21WAFH/cirt

séo baixos ou indetectaveis na maioria dos nevos, porém ha aumento de sua expressao

em melanomas primarios e mestastaticos (Li et al., 2006; Abbas & Dutta, 2009).
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p27“"!  (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) é uma proteina nuclear e
citoplasmética de 22 kDa, com aproximadamente 198 amino&cidos codificados pelo gene
CDKN1B, localizado no cromossomo 12p12-12p13 (Malumbres & Barbacid, 2009). E um
membro kip da familia de ckis, considerada um supressor de tumor, embora somente sua
forma nuclear tenha essa funcéo (Polyak et al., 1994; Soos et al., 1996; Matsuda & Ichida,
2006). Apresenta 44% de homologia estrutural com p21"A*/“?* na porcdo N-terminal,
agindo de maneira semelhante, por se ligar ao complexo ciclina D/cdk4 e por regular
negativamente ciclina E/cdk2 e ciclina A/cdk2 (Li et al., 2006; Hershko, 2008). Os niveis
da proteina p27¥** oscilam durante o ciclo celular, sendo mais elevados em GO0/G1 e
menores em S (Hershko, 2008). A degradacdo de p27“"* ocorre no final da fase G1,
através de um processo dependente de Skp2 (S phase kinase-associated protein 2), uma
ligase da ubiquitina E3, responsével pela ubiquitinagdo de p27"* e que, portanto, permite
a passagem de G1 para S (Schrump et al., 1996; Loda et al., 1997; Hershko, 2008; Mitra
& Fisher, 2009). O gene que codifica p27 é raramente alterado em tumores malignos, mas
o baixo nivel de p27"* foi associado a um pior prognéstico em tumores de mama,
prostata, sarcomas e tumores hematologicos (Ellis et al., 1999; Hershko, 2008). Mutacdes
neste gene séo raras em melanomas, porém a transi¢cdo de nevo para melanoma primario

e metastatico mostra perda progressiva da expresséo de p27" (Li et al., 2006).

Skp2 (S phase kinase-associated protein 2) possui 45 kDa e é um dos
componentes do complexo SCFskp2 ubiquitina ligase (SCF, Skpl1-Cullin1l-F-box protein),
que também conta com a proteina acessoria cksl (cyclin kinase subunit 1) (Bornstein et
al., 2003). Contém um motivo de ligagao de aproximadamente 40 residuos, denominado F
Box, associado com regides ricas em leucina (leucine rich regions — LRRs) (Chiariello &

Esposito, 2006). Trata-se de uma proteina essencial para a passagem de G1 para S, uma
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vez que é responsavel pela poliubiquitinacdo dos reguladores do ciclo celular, p21WVAFY/cPt)

p27K"t e p57"2 (Schrump et al., 1996; Loda et al., 1997; Vodermaier, 2004; Hershko,
2008; Mitra & Fisher, 2009). Skp2 reconhece especificamente p27""* fosforilada,
predominantemente na fase S do que em G1, diminuindo os niveis desse inibidor de cdk e
culminando na passagem para a fase S (Chiariello & Esposito, 2006). Os niveis de Skp2
oscilam durante o ciclo celular, atingindo niveis maximos na fase S (Bornstein et al.,
2003), sendo que a diminuicdo de sua expressdo, ao menos em células quiescentes,
parece depender de um processo de autoubiquitinagdo (Vodermaier, 2004). Aumento da
expressdo de Skp2 foi verificado durante os diferentes estagios da progressdo do

melanoma (Li et al., 2006).

Dentre as mais de 16 ciclinas humanas, duas possuem papel de destaque na
transicdo da fase G1 para S do ciclo celular: ciclinas E e D1. A ciclina E humana foi
identificada em 1991, em bibliotecas de cDNA (Koff et al., 1991). O gene humano da
ciclina E CCNE foi mapeado no cromossomo 19 (199q12-g13) (Mumberg et al., 1997) e
codifica polipeptideos com peso molecular variando entre 39 a 52 kDa. A mais conhecida
ciclina E, de 45 kDa, contém um dominio que se estende do amino&cido da posi¢édo 129 a
215, chamado cyclin Box, cuja seqliiéncia € conservada entre as ciclinas (Moroy & Geisen,
2003). Mais recentemente, seis outros splicings foram descobertos, os quais resultam em
isoformas de ciclina E com peso molecular substancialmente alterado (Moroy & Geisen,
2003). Ciclina E reside no nucleo e esta localizacdo depende de proteinas de importagéo
importin-p e importin-3 (Moroy & Geisen, 2003). Os niveis de ciclina E variam durante o
ciclo celular, atingindo niveis maximos na fase G1 (Koff et al., 1992), podendo ter sua
expressdo aumentada ou reduzida por proteinas da familia do fator de transcricdo E2F. A

ativacdo da transcricdo do gene da ciclina E no final de G1 depende da atividade de
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ciclinas D, as quais séo sintetizadas primeiramente (Moroy & Geisen, 2003; Barton et al.,
2006). A ciclina D forma um complexo com cdk4 ou cdk6 e fosforila em particular a
proteina Rb (ver adiante). Esta fosforilacdo leva a liberacdo de E2F e a ativacdo da
transcricdo do gene da ciclina E. Os complexos formados por ciclina E/cdk2 também
fosforilam Rb, p130 e pl107 (ver adiante), assim a concentracdo de E2F aumenta e
conduz a amplificacdo da transcri¢cdo da ciclina E. O complexo ciclina E/cdk2 fosforila E2F
e, dessa maneira, modula sua atividade, constituindo este um mecanismo classico de
feedback para a ciclina E controlar a propria transcricdo (Abbas & Dutta, 2009). Ciclina E,
assim como outras ciclinas de G1, € ubiquitinada pelas multiproteinas do complexo SCF
(Moroy & Geisen, 2003). Em células normais, ciclina E s6 € expressa quando necessaria,
sendo rapidamente degradada. Por outro lado, células de tumores de mama apresentam
aumento da expressédo de ciclina E, a qual mantém niveis constantes ao longo das
demais fases do ciclo celular (Keyomarsi et al., 1995; Sgambato et al., 1997; Barton et al.,
2006). O papel crucial de ciclina E na transi¢do G1-S foi descrito em meados de 1990 por
2 estudos. A microinjegdo de anticorpos contra ciclina E em fibroblastos em G1 resultou
em inibicdo da proliferacdo (Ohtsubo et al., 1995), enquanto a superexpresséo continua
de ciclina E encurtou a fase G1, diminuindo tanto o tamanho das células como a
necessidade de fatores de crescimento, para que ocorresse a proliferacdo de fibroblastos
(Ohtsubo & Roberts, 1993). Ciclina E se liga e ativa cdk2, iniciando a transicdo G1-S
(Ohtsubo et al., 1995), sendo que a atividade quinase do complexo ciclina E/cdk2 também
esta associada com a fidelidade cromossomal, incluindo duplicagdo de centrossomos
(Fisk & Winey, 2001) e duplicagdo de genes envolvidos na transcricdo, como as histonas

(Zhao et al., 1998; 2000; Ma et al., 2000).
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Outra ciclina importante na transigdo G1-S é a ciclina D1, uma proteina nuclear,
sintetizada no comeco da fase G1. Existem trés isoformas de ciclina D (D1, D2 e D3), as
quais sdo expressas diferentemente em varios tecidos (Masamha, 2009). O membro
melhor caracterizado da familia das ciclinas D é a ciclina D1, a primeira ciclina da fase G1
identificada em mamiferos (Sutherland & Musgrove, 2009). Possui 34 kDa e 295
aminoacidos codificados pelo gene CCND1, localizado no cromossomo 11g13. Ciclina D1
€ sintetizada no inicio de G1 e age antecipadamente nesta fase com suas cdks
associadas em resposta a estimulos mitogénicos, como por exemplo, a ativacao do fator
de crescimento Ras (Grossel et al.,, 1999; Li et al., 2006; Macleod, 2008). Forma
complexos com cdk4/6, o que resulta na fosforilagdo e inativacdo de Rb e liberacdo de
E2F, levando a progressdo do ciclo celular. Tais eventos facilitam a ativacdo de ciclina
E/cdk2 e ciclina A/lcdk2, complexos necessarios para a entrada e progressao na fase S (Li
et al., 2006). Desse modo, quando nao ha proliferacdo, ndo ha formacao dos complexos
com cdks e, portanto, os niveis das ciclinas caem rapidamente. Ciclina D1 é raramente
mutada, mas sua superexpressdo confere uma vantagem de crescimento seletivo e,
consequentemente, age como um indutor de crescimento em varias neoplasias malignas
(Masamha et al., 2009). Alguns trabalhos mostram rearranjos, amplificacdo e aumento da
expressdo do gene de ciclina D1, assim como superexpressao de seu RNAmM em muitos
tipos de tumores humanos, incluindo adenomas da paratiredide, linfomas de células B,
mama, colo de utero, pulmdo, vesicula e figado, e carcinoma escamoso do esbfago,
cabeca e pescoco (Tashiro et al., 2007). Niveis altos e constantes de ciclina D1 foram
demonstrados em linhagens celulares de melanomas, bem como em metastases desse

tumor (Li et al., 2006; Masamha et al., 2009).
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Conforme citado anteriormente, as cdks sdo enzimas que regulam positivamente
o ciclo celular, levando a proliferacédo celular (Fecher et al., 2009). Diferentemente das
ciclinas, seus niveis sdo relativamente constantes em todas as fases da proliferacdo
celular (Hochegger et al.,, 2008). Em G1 ha duas classes de cdks especificas que
necessitam ser ativadas para a entrada na fase S. Essas classes séo representadas pelas
cdk4/cdk6é e cdk2 que séo reguladas por ciclinas D e E respectivamente, conforme
descrito a seguir (Neganova & Lako, 2008). De modo geral, as cdks consistem em

subunidades cataliticas, usualmente com 34 kDa (Nurse, 1997).

Cdk2 é uma quinase dependente de ciclinas, produto do gene p33°*?

, presente
no cromossomo 10 e que possui 34 kDa (Meyerson et al., 1992; de Bondt et al., 1993).
Participa da progressao da fase G1 para a fase S do ciclo celular, onde cdk2 interage com
as ciclinas E ou A, sendo seguencialmente ativada por estas ciclinas, formando
complexos para a fosforilacdo sequencial da proteina Rb (Carnero, 2002; Berthet et al.,
2003; Hochegger et al., 2008; van Riggelen & Felsher, 2010). Ciclina E/cdk2 também age
como iniciador chave da duplicacdo dos centrossomos (Berthet et al., 2003; Fukasawak,
2008). Cdk2 é a principal cdk que se liga a ciclina E (Hochegger et al., 2008), sendo que
0s niveis mais altos dessa ciclina estdo diretamente relacionados a funcdo maxima do
complexo ciclina E/cdk2. (Koff et al., 1992). A regulacdo da atividade de ciclina E/Cdk2
ocorre em muitos niveis, incluindo inibidores mediados por ckis como p21VAFYCPL @
p274"(van Riggelen & Felsher, 2010). A importancia de cdk2 na regulacéo do ciclo celular
foi demonstrada pela expressdo de mutante dominante negativo para cdk2, o qual
resultou em bloqueio de células de osteossarcoma humano na fase G1 (Berthet et al.,

2003). Por outro lado, foi sugerido que cdk2 ndo € necessaria para a progressao do ciclo

celular em células imortalizadas, uma vez que linhagens celulares de cancer de col6n
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proliferam normalmente apds deplecéo de cdk2 (Berthet et al., 2003). Adicionalmente, foi
demonstrado que camundongos deficientes de cdk2 se desenvolveram normalmente,
indicando que essa quinase ndo é necessdria para o desenvolvimento embrionario
(Berthet et al., 2003). Desse modo, parece haver um mecanismo compensatorio com as
demais cdks, justificado pelo fato de cdkl e cdk2, por exemplo, possuirem mais de 60%
de homologia em suas sequéncias de aminoacidos (Hochegger et al., 2008). Até o
presente momento ndo foram detectadas mutagbes em cdk2 em neoplasias malignas

humanas (Malumbres & Barbacid, 2009).

Outras duas cdks importantes para a passagem para a fase S séo cdk4 e cdk®6,
cdk4 é codificada pelo gene cdk4 mapeado no cromossomo 1214, enquanto cdk6 é
codificada pelo gene cdk6é mapeado no cromossomo 7g21-q22 (Demetrick, 1994). S&o
proteinas muito préximas, com homologia em 71% de seus aminoacidos e que
apresentam propriedades bioquimicas também semelhantes. Ambas ligam-se a familia
das ciclinas D (D1, D2 e D3) durante G1, inativando Rb (Grossel et al., 1999; Malumbres
et al., 2004; Grossel & Hinds, 2006; Malumbres & Barbacid, 2009). Apesar das
semelhancgas, estudos recentes in vitro mostraram que cdk4 e cdk6 fosforilam Rb em
residuos distintos: cdk4 preferencialmente fosforila Rb no residuo treonina no aminoécido
826, enquanto cdk6 preferencialmente fosforila na treonina 821 (Grossel & Hinds, 2006).
Diferencas entre cdk4 e cdk6 tém sido identificadas em diversos modelos experimentais.
Em células T, por exemplo, a ativacdo de cdk6 precede em algumas horas a ativagéo de
cdk4 (Grossel & Hinds, 2006). Aumento da atividade de cdk4 e/ou cdk6 leva a proliferagédo
descontrolada e tumorigénese que, subseqientemente, desencadeia a inativacdo de Rb
em muitos tipos de tecidos (Grossel et al., 1999), sendo que este aumento da atividade

das cdks pode ser resultado da superexpressdo de subunidades reguladoras, como
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ciclina D, ou ser resultado da amplificacdo de genes que codificam tais quinases (Grossel
et al., 1999). Aumento da atividade de cdk4 e cdk6 ocorre em diversos tumores malignos
humanos, com preferéncia de cdk4 para tumores epiteliais (tecidos endocrinos e
mucosas), incluindo melanoma, e de cdk6 para tumores mesenquimais, incluindo
leucemias, sarcomas (Malumbres & Barbacid, 2009). Elevada atividade de cdk6 também
foi relatada em carcinoma de células escamosas e neuroblastomas, sem que houvesse
alteracdes da atividade de cdk4 (Grossel & Hinds, 2006).

Localizado no cromossomo 13gl14, o gene Rb codifica uma proteina nuclear de
928 aminoacidos e com peso molecular de 110-115 kDa (Li et al., 2006; Macleod, 2008).
Existem trés membros da familia retinoblastoma de proteinas nucleares, que incluem Rb,
pRb2/p130 e pl07. Durante a fase G1, a fosforilagdo da proteina Rb pelos complexos
ciclinas/cdks (ciclina D1/cdk4 ciclina, E/cdk2 ou ciclina A/cdk2) leva a liberacéo do fator de
transcricdo E2F, o qual ativa a transcricdo de diversas proteinas, por exemplo, DNA
polimerase, ciclinas A e E, e a propria Rb, necessarias para a progressdo da fase S. Rb
permanece hiperfosforilado por ciclina E/cdk2 no restante do ciclo (Li et al., 2006). Rb é
expresso constantemente por células que estejam ou ndo em proliferacdo (Burkhart &
Sage, 2008). Mutacbes em Rb sdo raras em melanomas, mas alguns estudos mostram
maior quantidade de pRb, assim como maior quantidade de E2F livre em células de
melanoma do que em melandcitos normais (Li et al., 2006). Aumento significativo da
expressdo de Rb também foi observado, in vivo, em melanomas avancados e

metastaticos (Li et al., 2006).

A proteina nuclear supressora de tumor pl16™* ¢é codificada por 156
aminodcidos, pelo gene CDKNZ2A, localizado no cromossomo 9p21. Pertence a familia Ink

(inhibitor of kinase) e também controla a transicdo G1-S (Li et al., 2006). Expressao
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aumentada ocorre na senescéncia celular e também no envelhecimento de varios tecidos

(Shima et al., 2010). Por se ligar especificamente a cdk4 e cdk6, p16™2

inibe a formacéo
dos complexos ciclina D1/cdk4/6, necessarios para a fosforilacdo de Rb. Desse modo, Rb
permanece ligado a E2F bloqueando a proliferacdo celular (Li et al., 2006; Fecher et al.,
2009; Mitra & Fisher, 2009). A perda da expresséo de p16"™“? tém sido demonstradas em

guase 50% dos melanomas primarios, com niveis muito similares em muitos outros

tumores malignos (Li et al., 2006).

2.3 Melanoma

Melanoma é um tumor maligno que se origina de melandcitos, células derivadas
da crista neural e que se localizam proximas a lamina basal. A principal funcdo dos
melandcitos é a producdo de melanina, pigmento que confere cor a pele, cabelos e olhos,
protegendo contra a radiagcdo UV (lbrahim & Haluska, 2009; Malumbres & Barbacid,
2009). O melanoma é a neoplasia maligna de pele e mucosas de pior progndstico e com
altas taxas de mortalidade, decorrentes de seu alto indice de metastases e a sua baixa
sensibilidade a radioterapia e quimioterapia (Li et al., 2006). E prevalente em regibes de
grande exposicdo solar como Australia, sul da Europa, Africa do Sul e sul dos Estados
Unidos (Ibrahim & Haluska, 2009). No Brasil corresponde a 4% de todos os tumores de
pele e a estimativa de novos casos para 2010 é de 5.930, sendo 2.960 homens e 2.970
mulheres (INCA, 2010). O melanoma é um grande problema de salude publica nao
somente por sua incidéncia e propensao em afetar adultos jovens, mas também pelo alto
potencial metastatico, conduta clinica agressiva e notavel resisténcia aos tratamentos

quimiotergpicos e imunoldgicos (Malumbres & Barbacid, 2009).
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Os fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma incluem multiplos
nevos benignos ou atipicos, histéria familiar e histéria pessoal de melanoma (lbrahim &
Haluska, 2009; Malumbres & Barbacid, 2009). Outro fator conhecido € a exposi¢ao
excessiva a radiacdo UV, responsavel por mutacdes no DNA, inducdo de fatores de
crescimento, reducdo das defesas imunes e estimulo para a producdo de espécies
reativas de oxigénio que, somados, culminam em danos irreversiveis ao material genético

(Malumbres & Barbacid, 2009).

A maior parte (90%) dos casos de melanoma é esporadica, mas o conhecimento
da base genética dos casos familiais de melanoma tem ajudado na compreensdo da
patogénese molecular desta doenga (lbrahim & Haluska, 2009). A base molecular do
melanoma comecou a ser esclarecida em meados de 1990, quando foram observadas
mutac¢des no gene regulador do ciclo celular CDKN2A (cyclin-dependet kinase inhibitor
2A), localizado no cromossomo 9p21(Lin et al., 2008). CDKN2A codifica duas proteinas
inibidoras de quinase, p16"™* e p14*** (Ibrahim & Haluska, 2009). Conforme descrito
anteriormente, p16™* inibe cdk4/6, responsaveis pela fosforilagio da proteina
retinoblastoma (Rb) que, no seu estado hipofosforilado ativo, liga-se a E2F e inibe a
progressdo do ciclo celular (Lin et al., 2008). Ja& p14""" promove a estabilizagdo da
proteina supressora de tumor p53, prevenindo sua degradag¢do mediada por Mdm2 (Lin et

al., 2008).

O gene que codifica p16 estd mutado ou deletado na maioria das culturas de
linhagens de células de melanoma e em casos de melanoma familiar. Em melanomas
esporadicos as mutacdes nesse gene sdo raras. Um numero de possiveis mecanismos
incluindo delecbes, perda de heterozigosidade, mutagdes génicas e hipermetilacdo de
regides promotoras foram encontradas como resultado da inativacdo do gene que codifica

24



6Ink4a

pl6 e perda da expressado da proteina pl em melanomas (para revisao ver Li et al.,

2006).

Mutacdes em cdk4 também tém sido relacionadas ao desenvolvimento do
melanoma, conferindo resisténcia & atividade inibidora de p16"™“* (Lin et al., 2008). Além
disso, sabe-se que a transformacg&o de melandcitos em células de melanoma decorre de
alteracbes nos mecanismos de controle do ciclo celular, mais especificamente em p53 e
Rb (Li et al., 2006). Nesse caso, as alteracdes mais comuns nos mecanismos que
envolvem a acdo de Rb séo (i) superexpressao de ciclina D1, (ii) superexpressao e
mutacdes em cdk4 ou (iii) mutacdes ou delecdes de p16™“* (Li et al., 2006; Fecher et al.,

2009).

Considerando-se que:

v' em varias neoplasias malignas, dentre as quais o melanoma, a alta
expressdo de FASN est4 associada a um pior prognostico,

v existem evidéncias de que, nas células malignas, a atividade de FASN é
necesséria para a producao de fosfolipidios que compdem as membranas
celulares,

v a inibicAdo de FASN esta associada a diminuicdo da capacidade de
proliferacéo e inducao de apoptose em células tumorais,

v' 0s mecanismos biolégicos que governam as interacBes entre atividade
metabdlica lipogénica e as moléculas que controlam o ciclo celular ainda

nao sao conhecidos,
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decidimos avaliar de que maneira a intensidade da sintese enddégena de lipidios

interfere no ciclo celular de células de melanoma murino B16-F10.

3 OBJETIVOS

3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar de que maneira a inibicdo farmacoldgica de FASN reduz a

proliferacéo de células de melanoma B16-F10, in vitro.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de cerulenina sobre as taxas de

proliferagdo e morte de células B16-F10.

v Analisar os efeitos inibicdo de FASN com cerulenina sobre o conteddo de diversas
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, tais como p21VAFYCPL  p2 7Pt

Skp2, ciclinas e cdks.

v Verificar a relacdo entre inibicdo da proliferacdo celular e indugdo de apoptose,

apos a inibicdo de FASN com cerulenina, nas células de melanoma B16-F10.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura de Células

Células B16-F10, derivadas de melanoma de camundongo, foram adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC, EUA) e cultivadas em garrafas plasticas de 75
cm? (NUNC, Dinamarca) em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, EUA), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Brasil) e solugdo antibiética e antimicotica
(Invitrogen), na diluicdo de 1:100, a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO, e 95% de

umidade.

As células foram cultivadas até atingirem 80% de confluéncia. Para a
manipulagdo das células, o meio de cultura era removido e as células lavadas com 10 mL
de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4. Em seguida, as células eram
incubadas com 2 mL de tripsina a 2% até seu desprendimento total da superficie. A acdo
da tripsina era interrompida pela adicdo de 5 mL de meio de cultura suplementado com
10% de SFB. A suspensdo de células era transferida para tubos conicos de plastico
estéreis de 15 mL (Corning, EUA) e centrifugadas a 4.000 rpm por 3 min. O sobrenadante
era removido e descartado e o pellet de células ressuspenso em 10 mL de meio de
cultura suplementado com 10% de SFB. Cerca de 20 pL do homogenato de células eram
usados para contagem em hemocitbmetro e posterior montagem dos experimentos.
Visando trabalhar com células em passagens semelhantes véarias amostras foram

congeladas antes da realizacdo dos experimentos. Para isto, as células foram
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ressuspensas em solucéo contendo 20% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, EUA) e 80%

de SFB e congeladas em nitrogénio liquido.

4.2 Preparo da Cerulenina

Cerulenina (Sigma, EUA) foi dissolvida em DMSO para uma concentragéo final
estoque de 20 mg/mL e armazenada a -20°C. As células do grupo controle receberam o
mesmo volume de DMSO que as células tratadas com as diferentes concentragdes de

cerulenina ndo ultrapassando o volume maximo de 0,05%.

4.3 Citometria de fluxo

Os experimentos de citometria de fluxo foram realizados no laboratério do Prof.
Dr. Anibal E. Vercesi, no departamento de Patologia Clinica, da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP.

Cerca de 10° células B16-F10/mL foram analisadas em citdmetro de fluxo
FACSCalibur equipado com laser de argonio e software CellQuest (Becton Dickinson,
EUA). As populacdes celulares foram identificadas por suas caracteristicas de tamanho e
granulosidade e analisadas separadamente por intensidade de fluorescéncia das sondas

especificas.
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4.4 Curva de Proliferacéo

Para avaliarmos os efeitos citotoxicos e antiproliferativos da cerulenina, cerca de
45.000 células foram plagueadas em 2 mL de meio suplementado com 10% de SFB e
antibidticos, em placas de 6 pocos. Apds 24 h, o meio de cultura foi trocado por meio
fresco, contendo concentragdes crescentes de cerulenina (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 ug/mL).
Apbs 24 h de tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e os pellets
foram ressuspensos em 1 mL de meio de cultura ndo suplementado. O numero total de
células foi determinado em citdmetro de fluxo apds 1 min de leitura em velocidade de 60

uL/min (Naliwaiko et al., 2008).

4.5 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A porcentagem de células viaveis apOs tratamento com cerulenina foi
determinada usando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT,
Sigma), uma vez que células viaveis sao capazes de reduzir o sal tetrazolium MTT, de cor
amarela, em formazan, de cor parpura (Mosmann, 1983). Cerca de 45.000 células foram
plagueadas em 2 mL de meio suplementado com 10% de SFB e antibidticos, em placas
de 6 pocos. Apds 24 h, o meio de cultura foi trocado por meio fresco, contendo
concentracdes crescentes de cerulenina. Completadas 24 h de tratamento, o meio de
cultura foi removido e substituido por meio de cultura ndo suplementado, preparado com
0,3 mg/mL de MTT sendo as células incubadas por 3 h a 37°C em atmosfera a 5% de
CO; e 95% de umidade. Em seguida o meio de cultura foi desprezado e, em cada poco,
foi adicionado 1 mL de etanol absoluto (Merck, Alemanha), para a solubilizagdo do

formazan produzido. O contetdo de cada poco foi homogeneizado e transferido para
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placas de 96 pocos, obtendo-se a leitura da absorbancia a 540 nm em leitor automatico
de ELISA (Bio Rad, Hercules, CA, EUA). A viabilidade celular foi expressa em

porcentagem em relacdo aos controles.

4.6 Avaliacdo das taxas de apoptose

A porcentagem de células em apoptose foi determinada pela marcacdo com
Anexina V-FITC (Caltag, Inglaterra). Cerca de 45.000 células foram plaqueadas em 2 mL
de meio suplementado com 10% de SFB e antibidticos, em placas de 6 pogos. Apds 24 h,
0 meio de cultura foi trocado por meio fresco, contendo diferentes concentragbes de
cerulenina. Apds 24 h de tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
incubadas com 0,2 nug/uL de Anexina V-FITC em tampéao 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 CacCl,, no
escuro, a temperatura ambiente. Apdés 20 min, a porcentagem de células Anexina V

positivas foi determinada em citometria de fluxo, em canal FL1.

4.7 Analise do ciclo celular

A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi determinada apds
marcagdo com iodeto de propideo. Cerca de 45.000 células foram plagueadas em 2 mL
de meio suplementado com 10% de SFB e antibidticos, em placas de 6 pogos. Apés 24 h,
0 meio de cultura foi trocado por meio fresco ndo suplementado, ou seja, na auséncia de
SFB, a fim de se promover a sincronizacao das células. Apés mais 24 h, o meio de cultura

foi novamente trocado e as células foram tratadas com cerulenina na presenca de 10% de
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SFB. Completadas 24 h de tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
fixadas em etanol 70% gelado por, pelo menos 12 h, a -20°C. Para a marcacao das fases
do ciclo celular, as células foram lavadas com PBS gelado e tratadas com 10 pg/mL de
RNAse (Sigma) a 37°C durante 1 h. Em seguida, as células foram coradas com 50 pg/mL
de iodeto de propideo a 4°C, no escuro, por 2 h e analisadas em citometria de fluxo, em
canal FL2. Para a determinacdo da porcentagem de células em cada fase do ciclo,

utilizou-se o programa ModFit LT™ (Verity Software House, EUA).

4.8 Lipogénese

Os ensaios de lipogénese foram realizados no laboratério da Prof2. Dr2. Helena
C.F. Oliveira, com a ajuda de sua aluna de doutorado Helena F. Raposo, no Laboratério

de Lipides, do Instituto de Biologia da UNICAMP.

As células B16-F10 foram plaqueadas (10°/mL) em garrafas de 150 cm? e, ap6s
24 h, tratadas com diferentes concentragdes de cerulenina por 6 h. Apés os tratamentos,
as células foram tripsinizadas, contadas e ressuspensas (10%mL) em 1 mL de meio
contendo 10% de SFB, conforme o tratamento inicial. As células foram colocadas em
atmosfera de carbogénio (95% O,, 5% CO,) e incubadas com 1 mCi de *H,0 por 1 ha
37°C, sob agitacdo constante. Apds a incubacao, as reacdes foram interrompidas pela
adicdo de etanol (Zambell et al., 2003) e a extracdo de lipidios foi realizada com metanol e
cloroférmio 2:1 (v/v), sob agitacdo constante, durante 30 min a temperatura ambiente
(Bligh & Dyer, 1959; Levin et al., 1992). As amostras foram centrifugadas a 10.000 xg por
15 minutos e o sobrenadante coletado. Os pellets foram ressuspensos em 1 mL de PBS e

submetidos a re-extragdo com metanol-cloroférmio 2:1 (v/v). Os sobrenadantes contendo
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os lipidios das duas extracdes foram diluidos em 5 mL de cloroférmio e &gua, acidificado
com 1 N de HCI para pH de 3,0-4,0 e centrifugados. A camada de cloroformio foi
removida e reservada. A fase aquosa foi novamente tratada com 5 mL de cloroférmio e os
extratos de cloroférmio combinados foram completamente evaporados. A lipogénese foi
determinada em 1 mL da solucdo cintiladora (incorporacdo de *H,O normalizada pelo

namero de células).

4.9 Western blotting
4.9.1 Obtencao dos extratos protéicos

Para cada grupo de extratos protéicos, as células foram plaqueadas em garrafas
de 75 cm?, cada uma com 10 mL de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10%
de SFB e antibiéticos. Em cada garrafa foram plaqueadas 80.000 células, mantidas a
37°C, em atmosfera contendo 5% de CO, e 95% de umidade. Apés 24 h do
plagueamento, o meio de cada garrafa foi substituido por meio ndo suplementado, da
mesma maneira descrita para as andlises de ciclo celular (item 4.7). Completadas 24 h da
sincronizacdo, o meio de cultura sem SFB foi substituido por meio contendo 10% de SFB
e diferentes concentracdes de cerulenina. Para cada concentracdo estudada, foram
preparadas 2 garrafas tratadas com cerulenina e 2 garrafas tratadas com o mesmo
volume de DMSO. Apos 24 h de tratamento, o meio de cultura com a droga foi removido e
cada garrafa foi lavada com 10 mL de PBS gelado. Em seguida, foram adicionados 5 mL
de PBS gelado em cada garrafa e as células raspadas utilizando-se cell scrapers (Costar,

EUA). Os contetdos das garrafas correspondentes foram transferidos para tubos conicos
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estéreis de plastico, gelados, centrifugados a 4.000 rpm por 3 min, lavados 1 x com 1 mL

de PBS gelado e os pellets foram armazenados a seco a -80°C.

4.9.2 Preparo dos extratos protéicos

Os pellets de células foram homogeneizados em 100 puL de tampao de lise
contendo 10% de sacarose, 1% de Triton X-100, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 137 mM de
NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de EDTA, 1 mM de NaF, 1 mM de NazVO,, PMSF (1 mM),
leupeptina (1 pg/mL), STI (soybean trypsin inhibitor) (10 ug/mL) e aprotinina (1 pg/mL), no
gelo por 30 min, sendo homogeneizados a cada 10 min. Apos este periodo, o material foi
centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4°C e os sobrenadantes coletados, sendo
aliquotas de 5 pL de cada extrato protéico separadas para a dosagem da concentracao
de proteinas. Todos os extratos protéicos foram imediatamente congelados em gelo seco

e estocados a -80°C, onde foram mantidos até o momento do uso.

4.9.3 Dosagem protéica

O método de Bradford (Bradford,1976) foi utilizado para quantificacdo das
proteinas dos extratos totais protéicos. Foram utilizados 750 uL do reagente de Bradford
(Sigma) em 749 pL &gua deionizada, descontando-se 1 pyL para a amostra protéica.
Solucéo de branco (750 ul de solugédo de Bradford, 750 uL de 4gua deionizada e 1 yL do
tampao de lise), em luz visivel de comprimento de onda de 595 nm foi usada para calibrar
o espectrofotdmetro (Spectronic — Genesis™ 2, EUA). Os valores da absorbancia das

amostras foram aplicados ao grafico da curva de Bradford, feito em planilha eletrbnica
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(Excel® 2007, Microsoft, EUA) a partir das leituras da solugéo padrdo de albumina sérica
bovina (BSA — Sigma) nas concentracbes de 1,0 a 10 mg/mL, realizadas no mesmo
procedimento. Valores de absorbancia proximos as extremidades das curvas do grafico
ndo foram utilizados, dando-se preferéncia a sua regido central, caracterizada por uma

linha reta.

4.9.4 Separacdao eletroforética de proteinas e western blotting

Cerca de 40 ng de proteina total foram homogeneizados em tampao de amostra
redutor quatro vezes concentrado, contendo 8% de SDS, 0,25 M de Tris-HCI (pH 6,8),
30% de glicerol, 0,2% de azul de bromofenol e 20% do volume total de 1,4-Dithiothreitol
(DTT, Sigma). As proteinas foram desnaturadas a 100°C por 5 min e entdo separadas
eletroforeticamente em SDS-PAGE a 6 ou 12%, em tamp&o contendo 2,5 mM de Tris-HCI
(pH 8,0), 19 mM de glicina e 0,3 mM de SDS. A seguir as amostras foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher e Schuell, EUA) em tampéo
contendo 1,2 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 9,6 mM de glicina e 20% de metanol. A eficacia
das transferéncias foi verificada através da coloragdo das membranas com o corante
Ponceau S (Sigma), seguida por blogqueio em solugcdo contendo 5% de leite em pé
desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tamp&o contendo 20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150
mM de NaCl e 0,1% de Tween 20 (TBST) por 18 h a 4°C. As membranas foram cortadas
de acordo com o peso molecular da proteina a ser estudada e incubadas com anticorpos
primarios descritos na Tabela 1, diluidos em TBST com 5% de leite em p6 desnatado, por
2 h a 24°C, sob agitacdo constante. Depois de lavadas e incubadas com o0s respectivos

anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, as reacdes foram reveladas através
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de quimioluminescéncia utilizando-se o kit de deteccdo ECL (Western Blotting Analysis
System, Amersham Pharmacia Biotech, EUA) e expostas a filmes ultra-sensiveis
(Hyperfilm Ultra Detection, Amersham Pharmacia Biotech, EUA). ApGs secagem, as
peliculas radiograficas foram digitalizadas em escaner GS 700 (Bio Rad, E.U.A) para a
realizacdo da densitometria Optica das bandas utilizando-se o programa Molecular Analyst
(Bio Rad). Para cada proteina estudada, foram consideradas as é&reas de pico
correspondentes como valor da densidade 6ptica. Area homogénea na mesma altura das
bandas foi utilizada como background para minimizar variages. Todas as bandas tiveram

seus valores normalizados pelo valor da leitura da banda da beta-actina respectiva do

grupo.
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Tabela 1: Relacdo dos anticorpos utilizados, incluindo clones, peso molecular (kDa) e dilui¢cdes.

Anticorpo Clone e Marca Peso Molecular (kDa) Diluicéo
FASN 23 (BD Pharmigen) 250-270 1:3,000
p21""THPE C-19 (Santa Cruz) 21 1:200
p27-"P* 57 (BD Pharmigen) 27 1:500
Skp2 p45 H-435 (Santa Cruz) 45 1:1,000
Ciclina E M-20 (Santa Cruz) 53 1:1,000
Ciclina D1 DCS-6 (Calbiochem) 34 1:200
Cdk2 M2 (Santa Cruz) 34 1:30,000
Cdk4 C-22 (Santa Cruz) 34 1:50,000
Cdké C-21 (Santa Cruz) ~36 1:1,000
Rb C-50 (Santa Cruz) 110 1:200
p16m G-6 (Santa Cruz) 16 1:100
Beta-actina AC-15 (Sigma) 45 1:60,000

4.10 Co-imunoprecipitagdes

Para analisar a associacdo entre p27" e o complexo ciclina E/cdk2, realizamos
experimentos de co-imunoprecipitagdo de acordo com Waltregny et al. (2001), com
algumas modificagbes. Cerca de 1 mg de cada extrato total protéico foi normalizado para
volume de 1 mL em tamp&o de lise e incubados com 50 pL da suspensao de proteina A

sepharose (Sigma) por 45 min a 4°C em rotor, para eliminar ligagdes inespecificas. Os
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complexos protéicos foram entdo imunoprecipitados pela adigdo de 3 pg de anti-cdk2 (0,2
mg/mL, M2, Santa Cruz) a 4°C overnight, sob agitacdo constante. As amostras foram
novamente incubadas com proteina A sepharose como descrito anteriormente. Apos trés
lavagens com tampéo de lise gelado, foram adicionados 20 uL de tampédo de amostra
redutor sobre os beads de proteina A sepharose, sendo entdo as amostras fervidas e 20
ul dos sobrenadantes aplicados em gel de poliacrilamida a 12%. ApoOs eletroforese e
transferéncia, as membranas foram cortadas e incubadas com anticorpos anti-p27<**
(1:500), da mesma maneira descrita anteriormente. Apos a revelacdo, a membrana de
p27"*! passou por stripping com 2% de SDS, 80 mM Tris (pH 6,7) e 2% de beta-
mercaptoetanol a 60°C por 1 h, com agitacfes periddicas a cada 15 min. ApGs lavagens
com TBST, as membranas foram novamente bloqueadas e prosseguiu-se com western
para cdk2 (1:10,000), conforme descrito previamente, para a verificacdo da quantidade de
cdk2 imunoprecipitada nas diferentes amostras. Imunoprecipitagbes com 3 pg de 1gG
normal de coelho (Santa Cruz) foram utilizadas como controles negativos dos
experimentos. Vinte microgramas de extrato total de uma das amostras foram também

utilizados como controle de western blotting.

4.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + EPM (erro padrao da média) de, pelo
menos, trés experimentos independentes realizados em duplicata ou triplicata. A
significancia estatistica dos resultados foi verificada através da andlise de variancia nao
paramétrica do teste t de Student e teste de Mann-Whitney, com o auxilio do programa
computacional SigmaStat (Jandel Scientific Software, EUA). O nivel de significAncia

adotado foi de 5% (p<0,05).
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S RESULTADOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados com células da linhagem B16-
F10, proveniente de melanoma murino. Em todos os procedimentos de cultivo celular
foram observados os cuidados para a manutengdo da esterilidade, sendo as linhagens
subcultivadas no maximo por 10 passagens e entdo descartadas. A linhagem B16-F10 é
composta por células fusiformes, de citoplasma volumoso e com prolongamentos
citoplasméticos. A proliferacdo destas células é bastante rapida, sendo que esta
caracteristica e a morfologia das células foram alteradas apds tratamento com

concentragdes crescentes de cerulenina (Figura 4).
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Figura 4. Alteragdes morfoldgicas das células B16-F10 apds 24 h de tratamento com
concentragdes crescentes de cerulenina. A: Células controle (DMSO) e tratadas (C 5 pg/mL),
exibindo nacleos arredondados e visiveis prolongamentos citoplasmaticos. B: Células controle
(DMSO) e tratadas (C 7,5 pg/mL), estas com morfologia mais arredondada em relagéo ao controle.
C: Células controle (DMSO) e tratadas (C 10 pg/mL), estas com reducéo dos prolongamentos
citoplasmaticos e morfologia ainda mais arredondada em relacdo com controle, além de

significativa diminui¢do do ndmero de células.
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Para avaliarmos os efeitos citotoxicos e antiproliferativos da cerulenina foram
realizadas curvas de proliferagédo, conforme descrito no item 4.4 de Materiais e Métodos.
O tratamento com o inibidor de FASN, cerulenina, reduziu a proliferacdo das células B16-
F10, de maneira dose-dependente, como mostra a Figura 5, concordando com as

observacdes feitas das células em cultura, utilizando microscopio de contraste de fase

(Figura 4).
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Figura 5: A inibicdo de FASN com cerulenina reduziu o namero total de células de
melanoma B16-F10. As células B16-F10 foram tratadas com doses crescentes de
cerulenina por 24 h, em meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Apos o tratamento,
somente as células aderidas foram coletadas e contadas em citdbmetro de fluxo. Os valores
representam a média + EPM de 4 experimentos distintos; *p<0,05, cerulenina versus DMSO,
teste t de Student.
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O sal tetrazolium é reduzido a formazan pela enzima succinato desidrogenase
mitocondrial de células vidveis, fazendo do ensaio de MTT um bom método para
determinacdo da porcentagem de viabilidade/inviabilidade celular (Mosmann, 1983).
Desse modo foi possivel determinar que o tratamento com cerulenina reduziu a
viabilidade das células B16-F10, de maneira dose-dependente em relacdo as células
controle (Figura 6). Essa reducéo foi significativa a partir da dose minima testada, de 1,0

pug/mL, a qual ndo induziu alterag6es morfolégicas visiveis nas células em cultura, no

periodo estudado de 24 h.

100 -

Viabilidade celular (% emrelagdao ao
controle)
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Figura 6: A inibicdo de FASN com cerulenina reduz a viabilidade das células de
melanoma B16-F10. As células B16-F10 foram tratadas com doses crescentes de
cerulenina por 24 h, em meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Ap0s o tratamento
viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT. Os valores representam a média +

EPM de 5 experimentos distintos; *p<0,05, cerulenina versus DMSO, teste t de Student.
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Com base nas alteracbes morfoldégicas e nos resultados anteriormente
mostrados, as condicbes experimentais estabelecidas para os demais experimentos

foram tratamentos com 5,0; 7,5 e 10,0 pg/mL de cerulenina por 24 h.

Em trabalho prévio de nosso grupo, mostramos o contetdo de FASN expresso
pelas células B16-F10, determinado por western blotting (Carvalho et al., 2008). Uma vez
verificado que o tratamento com cerulenina reduz a viabilidade das células de melanoma,
foram realizados ensaios de lipogénese com agua triciada (*H,0), a fim de se confirmar
que os efeitos obtidos ap6s o tratamento com o farmaco sdo mesmo decorrentes da
reducdo da atividade enzimatica de FASN. De fato, a Figura 7 mostra reducao
significativa da atividade de FASN apds 6 h de tratamento com diferentes concentracdes
de cerulenina, conforme demonstrado pela reducdo da lipogénese (Kridel et al., 2004;

Browne et al., 2006; Little et al., 2007; Zhou et al., 2007).
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Figura 7: Ceruleninainibe alipogénese em células de melanoma B16-F10. As células B16-F10
foram plaqueadas e tratadas com concentrac¢des crescentes de cerulenina, por 6 h.
Lipogénese foi quantificada através da incorporacéo de agua triciada (*H,0). Os valores
representam a média + EPM de, pelo menos, 3 experimentos distintos; *p<0,05, cerulenina
versus DMSO, teste t de Student.

A literatura € undnime em demonstrar que a inibicido de FASN resulta em morte
por apoptose em diferentes linhagens de células tumorais (Pizer et al., 1996a; 1996b;
1998; Furuya et al., 1997; Kuhajada et al., 2000; Li et al., 2001; Knowles et al., 2004;
Kridel et al., 2004; Menendez et al., 2004; 2005c). Em trabalho prévio de nosso grupo,
mostramos que a inibicdo de FASN com orlistat induz apoptose nas células B16-F10
(Carvalho et al., 2008). Desse modo, as porcentagens de células em apoptose foram
estimadas apds o tratamento com cerulenina, tendo em vista a redugédo de viabilidade
causada pelo tratamento com esse inibidor de FASN (Figura 6). As células foram
plagueadas e tratadas como descrito anteriormente. Para determinagdo das taxas de
apoptose, foram realizadas marcagcdes com anexina V-FITC, conforme descrito no item
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4.6 de Materiais e Métodos. A Figura 8 mostra que o tratamento com 5,0 pg/mL de
cerulenina, por 24 h, ndo induziu niveis significativos de apoptose, em relacdo ao seu
controle. O tratamento com 7,5 pug/mL de cerulenina elevou em 8,1 vezes o numero de
células marcadas com anexina V, apesar de ndo ter sido estatisticamente significativo.
Valores mais expressivos foram observados apés tratamento com 10,0 pug/mL de
cerulenina, o qual resultou em aumento de 26,5 vezes na porcentagem de células em

apoptose, em relacéo ao controle.
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Figura 8: A inibicdo de FASN com ceruleninainduz apoptose em células de melanoma
B16-F10. As células B16-F10 foram tratadas com doses crescentes de cerulenina por 24 h,
em meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Apos o tratamento, a porcentagem de
células em apoptose foi estimada apés marcagdo com anexina V-FITC, em citbmetro de
fluxo. Os valores representam a média + EPM de 5 experimentos distintos; *p<0,05,

cerulenina versus DMSO, teste t de Student.
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A reducédo do numero total de células B16-F10 apds o tratamento com cerulenina
(Figura 5) sugere reducdo na proliferacdo celular. Desse modo, foi determinada a
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular, para cada grupo de extratos
obtidos para as posteriores analises de western blotting. As células foram plaqueadas e,
apos 24 h, o meio de cultura foi trocado por meio novo, na auséncia de SFB, a fim de se
promover a sincronizacdo das células em GO/G1. Como demonstrado na Figura 9, apds
24 h de privacdo de SFB, cerca de 92,5% das células estavam em GO/G1 (barra Tempo
0). Completadas essas 24 h, o meio de cultura novamente foi trocado por meio novo,
contendo 10% de SFB e as diferentes concentra¢des de cerulenina. Apés mais 24 h de
tratamento, as células foram coletadas e analisadas as fases do ciclo celular. A Figura 9
mostra que o tratamento com cerulenina reduziu significativamente a proliferagéo das
células B16-F10, demonstrada pela diminuicdo da porcentagem de células na fase S e
aumento das células em GO/G1. Os tratamentos com 5,0; 7,5 e 10,0 ug/mL de cerulenina
levaram a uma reducdo de 36,8; 64,4 e 78,5% das células na fase S, respectivamente,

em relagdo aos seus controles.
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Figura 9: A inibicdo de FASN reduz a proliferacdo das células de melanoma B16-F10. As
células B16-F10 foram plaqueadas, sincronizadas por 24 h (Tempo 0) e tratadas com
concentracgdes crescentes de cerulenina, por 24 h. A porcentagem de células em cada fase do
ciclo celular foi determinada em citometria de fluxo ap6s marcacao com de iodeto de propideo. Os
valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, cerulenina versus
DMSO, teste t de Student.
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Para caracterizar de que maneira a inibicdo de FASN reduz a proliferacdo de
células de melanoma B16-F10, foram analisados os efeitos da cerulenina sobre o
conteudo de diversas proteinas envolvidas no controle do ciclo celular. Vale ressaltar que
as células utilizadas nas analises de ciclo celular foram coletadas simultaneamente com

as células utilizadas para a obtencdo de cada extrato estudado.

A primeira proteina analisada foi a propria FASN. Como demonstrado na Figura
10, o tratamento das células de melanoma B16-F10 com 5,0 pg/mL de cerulenina, por 24
h, ndo alterou os niveis de FASN. Uma discreta reducao do conteudo protéico péde ser
observada apos tratamento com 7,5 pug/mL de cerulenina, porém a reducéo significativa
de FASN ocorreu somente ap6s tratamento com 10,0 ug/mL de cerulenina. Deste modo,
10,0 pg/mL de cerulenina ndo s6 inibiram a atividade enzimatica de FASN (Figura 7), mas

também reduziram sua disponibilidade para as células.

Conforme mencionado anteriormente, diversas sao as proteinas que regulam o
ciclo celular, incluindo a supressora de tumor p21"A"/“*! Concordando com os dados
mostrados na Figura 9, onde o tratamento com cerulenina resultou em inibicdo da

1 WAF1/Cip1

proliferacéo celular, foi verificado aumento significativo dos niveis de p2 nas trés

concentragdes estudadas (Figura 11).
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Figura 10: Efeito do tratamento de células B16-F10 com cerulenina sobre o contelido de
FASN. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com 5,0; 7,5 e 10,0
ug/mL de cerulenina por 24 h. Em seguida foram realizados western blottings para checagem do
conteudo de FASN (1:3,000), normalizados pelo contetddo de beta-actina. Os valores representam
a média £ EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, cerulenina versus DMSO, teste t de Student.

Imagem representativa encontra-se acima do gréfico.
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Figura 11: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com cerulenina sobre o conteddo de
p21WAFYCIPL A células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com 5,0; 7,5 e
10,0 pg/mL de cerulenina por 24 h. Em seguida foram realizados western blottings para checagem

do contelido de p21WAFl/Cip1

(1:200), normalizados pelo contetddo de beta-actina. Os valores
representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, cerulenina versus DMSO, teste t

de Student. Imagem representativa encontra-se acima do grafico.
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p27** é um polipeptideo membro da familia Cip/Kip de inibidores de cdks, que

1 WAF1/Cip1

inibem o ciclo celular em G1, agindo de maneira semelhante a p2 (Polyak et al.,
1994; Soos et al.,, 1996). Interessantemente, a inibicdo de FASN com cerulenina n&o
alterou o contetido de p27*"* nas células de melanoma B16-F10 (Figura 12 A), apesar de
verificada inibicdo da proliferacdo celular (Figura 9). Entretanto foi verificada redugao
significativa de Skp2, responséavel pela degradacdo proteossémica de p27!, apés

tratamento com 7,5 e 10 ug/mL de cerulenina (Figura 12 B), sendo que esta reducéo

pode ser um dos fatores responsaveis pelo acumulo de células em GO/G1 (Figura 9).
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Figura 12: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com cerulenina sobre o conteddo de
p27Kipl e Skp2. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com 5,0;
7,5 e 10,0 ug/mL de cerulenina por 24 h. Em seguida foram realizados western blottings para
checagem do contetido de p27Kipl (1:500 - A) e Skp2 (1:1,000 - B), normalizados pelo contetdo de
beta-actina. Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05,
cerulenina versus DMSO, teste t de Student. Imagens representativas encontram-se acima de cada

grafico.
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As ciclinas constituem um grupo diverso de proteinas que se acumulam durante
a interfase e sdo destruidas na mitose, sendo que a ciclina E é necesséria para a
transicdo de G1 para S, por se ligar a cdk2 e a E2F (para revisdo ver Shapiro & Harper,
1999; Malumbres & Barbacid, 2009; Wickliffe et al., 2009). Uma possivel redu¢do nos
niveis de ciclina E era esperada, visto a inibicdo da proliferacdo das células B16-F10
(Figura 9). No entanto, o tratamento com cerulenina ndo alterou seu conteudo protéico,
em nenhuma das concentracdes estudadas (Figura 13 A). Da mesma maneira, a inibicdo
de FASN néo alterou os niveis de outra importante ciclina para a transi¢do G1-S, a ciclina
D1, conforme demonstra a Figura 13 B. Também eram esperadas redu¢des no contetado
de ciclina D1, uma vez que seus niveis caem rapidamente quando ndo ha proliferacdo

celular (Neganova & Lako, 2008; Abbas & Dutta, 2009).
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Figura 13: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com cerulenina sobre o contetdo de
ciclinas E e D1. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com 5,0;
7,5 e 10,0 ug/mL de cerulenina por 24 h. Em seguida foram realizados western blottings para
checagem do contetido de ciclina E (1:500 - A) e D1 (1:200 - B), normalizados pelo contetdo de
beta-actina. Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05,
cerulenina versus DMSO, teste t de Student. Imagens representativas encontram-se acima de cada

grafico.
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Conforme dito anteriormente, as cdks sdo enzimas que agem a fim de promover
a progressao do ciclo celular (Fecher et al., 2009). Para dar inicio a fase S, € necessaria a
formagdo dos complexos ciclinaD/cdk4/6 e ciclina E/cdk2. Dentre as diversas cdks,
estudamos os efeitos da inibicdo de FASN sobre trés: cdk2, cdk4 e cdk6. Cdk2 é uma
guinase dependente de ciclinas (no caso, A e E), que desencadeia a passagem de G1
para S. Nas células de melanoma B16-F10 houve reducéo significativa dos niveis de cdk2
apés tratamento com as trés concentracdes de cerulenina estudadas (Figura 14 A),
justificando a inibicdo da proliferacdo das células B16-F10 (Figura 9). Na Figura 14 A
nota-se a presenca constante de 2 bandas para cdk2, as quais correspondem as suas
formas ativa, desfosforilada (33 kDa) e inativa, fosforilada (30 kDa) (Duli¢ et al., 1993). A
inibicdo de FASN, reduziu os niveis das duas formas de cdk2. Por outro lado, o
tratamento com cerulenina ndo alterou os niveis de outras quinases dependentes de
ciclina, cdk4 e cdk6, como mostram as Figura 14 B e C, respectivamente. Os complexos
formados por estas cdks e ciclina D fosforilam Rb e desencadeiam a sintese de ciclina E
(Malumbres & Barbacid, 2009). A auséncia de alteracédo de seus conteudos apos inibicdo
de FASN é interessante, uma vez que cdk4 e cdk6 também estdo envolvidas com a

continuidade da proliferagéo celular.
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Figura 14: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com cerulenina sobre o contetdo de
cdk2, cdk4 e cdk6. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com
5,0; 7,5 e 10,0 ng/mL de cerulenina por 24 h. Em seguida foram realizados western blottings para

checagem do contetido de cdk?2 (1:20,000 - A), cdk4 (1:50,000 - B) e D1 (1:500 - C), normalizados
pelo contelido de beta-actina. Os valores representam a média + EPM de 3 experimentos distintos;
*p<0,05, cerulenina versus DMSO, teste t de Student. Em D, imagens representativas dos western

blottings de cada proteina estudada.
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A inibicdo de FASN com cerulenina levou a uma reducdo dos niveis de cdk2,
mas nao de p27kipl e ciclina E, nas células de melanoma B16-F10, conforme demonstrado
nas Figura 14 A, 12 A e 13 A. Foram realizados experimentos de co-imunoprecipitacdo, a
fim de detectar possivel redugdo na formacdo dos complexos ciclinas/cdks. Esses
experimentos foram realizados em colaboracdo com a pds-doutoranda Dr2 Michelle
Agostini, do Laboratério de Biologia Celular, da Area de Patologia da FOP-UNICAMP.
Dados iniciais confirmam a reducdo do contetdo de cdk2 (24 h) e mostram aumento
tempo-dependente no contetido de p27" " apés tratamento com 10,0 ug/mL de cerulenina
(Figura 15). Apesar do contetdo de p27X"* nao ter sido alterado ap6s inibicdo de FASN
(Figura 12 A), nesse método foi analisado o contetdo de p27<"* total, que poderia estar
ou nao ligado ao complexo ciclina E/cdk2. J& nas co-imunoprecipitacdes foi significativo o
aumento de p27¢"* ligado a cdk2, o que contribui para a inibicdo da proliferacéo

decorrente da inibicdo de FASN (Figura 9).
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Figura 15: O tratamento de células B16-F10 com cerulenina aumenta os niveis de p27Kipl e
reduz de cdk2. Extratos protéicos totais de células B16-F10 tratadas com 10 pug/mL de cerulenina
ou DMSO por 12, 18 e 24 horas foram utilizados nos experimentos de co-imunoprecipitacdo (1 mg

por amostra) com 3 pg de anticorpos anti-cdk2 ou 3 ug de IgG de coelho (controle negativo). Os
imunoprecipitados foram aplicados em gel de poliacrilamida a 12% e transferidos para membrana

de nitrocelulose, as quais foram submetidas a western blotting com anticorpos anti-p27Kipl. Vinte
microgramas dos sobrenadantes dos imunoprecipitados da amostra tratada por 18 horas com
cerulenina e do extrato protéico total também foram utilizados na reacéo de western blotting. Apds

realizacao de stripping, a membrana foi re-incubada com anticorpo anti-cdk2.

57



Como dito anteriormente, a proteina Rb precisa ser fosforilada por ciclinas/cdks
(ciclina D1/cdk4, ciclina E/cdk2 ou ciclina A/cdk2) para que ocorra a passagem de G1
para S. Uma vez fosforilada, Rb se desliga de E2F, ativando a transcricdo de proteinas
necessérias para a progressao da fase S, como as ciclinas A e E (Li et al., 2006). Nossos
resultados iniciais sugerem que a inibicdo de FASN com cerulenina ndo altera os niveis
de Rb total (Figura 16), porém experimentos adicionais sdo necessarios para uma melhor
caracterizacdo dos contetidos de Rb total e fosforilado ap6s inibicdo de FASN nas células

B16-F10.

DMSO n‘
l
|

DMSO
10,0 pg/mL

DMSO

5,0 pg/mL l“

7,5 pg/mL

Figura 16: Efeitos do tratamento de células B16-F10 com cerulenina sobre o contetdo de Rb
total. As células B16-F10 foram plaqueadas, carenciadas por 24 h e tratadas com 5,0; 7,5 e 10,0
pug/mL de cerulenina por 24 h. Em seguida foram realizados western blottings para checagem do

conteudo de Rb total (1:200).

Para concluir, 0 gene supressor de tumor p16™“? que inibe o complexo ciclina
D/cdk4 e reduz a fosforilagdo de Rb, inibindo a proliferacdo celular, esta frequentemente
mutado em melanomas (Li et al., 2006; Fecher et al., 2009; Mitra & Fisher, 2009).
Experimentos prévios sugerem que o tratamento das células B16-F10 com cerulenina
aumentou o conteddo de pl16™“® nas trés concentragdes analisadas (dados n&o

mostrados).
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6 DISCUSSAO

Aumento da expressédo e atividade da enzima FASN foi detectado em diversos
tumores, contribuindo para os altos indices proliferativos das células tumorais (Milgraum
et al., 1997; Alo et al., 2000; Swinnen et al., 2002; Pizer et al., 1998; Vlad et al., 1999;
Piyathilake et al., 2000; Visca et al., 1999; Nemoto et al., 2001; Kusakabe et al., 2002;
Visca et al., 2003; Krontiras et al., 1999; Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004; Innocenzi
et al., 2003; Kapur et al., 2005; Takahiro et al., 2003; Rossi et al., 2006). Desse modo, a
inibicdo farmacolégica da enzima FASN é seletivamente citotoxica para as células
neoplasicas, resultando em inibicdo da progressdo do ciclo celular, com significativa
reducdo da proliferacdo e aumento das taxas de apoptose, e sugerindo forte correlacdo
entre a atividade de FASN e o controle do ciclo celular. (Pizer et al., 1998; Li et al., 2001,

Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005; Menendez et al., 2006).

No presente trabalho, estudamos os efeitos da inibi¢cdo farmacolédgica da enzima
FASN sobre a proliferagdo de células de melanoma murino B16-F10, utilizando a
cerulenina como inibidor de FASN. Mais especificamente, caracterizamos os efeitos da
inibicdo de FASN sobre o contetdo de algumas proteinas envolvidas na transicdo das

fases G1 para S do ciclo celular.

Inicialmente foram analisados os efeitos antiproliferativos da cerulenina sobre as
células tumorais B16-F10. A contagem do numero total de células mostra que houve
inibicdo significativa e dose-dependente da proliferacdo, a partir de 1,0 pg/mL de
cerulenina. Trabalho prévio de nosso grupo também mostrou efeitos inibitérios de 5,0

pg/mL de cerulenina sobre a proliferacdo de células derivadas de carcinoma espinocelular
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de boca (Agostini et al., 2004). Assim sendo, nossos resultados estdo de acordo com a
literatura, que mostra inibigcéo da proliferagéo em diferentes linhagens celulares diante da
inibicdo da enzima FASN (Pizer et al.,998; Li et al., 2001; Ho et al., 2007).

A reducdo do numero total de células B16-F10 foi acompanhada pela reducédo da
viabilidade celular, conforme mostram os resultados obtidos com o ensaio de MTT. Da
mesma maneira, tais achados concordam com trabalhos prévios (Menendez et al., 2004b;
Menendez et al., 2005; Ho et al., 2007), incluindo células B16-F10 tratadas com orlistat
(Carvalho et al., 2008). E importante ressaltar que as alteragcées morfologicas observadas
s6 foram visiveis a partir dos tratamentos de 5,0 pg/mL de cerulenina, o que justifica os
demais experimentos terem sido realizados com as concentragdes de 5,0; 7,5 e 10 pg/mL.

Essa reducao de viabilidade celular é decorrente de morte por apoptose, o que ja
foi previamente mostrado em outras linhagens tumorais, utilizando diferentes inibidores da
enzima FASN (Menendez et al., 2004; Zhou et al., 2007). Recentemente mostramos que,
apos a inibicdo de FASN, as células B16-F10 morrem exclusivamente por apoptose e nao
por necrose ou autofagia (Zecchin et al., 2010), assim conforme sugerido para células de
tumores gastricos tratadas com orlistat (Dowling et al., 2009). No presente trabalho,
guantificamos a porcentagem de apoptose nas células B16-F10 nas condicdes
experimentais estabelecidas. Desse modo, verificamos que o tratamento com 5,0 pg/mL
de cerulenina por 24 h ndo induziu niveis significativos de apoptose, em relacdo ao seu
controle. Ja o tratamento com 7,5 pg/mL de cerulenina elevou em 8,1 vezes o numero de
células marcadas com anexina V, enquanto 10,0 pg/mL de cerulenina aumentaram em
26,5 vezes a porcentagem de células em apoptose.

O préximo passo foi verificar os efeitos destas concentragdes de cerulenina sobre
a progressao do ciclo celular, uma vez que a inibicdo de FASN inibe a proliferacdo de

diversas linhagens tumorais, justamente por inibir a sintese de acidos graxos necessarios
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a sintese de membranas (Pizer et al., 1998; Li et al., 2001; Chirala et al., 2003, Menendez
et al., 2005; Ho et al., 2007; Murata et al., 2010). Em nossos experimentos, o tratamento
com cerulenina reduziu significantemente a proliferacdo das células B16-F10 conforme
demonstrado pela diminui¢cdo da porcentagem de células na fase S e aumento das células
em GO/G1. Interessantemente, 0 mesmo tratamento com 5,0 pg/mL de cerulenina que
ndo induziu morte, reduziu em 37% a proliferacdo das células B16-F10. A mesma
observacao é vélida para a concentracdo de 7,5 pg/mL, a qual induziu baixos indices de
apoptose, mas inibiu 65% da proliferagdo celular. Tais dados sugerem, portanto, que a
inibicdo de FASN primeiramente resulta em inibicdo da proliferacdo, para posteriormente
induzir apoptose nas células de melanoma B16-F10.

Diante da reduc¢éo da proliferagdo e da viabilidade celular apds tratamento com
cerulenina, realizamos experimentos para confirmar se os efeitos obtidos foram realmente
decorrentes da reducdo da atividade enzimatica de FASN. Ensaios de lipogénese com
agua triciada mostraram reducéo significativa e semelhante da atividade de FASN apos 6
h de tratamento com as trés concentragdes de cerulenina testadas (Carvalho et al., 2008;
Murata et al., 2010). A reducdo da lipogénese foi significativa a partir de 5,0 pg/mL de
cerulenina, embora esta inibicdo da atividade enzimatica de FASN nao tenha resultado
em apoptose. A reducéo da atividade de FASN foi semelhante para as trés concentragdes
estudadas, embora os efeitos das mesmas sobre a proliferacdo e apoptose tenham sido
distintos. Como estes foram vistos apds 24 h de tratamento, é possivel que nesse tempo
maior, os niveis de inibicdo de FASN tenham sido diferentes daqueles vistos com apenas
6 h de tratamento, para os ensaios de lipogénese. Refor¢cando essa hip6tese, verificamos
que somente 10,0 pg/mL de cerulenina reduziram os niveis protéicos de FASN apoés 24 h
de tratamento, conforme visto por western blotting. Para essa concentragéo, a cerulenina

nao so inibiu a atividade de FASN como também reduziu seus niveis nas células B16-
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F10, concordando com a literatura em que a reducdo dos niveis protéicos esta associada
a reducdo da atividade enzimética (Li et al., 2001; Ho et al., 2007; Carvalho et al., 2008).

As diferencas entre inibicdo da proliferacdo e apoptose podem ser explicadas
pela ordem dos acontecimentos diante da inibicdo da enzima FASN. Segundo Menendez
e Lupu, o primeiro efeito da inibicdo de FASN é a parada do ciclo celular com diminuicao
da proliferagdo tumoral, e s6 posteriormente ha apoptose (Menendez & Lupo, 2007). De
acordo com essa afirmacdo, Pizer et al. analisaram a incorporagdo de timidina ao DNA
apos a inibicdo de FASN com cerulenina e C75 em algumas linhagens de células de
carcinoma de colon e de leucemia. Os resultados mostraram inibicdo da replicacdo do
DNA apés 2 h de tratamento, enquanto a fragmentacdo cromossomal, um sinal
caracteristico da apoptose, ndo foi detectada antes de 6 h de exposicdo aos inibidores de
FASN (Pizer et al., 1998).

Analisamos, por western blotting, os efeitos da inibicdo de FASN sobre algumas
proteinas envolvidas na transicdo das fases GO/G1 para S do ciclo celular, j& que os
resultados mostraram acumulo de células nas fases GO/G1.

O primeiro complexo formado com a finalidade de fosforilar a proteina Rb e dar
inicio ao processo de progressao do ciclo celular € constituido por ciclina D/cdk4/cdk6 e
neste momento p21WAFYCPL e p27"Pt 50 co-fatores positivos para a progresséo do ciclo
celular afetando a atividades das ciclinas D, E e A (Li et al., 2006; Masamha, 2009; van

QWAFLCPL nas células de

Riggelen & Felsher, 2010). Houve aumento significativo de p2
melanoma B16-F10 tratadas com cerulenina, assim como verificado demonstrado em
células RKO, de céancer de colon (Li et al., 2001) e em células A-375, de melanoma
humano (Ho et al., 2007), resultando em menor proliferagdo. Em células TCA, de

carcinoma espinocelular bucal, a cerulenina foi responsavel por inibir a palmitoilacéo de

p21WAFYCIPL o “nortanto, reduziu a proliferacdo celular (Zhang et al., 2005).
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Apesar de n&o ter ocorrido aumento dos niveis totais de p27" ", o tratamento
com 10,0 pg/mL de cerulenina resultou em aumento do contetdo de p27""* co-
imunoprecipitado com cdk2. Aumento de p27X** foi detectado em células de carcinoma de
estdbmago, apoés inibicdo de FASN com orlistat (Menendez et al., 2005). Mutacdes e
dele¢bes homozigotas no gene que codifica p27 sao raras em melanomas, embora a
metilagdo, processo pelo qual um grupo metil é adicionado ao gene, possa alterar a
expressdo da proteina p27" ", causando seu silenciamento transcricional (Li et al., 2006).
Desse modo, o aumento da regulacdo de p27“"* age como um mecanismo de
sobrevivéncia para as células de melanoma, por inibir a morte por apoptose (Li et al.,
2006). A inibicdo ou silenciamento de p27“"* tem o propoésito de inibir sua atividade de cki,
permitindo a proliferagdo excessiva de células tumorais. Sendo assim, o aumento do
conteddo desta proteina ligada a cdk2 demonstra que a inibicdo de FASN ativa
importantes mecanismos de combate a proliferacdo desordenada das células de
melanoma B16-F10. Paralelamente, vimos redugdo significativa de Skp2, envolvida
diretamente na ubiquitinacdo e degradacéo de p27"** (Li et al., 2006), apds tratamento
com cerulenina, assim como visto por Carvalho et al. (2008), em células B16-F10 tratadas
com orlistat. Em células de melanoma, o aumento da proliferacdo associado a diminuicao
da expressdo de p27"* pode ser explicado pelo constante aumento da expresséo de
Skp2, embora alguns trabalhos ndo tenham conseguido fazer esta associagéo (Li et al.,
2006). Concluimos, entéo, que o tratamento com cerulenina além de preservar a atividade

de cki da proteina p27""* impediu que esta fosse ubiquitinada pela proteina Skp2.

O tratamento com cerulenina ndo alterou o conteddo das proteinas ciclina D1,
cdk4 e cdk6. E possivel que os niveis aumentados de p21"*FCP! resultem em inibicéo da

atividade dos complexos ciclina D/ckd4/cdk6 (Li et al., 2006), necessarios para
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fosforilagdo e inativagdo de Rb progressao na fase S (Li et al., 2006), o que poderia
explicar o fato do nivel destas proteinas néo ter sido alterado. Entretanto, sabe-se que a
cerulenina reduz o conteudo de ciclina D1 conforme demonstrado em células SK-Br3, de
cancer de mama (Menendez et al., 2004). Apesar do gene que codifica p16 apresentar-se
mutado ou deletado na maioria das linhagens celulares de melanoma, vale lembrar que
p16™“® & uma cki que tem como alvos principais as proteinas cdk4 e cdk6, ou seja, em
condicbes normais efou diante de uma progressdo desregulada do ciclo celular, esta
proteina inibe a ativagdo das proteinas cdk4 e cdk6 pela ciclina D, impedindo assim a

progresséo do ciclo celular (Ellis et al., 1999; Li et al., 2006).

O complexo ciclina E/cdk2 desempenha papel essencial para a transi¢cdo G1-S,
embora alguns trabalhos tenham sugerido que essas proteinas desempenhem papéis
independentes, possivelmente no controle da replicagcdo do DNA (Coulonval et al., 2003;
Geng et al., 2007). A deficiéncia de genes que codificam ciclinas E1 e E2 € letal para
embries de camundongos, como resultado de defeitos placentérios, o que ndo ocorre na
deficiéncia de genes que codificam cdk2 (Geng et al., 2003; Parisi et al., 2003). Apesar da
inibicdo da proliferacéo decorrente da inibicdo de FASN néo ter alterado o contetdo de
ciclina E, os niveis de cdk2 mostraram-se reduzidos. Lembrando que cdk4 e cdk6
contribuem para a ativacdo de cdk2 por dois mecanismos, sendo 0 primeiro a parcial
fosforilacdo de Rb que libera E2F desencadeando a sintese de ciclina E que por sua vez
ativa cdk2, e o segundo pela ligacdo do complexo ciclina D/cdk4 e 6 aos potentes
inibidores de cdk2, p21WAFYCPl e p27P! sem perder a atividade de quinase (Carnero,
2002; Neganova, 2008). Além disso, ha aumento da expressado de ciclina E e cdk2 na

progressdo de melanomas, sendo que o tratamento de linhagens tumorais de melanoma,
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com inibidores de cdk2 também reduz a proliferacdo e induz parada das células em G1

(Fecher et al., 2009), assim como verificamos com a cerulenina.

Correlacionando os dados apresentados, podemos sugerir que a inibicdo de
FASN com cerulenina resultou em inibigcdo da proliferacdo das células de melanoma B16-
F10 através do seguinte mecanismo: o aumento de p21"**/“P! pode ser o responsavel
pela inibicdo dos complexos ciclina D/cdk4 e 6, impedindo que houvesse fosforilacéo e
ativagcao de Rb. Uma vez néo fosforilado, Rb néo teria sido capaz de estimular a sintese
de ciclina E em quantidade suficiente para ativar cdk2, a qual apresentou-se diminuida em
nosso modelo. Paralelamente, a reducdo de Skp2 sugere auséncia de ubiquitinagcéo e
degradagdo de p27", o que pode ter permitido a esta proteina inibir o complexo ciclina

E/cdk2 e, portanto, inibir a progresséo do ciclo celular.

Em conjunto estes resultados demonstram que a inibicio de FASN
primeiramente altera os niveis de proteinas envolvidas na transicdo de G1 para S, tais
como p21WAFYCPL - no7KIPl e Skp2, e posteriormente induz apoptose em células de

melanoma murino B16-F10.
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7 CONCLUSOES

v O tratamento de células de melanoma B16-F10 com cerulenina reduz a

proliferacéo e induz apoptose de maneira dose-dependente.

v" A inibicdo de FASN aumenta os niveis protéicos de p21"WA™/CP! total e de p27¢P*

co-imunoprecipitado com cdk2, em células de melanoma B16-F10.

v' O tratamento com cerulenina reduz os niveis protéicos de FASN, Skp2 e cdk2, em
células de melanoma B16-F10, sem alterar o conteudo de cdk4, cdk6, Rb total,

ciclina D1 e ciclina E.

v" A inibicdo de FASN com cerulenina primeiramente altera os niveis de proteinas
envolvidas na transicdo de G1 para S e posteriormente induz apoptose em células

de melanoma murino B16-F10.
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