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RESUMO

A acido graxo sintase (FASN) é a enzima responsavel pela biossintese
enddgena de acidos graxos e apontada como uma oncoproteina metabdlica, por
favorecer a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais nas quais sua
expressao € elevada. Varios sao os compostos capazes de inibir a atividade de
FASN, dentre eles o orlistat (Xenicalg), que possui efeitos antiproliferativos
previamente mostrados em células de cancer de mama, prostata, boca e
melanoma. O sistema imunolégico apresenta um importante papel na prevencao e
defesa do organismo contra neoplasias malignas. As células do sistema imune
que se infiltram nos melanomas sao produtoras de uma vasta gama de citocinas,
dentre elas interleucina 12 (IL-12) e interferon gama (IFN-y) que favorecem uma
resposta imune bem sucedida contra os tumores, porém, as células dos
melanomas possuem capacidade de produzir interleucina 10 (IL-10) e fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), capazes de inibir as células
imunocompetentes, favorecendo a progressdo tumoral e disseminacao
metastatica. O objetivo deste estudo foi avaliar a secrecao das citocinas IL-10, IL-
12, IFN-y e TGF-B pelas células de melanoma murino B16-F10 apds tratamento
com orlistat. Para isto, inicialmente determinou-se a dosagem de orlistat capaz de
inibir a proliferacao celular em 50% (ICsp). Em seguida, as células foram tratadas
por 24 e 48 horas, quando realizou-se a quantificacdo da secreg¢ao das citocinas
por ELISA. ApGs 24 horas de tratamento, observou-se aumento da secregéo de IL-
10 e IL-12, no entanto, ap6s 48 horas de tratamento nao foi detectada diferencas
estatisticamente significantes na secrecdo de ambas as citocinas, quando
comparadas aos seus controles. IFN-y e TGF-B ndo foram detectaveis. Assim, os
resultados desta pesquisa mostram que o tratamento com orlistat alterou a
producdo das citocinas IL-10 e IL-12, sugerindo que o tratamento promove um

equilibrio entre estas citocinas pré e anti-inflamatérias nas células estudadas.
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ABSTRACT

Fatty acid synthase (FASN) is the enzyme responsible for the endogenous
biosynthesis of fatty acids suggested as a metabolic oncoprotein by promoting
proliferation and survival of cancer cells. Several compounds are known to inhibit
FASN activity, including orlistat (Xenical®), which has antiproliferative effects in
breast, prostate, and oral cancer as well as melanoma cells. Melanoma is an
aggressive malignant tumor of melanocytes with high propensity for metastatic
spread and resistant to chemotherapy. The immune system plays an important role
in the prevention and defense against malignant neoplams. In fact, immune cells
that infiltrate melanomas produce a wide range of cytokines, such as interleukin 12
(IL-12) and interferon gamma (IFN-y), which favor a successful immune response
against the tumor. However, melanomas cells are able to produce interleukin 10
(IL-10) and transforming growth factor beta (TGF-B) and in turn inhibit
immunocompetent cells, favoring tumor progression and metastatic spread. The
aim of this research was to evaluate the effect of the FASN inhibitor orlistat on the
secretion of the cytokines IL-10, IL-12, IFN-y and TGF-B by B16-F10 mouse
melanoma cells. For this purpose, we first searched for the ICso Of orlistat in B16-
F10 cells. Then, cells were treated for 24 and 48 hours with the drug and the
secretion of cytokines quantified by ELISA. After 24 hours of treatment the
secretion of IL-10 and IL-12 was increased, however, after 48 hours there were no
statistically significant changes in the secretion of both cytokines, compared to their
controls. IFN-y and TGF-$ were not detectable. Thus, the results of this study show
that the treatment with orlistat change the production of IL-10 and IL-12,
suggesting a balance between the secretion of pro- and anti-inflammatory

cytokines.

Keywords: Fatty acid synthase .Orlistat.Melanoma. Immune system.Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A &cido graxo sintase (FASN) € a enzima responsavel pela biossintese
endégena de acidos graxos saturados de cadeia longa a partir dos precursores
malonil-CoA e acetil-CoA (Baron et al., 2004, Flavin et al., 2010). Em células
normais, exceto aquelas pertencentes a tecidos altamente lipogénicos como
figado, tecido adiposo, glandula mamaria durante a lactagao e endométrio na fase
proliferativa, ha pouca atividade de FASN e a maior parte dos acidos graxos
utiizados provém da dieta (Kuhajda et al., 2000). Recentemente, FASN foi
apontada como uma oncoproteina metabdlica, devido a sua habilidade em
favorecer o crescimento e sobrevivéncia das células tumorais (Flavin et al., 2010).
De fato, sua expressdao é bastante elevada em diversos tipos de neoplasias
malignas, como os canceres de mama (Bershtein et al., 2009), pulmao (Piyathilake
et al., 2000), prostata (Rossi et al, 2003; Shah et al, 2006), carcinoma
espinocelular oral (Silva et al., 2004) e também melanomas (de Andrade et al.,
2011).

Varios sdo os compostos capazes de inibir a atividade de FASN, dentre
eles estao cerulenina, ¢75 e orlistat. Cerulenina e ¢75 bloqueiam a sintese de DNA
e causam apoptose em linhagens celulares derivadas de diferentes tumores
malignos (Pizer et al., 1998a; Kuhajda et al., 2000; Alli et al., 2005). O orlistat
(tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche como Xenical®) é usado no
tratamento da obesidade por inibir de forma irreversivel a agdo de lipases
gastricas e pancreaticas (Guerciolini et al., 1997). Posteriormente, sua atividade
como potente inibidor da atividade de FASN atuando através da formacdo de
adutos covalentes com o dominio tioesterase foi evidenciada (Kridel et al., 2004;
Flavin et al., 2010). Assim como cerulenina e c75, orlistat também tem importantes
efeitos anti-proliferativos, demonstrados em células de cancer de mama,prostata,
carcinoma espinocelular oral e melanomas (Menendez et al., 2004, Agostini et al.,
2004; Carvalho et al.,2008).



O melanoma resulta da transformacdo maligna dos melandcitos
cutaneos, células que produzem o pigmento natural da pele melanina, localizados
na camada basal do epitélio. Esta neoplasia ocorre principalmente em adultos
brancos com histéria prévia de exposicao a radiacao ultravioleta (UV) (Neville et
al., 2009). Aproximadamente 90% das les6es acometem a pele, porém podem
ocorrer na mucosa oral, esdéfago, meninges e também na conjuntiva (Kiecker et
al., 2007; Femiano et al., 2008; Guevara-Canales et al., 2011; Machado et al.,
2011; Spagnolo et al., 2012;). O melanoma é conhecido pelo seu comportamento
clinico agressivo, alta propensao para emissdo de metastases e resisténcia ao
tratamento quimioterapico,sendo considerado um grave problema de salde
publica em todo o mundo, inclusive no Brasil (INCA, 2014; Aris & Barrio, 2015).
Quando o diagnéstico é tardio e a doenca se apresenta em estagio avancado,
com metastases, o tratamento € pouco efetivo e as chances de cura escassas
(Finn et al., 2012; Livingstone et al., 2012). O tratamento para os melanomas
consiste na remogéao cirurgica do tumor com margens de seguranga, associada a
imunoterapia, quimioterapia e/ou radioterapia nas lesdes invasivas. Nos ultimos,
anos o tratamento para o melanoma tem mostrado alguns avangos, como terapias
especificas para vias oncogénicas e ativacdo do sistema imunolégico (Aris &
Barrio, 2015).

O sistema imunologico apresenta um importante papel na identificagéo,
prevencao e defesa do organismo contra neoplasias malignas (Coussens & Werb,
2002). O microambiente tumoral nao é formado apenas por células neoplasicas,
mas por varios outros tipos de célula, incluindo as do sistema imune (Holen et al.,
2011; Quail et al., 2013). Nos melanomas, as células do sistema imune que se
infiltram no tumor s&o capazes de produzir uma vasta gama de citocinas, que sao
proteinas responsaveis por enviar sinais estimulantes, modulatérios ou inibitérios
para diversas células do sistema imunoldgico, favorecendo o desenvolvimento de
uma resposta imune antitumoral ou uma atividade imunossupressora, permitindo a
progressao tumoral e sua disseminagdo metastatica (Varella & Forte, 2001;
revisado por llkovitch & Lopes, 2008).



Diante do exposto, tendo em vista que a elevada expressao de FASN
esta associada a agressividade tumoral e desenvolvimento de metastases, este
estudo teve como objetivo avaliar a producéo das citocinas interleucina-10 (IL-10),
interleucina-12 (IL-12), fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e
interferon gama (IFN-y) por células de melanoma murino B16-F10 tratadas com o
inibidor de FASN orlistat.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enzima Acido Graxo Sintase (Fattty Acid Synthase — FASN)

Alteragbes no metabolismo de células malignas humanas tem sido
reconhecidas desde os anos 1920, com a observacao do aumento da glicélise
anaerdbica nestas células (Kuhajda et al., 2006). Muitos tipos de neoplasias
malignas apresentam fendtipo lipogénico, onde suas células necessitam de um
fornecimento extra de &cidos graxos para proliferacdo e sobrevivéncia
(Kuemmerle et al., 2011). Os acidos graxos sao constituintes essenciais das
membranas biolégicas e importantes substratos para o metabolismo energético,
para acilagdo de proteinas e para os mecanismos de transdugédo de sinais e de
regulacao da expressao génica(Menendez & Lupu, 2007). As principais fontes de
acidos graxos para o metabolismo animal sdo a dieta e a sintese enddgena
através da enzima acido graxo sintase (FASN). Apesar das células malignas
aparentemente darem preferéncia a segunda, possuem capacidade de obter
acidos graxos pré-formados derivados da dieta por absorgdo na corrente
sanguinea (Menendez & Lupu, 2007; Kuemmerle etal., 2011).

Estruturalmente, em mamiferos, FASN é um homodimero formado por
duas cadeias polipeptidicas multifuncionais, com massa molecular de 250-270
kDa, contendo em cada cadeia sete sitios cataliticos e um sitio para a proteina
transportadora de acil (ACP). Estes sitios sdo, em ordem linear a partir da
extremidade amino terminal em diregdo a carboxil terminal, B-cetoacil sintase,
acetil-CoA e malonil-CoA transferases, B-hidroxiacil desidratase, enoil redutase, 3-
cetoacil redutase, ACP e tioesterase, que atuam em sequéncia para a liberagao do
acido graxo recém-sintetizado (Smith et al.,, 2003; Flavin et al., 2010). FASN
catalisa a sintese do acido graxo saturado palmitato a partir da condensagéo dos
substratos de carbono acetil-CoA e malonil-CoA, utilizando nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) como cofator, exercendo um papel central

na homeostase de energia através da conversdao do excesso de carbono em



acidos graxos para armazenamento (Baron et al., 2004; Lee et al., 2009; Migita et
al., 2009, Flavin et al., 2010).

FASN é importante em diversos processos biolégicos, dentre os quais o
armazenamento de energia, producdo de acidos graxos durante a lactagao,
sintese de membranas celulares, manutencdo do ciclo endometrial em fase
proliferativa e producdo da substancia surfactante nos pulmbes de fetos em
desenvolvimento (Kuhajda et al., 2000; Lu et al., 2004). Entretanto, sua expressao
€ baixa na maioria dos tecidos normais, com excecao do figado, tecido adiposo e
glandulas mamarias, pois a maior parte dos acidos graxos usados pelas células
provém da dieta (Menendez & Lupu, 2007; Flavin et al., 2010). Por outro lado, em
células malignas os acidos graxos sao sintetizados em grande quantidade para a
formacdo das membranas, producdo de energia através da [-oxidagdo e
modifica¢des lipidicas em proteinas (Flavin et al., 2010). Alta expressdo de FASN
foi descrita nos canceres de mama (Li et al., 2008; Bershtein et al., 2009), préstata
(Rossi et al., 2003; Shah et al., 2006), ovario Wang et al., 2005; Ueda et al.,
2010), endométrio (Sebastiani et al., 2004), es6fago (Orita et al., 2010), estbmago
(Kusakabe et al., 2002; Rossi et al., 2006), pulmao (Wang et al., 2002, Visca et al.,
2004), bexiga (Visca et al., 2003), nos carcinomas de células renais (Horiguchi et
al., 2008), espinocelular oral (Silva et al., 2008; Silva et al., 2009), colorretal (Ogino
et al., 2009), de pancreas (Witkiewicz et al., 2008; Yang et al., 2011) e da tireoide
(Vlad et al., 1999), no mieloma multiplo (Wang et al., 2008), e nos melanomas de
pele e oral (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005; Andrade et al., 2011), além
dos sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003) e linfomas nao-Hodgkin
(Uddin et al., 2010).

A regulacdo da expressao de FASN no cancer € complexa e ocorre na
transcricdo e apds a traducao (Flavin et al., 2010). Na primeira, a via do fator de
crescimento epidérmico (EGF), através de EGFR e ErbB2, e a dos hormdnios
esteroides (estrégeno, progesterona e androégenos) e seus respectivos receptores
(Menendez et al., 2004; Zhang et al., 2005; Mashima et al.,2009) se destacam.Nas

células tumorais, fatores de crescimento e seus receptores ativam a cascata de



transducdo de sinais da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K-AKT) e das quinases
regulatérias de sinais extracelulares (ERK1 e ERK2) e MEK (proteina ERK ativada
por mitdgeno), as quais modulam a expressao de FASN através da expressao ou
maturacao nuclear das proteinas SREBP1c (Sterol Regulatory Element Binding
Protein 1c¢) que se ligam ao promotor de FASN. Os horménios esteroides ligados a
seus respectivos receptores podem desencadear mecanismos semelhantes
(Menendez & Lupu, 2007; Flavin et al., 2010).A expressdao de FASN também pode
ser modificada em nivel pdés-traducional, através da interagdo com USP2a,
isopeptidase que remove ubiquitina de FASN. No cancer de prostata, a enzima
USP2a interage com FASN evitando assim que FASN seja degradada pelos
proteossomos (Graner et al., 2004).

2.2 Inibidores de FASN

Devido a alta expressdao de FASN em tecidos malignos, inibidores
farmacoldgicos desta enzima se tornam ferramentas em potencial para o controle
do cancer (Menendez & Lupu, 2007). Dentre eles a cerulenina, seu analogo
sintético c75 e orlistat, c93, C247 e FAS31 tém sido bastante estudados
(Menendez & Lupu, 2007; Flavin et al., 2010).

A cerulenina ([2R,3S] - 2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans,
transdodecadienamida) € um produto do fungo “cefalosporium caerulens” que atua
como inibidor da sintese de acidos graxos bloqueando de maneira irreversivel a
atividade de FASN no sitio B-cetoacil sintase, onde ocorre a condensacao de
acetil-CoA e malonil-CoA (Pizer et al., 1996; Kuhajda et al., 2000). Seu uso in vivo
é limitado, pois é instavel devido a presenca de um grupo epOxi extremamente
reativo (Lupu & Menendez, 2006). C75 é uma pequena molécula sintética,
derivada da cerulenina, que apresenta efeitos inibitérios similares porém é estavel
e tem melhor efeito in vivo(Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).Tanto cerulenina
como ¢75 causam significativa inibicao da progressao do ciclo celular, bloqueando
a passagem para a fase S em linhagens celulares derivadas de neoplasias



malignas humanas (Pizer et al., 1996; Kuhajda, 2000; Li et al., 2001; De Schrijver
et al., 2003). A inibicdo da atividade de FASN causa também aumento na taxa de
morte por apoptose em células malignas (Li et al., 2001; Knowles et al., 2004).
Orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado como Xenical) € um derivado
semissintético da lipstatina, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
para o tratamento da obesidade que inibe a acdo das lipases gastricas e
pancreaticas (Guerciolini et al., 1997). Seu efeito sobre FASN foi descrito em
estudo proteébmico em cancer de préstata, o que causa forte inibicdo da
proliferacdo em varias linhagens de céancer de prostata, bem como reducdo do
crescimento tumoral em modelo animal (Kridel et al., 2004, Flavin et al. 2010).
Orlistat atua através da formacao de adutos covalentes com o dominio tioesterase
da enzima FASN, responsavel pela liberacdo do palmitato (Flavin et al., 2010).
Dowling et al. (2009) mostraram que esta droga aumenta as taxas de apoptose em
células de tumores gastricos, além de aumentar a sobrevida de camundongos
portadores desta neoplasia. Agostini et al. (2014) estudaram os efeitos do orlistat
em um modelo murino ortotopico de metastase espontanea de CEC de lingua, no
qual foi observada reducdo de 43% no numero de linfonodos cervicais

metastaticos e aumento no indice apoptotico e da secrecao de VEGFA 165p.

2.3 Melanoma

O melanoma é uma neoplasia maligna dos melanécitos de pele ou
membranas mucosas (Barnes et al., 2005). Esta doenca é considerada um
problema de saude publica mundial e sua incidéncia estd aumentando nos dltimos
30 anos (Erdei & Torres, 2010; Aris & Barrio, 2015). Por ano, cerca de trés milhdes
de novos casos de cancer de pele sdo diagnosticados no mundo e o melanoma
corresponde a aproximadamente 132 mil destes casos, sendo o terceiro cancer de
pele mais comum, o que corresponde a apenas 5% do total (Gray-Schopfer, 2007,
Neville et al., 2009). No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), para o ano de 2014 estimou-se 5.890 novos casos de melanoma, sendo

2.960 em homens e 2.930 em mulheres. O melanoma possui menor incidéncia em



relacdo aos demais canceres de pele, porém é significativamente mais letal (INCA
2014).

O melanoma é observado principalmente em adultos brancos na faixa
etaria de 50 a 55 anos com histéria prévia de exposicao a radiacdo UV (Neville et
al., 2009). Aproximadamente 90% das les6es acometem a pele, porém podem
ocorrer lesbes em mucosa oral, no es6fago, meninges e também nos olhos
(Kiecker et al., 2007; Femiano et al., 2008; Guevara-Canales et al., 2011;
Machado et al., 2011; Spagnolo et al., 2012). O risco para o desenvolvimento do
melanoma é de duas a oito vezes maior quando ha histérico familiar da leséo.
Outros fatores de risco incluem pele e cabelos claros, nevos melanociticos pré-
existentes e mutacdes (Li et al., 2006; Neville et al., 2009).

O acumulo de mutagdes em melanécitos resulta em transformacao
maligna e genes supressores de tumor ja foram associados a progressao da
doenca (Hussein, 2004). Dentre os genes ligados a suscetibilidade para o
melanoma incluem CDKNZA (p16), no cromossomo 9p21, responsavel pela
expressao das proteinas p16inksa € p14arr, envolvidas na regulagéo do ciclo celular
(Chin, 2003). Mutagdes neste gene sdo responsaveis por cerca de 20% dos casos
de melanoma familiar (Tucker & Goldstein, 2003). Outro gene envolvido é o
CCND1, localizado no cromossomo 11913 e responsavel pela expressdao da
ciclina D1 (Utikal et al., 2005). Mutagcbes nos genes que codificam as proteinas da
familia ras e as serina/treonina quinases raf, o fator de crescimento de hepatécitos
(HGF/SF) e seu receptor c-MET, assim como as proteinas supressoras de tumor
PTEN, p53, p27Kip1 e p21, também ja foram descritas (Chin, 2003; Chudnovsky
etal., 2005; Li et al., 2006).

O melanoma é muito conhecido pelo seu comportamento clinico
agressivo, alta propensdo para emissdo de metastases e resisténcia ao
tratamento quimioterapico. Se diagnosticado precocemente, 80% dos casos sao
curados através da remocao cirlrgica, no entanto, a forma metastatica é
altamente refrataria as terapias atuais, com uma média de sobrevida de 6 meses

(Aris & Barrio, 2015). O prognéstico ruim deve-se a disseminacdo metastatica para



o figado, pulmdes, cérebro, ossos, ovario, estdmago, pancreas e intestino delgado
(Hawes et al., 2001; Rodolfo et al., 2004; Feldman et al., 2004; Atallah & Flaherty,
2005; Katz et al., 2005; McWilliams et al., 2005; Liang et al., 2006; Belagyi et al.,
2006).

O tratamento para o melanoma consiste na remogao cirdrgica do tumor
com adequada margem de seguranca. Melanomas invasivos ou com
comprometimento dos linfonodos podem ser tratados cirurgicamente e associado
com imunoterapia, quimioterapia e/ou radioterapia (Aris & Barrio, 2015). Nos
ultimos cinco anos o tratamento para o melanoma tem mostrado alguns avangos,
como terapias especfificas para vias oncogénicas e ativacdo do sistema
imunoldgico. Terapias combinadas tem sido uma estratégia racional e a aprovagéo
de drogas especificas, tais como vemurafenib e dabrafenib e anticorpos
monoclonais como ipilimumab e pembrolizumab, tras novas perspectivas para o
tratamento do melanoma avancado (Miller et al., 2014, Aris & Barrio, 2015).

2.4 Expressao de FASN em Melanomas

O cancer resulta do acumulo de alteragcbes genéticas e epigenéticas
que afetam o crescimento, proliferacdo e sinalizacdo celular (Scully & Bagan,
2009).As células malignas, diferentemente das normais, sintetizam quantidades
substanciais de 4&cidos graxos, independentemente dos niveis circulantes e
adquirem assim vantagens na proliferacdo, sobrevivéncia e na resisténcia a
medicamentos (Agostini et al., 2014).

Ho et al. (2007) avaliaram a inibicao de FASN em células de melanoma
humano A-375 com cerulenina e c75 e observaram que a proliferacdo e a
viabilidade celular foram reduzidas apds os tratamentos. No mesmo trabalho, os
efeitos pré-apoptdticos dos inibidores foram confirmados usando microscopia
confocal através de marcacdo com anexina V-FITC e iodeto de propidio. Estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa (Carvalho etal., 2008) mostrou que a
inibicdo de FASN com orlistat reduz a proliferagdo e causa apoptose na linhagem

B16-F10, oriunda de melanoma de camundongo. Os mesmos autores



demonstraram reducdo de 52% no numero de metastases espontaneas em
camundongos C57BL/6 com melanomas intraperitoneais apds o tratamento com
orlistat.

Também do nosso grupo, Zecchin et al. (2011) relataram que a inibicao
de FASN nas células B16-F10, com orlistat ou cerulenina, induz apoptose através
da via intrinseca, causada pela ativacao das caspases -9 e -3 e liberacdo do
citocromo c, independente da ativagéo de p53, de calcineurina, ou da abertura de
poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial. Seguin et al. (2012)
descreveram redugcdo de 53,4% nas metdstases pulmonares experimentais a
partir da inoculacao das células de melanoma B16-F10 na cauda de camundongos
C57BL/6 apos tratamento com orlistat. Observaram também diminui¢do dos vasos
sanguineos peritumorais em melanomas experimentais cutdneos tratados com
orlistat, além de reducdo da viabilidade, da proliferacdo e da capacidade de
formacao de estruturas do tipo capilar in vitro por células endoteliais. Em conjunto,
estes resultados sugerem que a inibicdo de FASN pode ser util no tratamento do
melanoma, visando o controle da sua disseminacao metastatica.

Corroborando resultados estritamente laboratoriais, Innocenzi et al.
(2003) demonstraram, por imuno-histoquimica, que FASN ¢ altamente
expressa em melanomas e observaram correlacdo positiva entre a sua
expressao e o indice Breslow, que avalia a profundidade do tumor em
milimetros. No mesmo estudo, foi observada ainda uma correlacdo inversa
entre a expressdo de FASN e o tempo de sobrevida dos pacientes, onde uma
alta expressao de FASN esteve associada a maiores taxas de recorréncia,
maior risco de desenvolvimento de metastases e consequente pior prognéstico
e menor sobrevida. Na mesma linha, Kapur et al. (2005) avaliaram a expressao
imuno-histoquimica de FASN em 48 melanomas primarios e 18 metastaticos e
observaram aumento gradual da producdo de FASN de acordo com a
agressividade tumoral, o que foi correlacionado positivamente com os indices de

Breslow e Clarck.
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2.5 Melanoma e resposta imune

A inflamacdo desempenha um papel importante na melanogénese, pois
quando induzida por radiacdo UV esta associada a um maior fluxo de sangue,
maior permeabilidade vascular e danos as estruturas celulares, decorrentes de
espécies reativas de oxigénio (revisado por Margolin, 2014). A imunossupressao
induzida pela radiagdo UV reduz o nimero de células de Langerhans, diminui a
apresentacao de antigenos, a producdo de citocinas e outras substancias com
efeitos supressores, tais como IL-4, IL-10 e prostaglandina E2. A radiacdo UV
também estimula a producdo de fatores de crescimento com efeitos na
tumorigénese, tais como o fator estimulante alfa-melanécito e o fator de ativacao
de plaquetas (PAF). A neuropilina-1, membro da familia de receptores do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), contribui para os efeitos pr6-tumoraisem
células T reguladoras no melanoma, sendo seus efeitos mediados pelo fator de
crescimento transformante beta (TGF-B) (revisado por Margolin,2014).

Omicroambiente tumoralé formado ndo apenas por células neoplasicas,
mas também por células do estroma, células do sistema imunoldgico e varios
outros tipos de células ndo tumorais, além de outros elementos como citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento e nutrientes que podem promover alteragcoes
nas células tumorais (Joyce et al., 2009; Holen, 2011; Quailet a., 2013). Nos
melanomas, grande parte das células ndo tumorais é representada por células do
sistema imune, como macréfagos, linfécitos T e B, células natural killer e células
dendriticas, além de eosindfilos e neutréfilos em menor quantidade (Hillen et al.,
2008). Assim como em outros tumores, as células do sistema imune que se
infiltram nos melanomas sdo produtoras de uma vasta gama de citocinas, em
especial as de padrédo Th1, como IL-12, TNFa e IFN-y, que favorecem o
desenvolvimento de uma resposta imune bem sucedida contra os tumores (Sica et
al., 2000; revisado por Balkwill & Mantovani, 2001; revisado por llkovitch & Lopes,
2008). No entanto, as células de melanoma possuem capacidade de produzir IL-

10 e TGF-B, os quais convertem a resposta imune para um padrdao Th2,
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exercendo assim atividade imunossupressora, uma vez que podem inibir células
imuno-competentes favorecendo a progressao tumoral e disseminagéo

metastatica (Enzmann et al., 1998; revisado por llkovitch & Lopes, 2008).

2.6 Citocinas

Citocinas sao proteinas secretadas pelas células da imunidade inata e
adaptativa que atuam como sinais estimulantes, modulatérios ou inibitérios para
diversas células do sistema imunolégico (Varella & Forte, 2001). Sdo produzidas
pelas células do proprio sistema imunolégico, como os mondcitos, macréfagos,
células T ativadas, células B, células natural killere também por fibroblastos,
através da ativacdo de proteina-quinases ativadas por mitbgenos e também
células tumorais. Diferentemente dos horménios classicos, as citocinas ndo séo
armazenadas como moléculas pré-formadas e atuam especialmente por
mecanismos paracrino e autocrino (Lin et al, 2000;Mehraet al., 2005; Spragueet
al., 2009; Sommer et al, 2010), exercendo suas funcbes em receptores especfficos
nas membranas das células alvo. A ligacdo ao receptor é feita com alta
especificidade na porcao extracelular, o que promove uma sinalizagao intracelular
envolvendo as proteinas da porcéo citosolica (Hanada & Yoshimura, 2002).

As citocinas desempenham um papel importante na defesa do
hospedeiro contra microrganismos, pois ativam a imunidade inata através da
inducdo de inflamacédo local e respostas sistémicas de fase aguda. Sao
importantes na iniciacao, ampliacao, direcdo, mediacao e regulagdo da imunidade
adaptativa (Holdsworthet al., 2015). No entanto, quando ndo ha resolugdo do
processo, ocorreo estabelecimento de uma inflamagéo crénica devido ao excesso
de o de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que produzem reacdes
inflamatérias ndo controladas (Sethiet al., 2012).

As citocinas podem ser classificadas de varias formas, sendo a mais
comum quanto a sua origem celular. As citocinas derivadas de linfécitos T
auxiliares (T helper, Th) sao classificadas em dois tipos, Th1 e Th2. As citocinas

Th1, em sua maioria pré-inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 e TNF), estimulam a
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fagocitose de células infectadas através da ativacdo de macréfagos,
desencadeiam a producdo de anticorpos e ativam o sistema complemento que
contribui para a opsonizacdo das particulas a serem fagocitadas (Raghupathy,
2001). As citocinas tipo Th2 sdo as IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que
medeiam a defesa humoral e tem carater anti-inflamatorio, estimulando a
producdo de anticorpos contra antigenos extracelulares, sendo também
responsaveis por inibir as fungdes macrofagicas (Raghupathy, 2001; Sprague et
al., 2009).

2.6.1Interleucina 10 (IL-10)

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatoria sintetizada por
linfécitos T regulatérios, como resposta a estimulos exdgenos ou enddégenos. Sua
principal funcdo é inibir os macréfagos ativados e, assim, manter o controle
homeostatico das respostas imune inatas e mediadas por células. IL-10 suprime a
atividade das células imunes através da inibicao da liberagdo de outras citocinas,
da apresentacdo de antigenos e também da fagocitose, tendo sua atividade
mediada por seu receptor IL-10R (Sabat et al., 2010).

IL-10 exerce seu efeito anti-inflamatério por meio da inibicdo da
sintese de citocinas pro-inflamatérias como IL-1a, IL-1b, IL-6, IL-8, IL-12 e
TNFapelos macréfagos ativados (Hart et al.,1995). Além disso, esta citocina
estimula a proliferacdo de mastécitos e reduz a producao de IFN-y pelas células
natural killer (Zanget al., 2007).Apés a geragdo de uma resposta imune pro-
inflamatéria, IL-10 age atenuando a inflamacao, que pode ser deletéria para o
hospedeiro se ndo controlada, limitando os danos teciduais. No entanto, as
propriedades imunossupressoras da IL-10 também podem ser exploradas por
patdgenos, levando a uma redugcdo nas respostas pré-inflamatorias e antigeno-
especificas, que sdo necessarias para controlar ou eliminar a infec¢ao (Cyktor &
Turner, 2011).
Em melanomas, a producdo de IL-10 pelas células neoplasicas

aumenta a medida que os tumores primarios progridem de melanoma in situ para
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melanoma invasivo e metastatico (Eijun et al.,2011). Acredita-se que a IL-10 pode
ter diferentes papéis durante o desenvolvimento e progressao do tumor. De fato, ja
foi demonstrado que na presenca de IL-10, ha mais rapida proliferacao de células
de melanoma (Yue et al., 1997; Gerlini et al.,2004). Apesar deste mecanismo
imunolégico de evaséo, foi demonstrado que a IL-10 mostra um efeito antitumoral
através da inibicao da angiogénese (Lech et al., 2004; Shih et al., 2005).

2.6.2 Interleucina 12 (IL-12)

A identificacdo da interleucina 12 (IL-12) foi feita por Kobayshi et al.
(1989) enquanto buscava a explicacdo para a proliferacdo das células natural
killer, sendo inicialmente designada como “fator estimulante de células natural
killer'. IL-12 é uma citocina heterodimérica, para a qual a expressdo das duas
cadeias é essencial para que ela seja funcionalmente ativa, € secretada por
macrofagos apés ativacao por células apresentadoras de antigeno (APC), porém
nao haexpressao de IL-12 quando IL-10 estd sendo induzida (Mayers & Johnson,
1998).

A IL-12 é considerada uma molécula chave no sistema imune. Suas
atividades principais ocorrem sobre as células T e natural killer, sendo uma funcéo
bioldgica importante a inducdo delFN-y, que por sua vez dirige a resposta
imunoldgica para citotoxica com fenotipo Th1, diminuindo a produg&o das citocinas
Th2. Outros mecanismostambém contribuem para atividade antitumoral de IL-12,
como os seus efeitos antiangiogénicos e na remodelagdo da matriz extracelular do
tumor e do estroma peritumoral (Kerkar et al., 2013). Dabrowasha et al. (2001)
demonstraram o efeito antiangiogénico da IL-12 em células de melanoma murino
B16-F10, usando esta citocina com um inibidor de metaloproteinases (BB-94).
Neste estudo, onde IL-12 estimulou a produgcédo de INF-y que, em combinacao
com BB-94, proporcionou maior efeito antitumoral. Mediante seus efeitos
antitumorais, IL-12 vem sendo estudada como um adjuvante para a imunoterapia

do melanoma em estudos de carater pré-clinico (Ribas et al., 2002).
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2.6.3 Interferon gama (IFN-y)

O interferon gama (IFN-y),ou fator de ativacdo de macréfagos, € uma
citocina pro-inflamatéria que estd envolvida nos mecanismos de defesa,
estabelecimento de processos inflamatorios e autoimunes, controle de programas
fagocitarios, bactericidas e tumoricidas em macréfagos, producao de mediadores
derivados de macréfagos, como TNF-q, IL-1 e IL-12, além de atuar na regulagéo
negativa da sintese de mediadores anti-inflamatérios, tais como IL-10 (El-
Hashemite et al., 2004; Baronet al., 2008). E produzido e liberado pelos linfocitos T
e células natural killer durante a oitava semana de desenvolvimento em humanos
e em resposta a antigenos e citocinas como IL-12 e IL-18 (Fadel & Sarzzotti, 2000;
Airoldi et al., 2000). Sua agao ocorre através da interagdo com as subunidades a e
B do seu receptor, levando a ativagdo das Janus quinases (JAK), uma familia de
tirosina-quinases intracelulares que fazem a sinalizacdo celular mediada por
citocinas pela via sinalizadora JAK-STAT (Plataniaset al., 2005).

O IFN-y é crucial para a imunidade inata contra microorganismos
patdgenos intracelulares e também para o controle de neoplasias malignas
(Dunnet al., 2006). Linfocitos T citotoxicos e células natural killers ativadas
secretam varias moléculas com o intuito de lisar as células tumorais, dentre elas o
IFN-y, que reforca da apresentagdo de antigenos e promove a proliferagéo,
sobrevivéncia e expansao das células T CD8+ (Dighe et al., 1994; Smythet al.,
2005). Esta citocina é considerada um agente util na terapia de neoplasias
malignas, pois inibe diretamente a proliferacdo das células tumorais e aumenta a
resposta imunolégica contra o tumor, inibindo desta forma progressao (Milleret al.,
2009). Em melanomas, IFN-y é considerado indispensavel para induzir a rejeicao
do tumor pelos sistema imune (Palmer et al., 2008).
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2.6.4 Fator de crescimento transformante beta (TGF-f)

O TGF-B é um potente fator limitante do crescimento celular com
propriedades anti-inflamatérias e de regulagdo da resposta imune, pois controlaa
proliferacdo de células epiteliais, hematopoiéticas e endoteliais, além de favorecer
a formacado da matriz extracelular pelas células mesenquimais (Robertset al.,
1998; Haucket al., 2005). Esta citocina promove inibicdo da proliferacao de células
do tecido conjuntivo e diminuicdo da degradacdo do colageno, sua desregulacao
esta relacionadaa diversas doencas, dentre elas o cancer, fibroses, doencas auto-
imunes e alteracdes vasculares (Zeisberg et al., 2003; ten Dijke & Arthur, 2007).

O TGF-B tem sido associado de forma consistente com um fendtipo
tumoral agressivo, pois possui a capacidade de converter a resposta imune de um
padrao Th1 para Th2, favoravel a manutencdo de tumores, como ocorre nos
melanomas (Valenti et al., 2006).Nos estagios iniciais da tumorigénese, atua como
um potente inibidor do ciclo celular e € considerado um fator pré-apoptético e
inibidor da proliferagédo celular (Bierieet al., 2006). No entanto, estes efeitos
supressores sdo aparentemente perdidos com o passar do tempo e em tumores
avancados as células passam a secretar TGF-B, o que facilita a invasao,
angiogénese e disseminacdo metastatica (Bierieet al., 2006). Tumores de pele
com alta expressdo de TGF-B demonstram evasédo do sistema imune através da
inibicdo da ativacdo de células T citotéxicas (Torre-Amione, 1990). Por fim,
melanomas que secretam TGF-B de forma consideravel inibem a migracdo das

células dendriticas (Halliday, 2001).
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral
Estudar os efeitos e influéncia do tratamento com orlistat na viabilidade

cellular e na resposta imunolégica in vitro, em células B16-F10.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Determinar o ICsg da droga orlistat nas células B16-F10

3.2.2 Verificar a secreg¢ao de IL-10, TGF-B, IL-12 e IFN-y nos sobrenadantes das

células B16-F10 tratadas com orlistat.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de células

A linhagem celular B16-F10 (ATCC, Manassas, VA, E.U.A), derivada de
melanoma murino, foi cultivada em frascos plasticos de 75 cm? (NUNC,
Dinamarca) em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A.) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Campinas, Brasil) e solugdo antibidtica e
antimicética (Invitrogen), na diluicdo de 1:100, em atmosfera Umida contendo 5%
de CO,e a 37°C.

As células foram subcultivadas ao atingir uma confluéncia de 70 a 80%
(aproximadamente 48 h). Para isto, 0 meio de cultura foi removido e as células
lavadas com 5 mL de solugéo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e entdo
incubadas a 37°C com 2 mL de tripsina a 2%, por um periodo de 1 a 3 minutos.
Quando as células perdiam a adesdo do assoalho do frasco de cultura
(determinado por observacdao em microscopio de contraste de fase) a agdo da
tripsina foi interrompida pela adi¢do de 10 mL de meio de cultura contendo 10% de
FBS. A suspensao de células foi entdo transferida para tubos cdnicos de plastico
de 15 mL estéreis (Corning Costar, New York, NY, E.U.A.) e centrifugadas a
800xg por 3 min. Removido o sobrenadante, as células foram ressuspendidos em
5 mL de meio de cultura com 10% de FBS, contadas e transferidas para novos
frascos de cultura. Para utilizar células em passagens semelhantes nos
experimentos desta pesquisa, um estoque foi armazenado em nitrogénio liquido.
As células foram ressuspendidas em solugdo 1/1 contendo 20% de di-metil
sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, E.U.A.) e RPMI com 50% de FBS e congeladas
em nitrogénio liquido. Para o descongelamento, os criotubos (Corning, E.U.A.)
foram agitados rapidamente em banho de agua a 37°C e, as células transferidas
para tubos de 15 mL contendo 8 mL de meio suplementado e entdo centrifugadas
como descrito anteriormente. As células foram entdo ressuspendidas em 10 mL de

meio de cultura e plaqueadas nos frascos plasticos. Em todos os procedimentos
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de cultivo celular foram observados todos os principios para a manutengéo da

esterilidade e para evitar contaminacao entre diferentes culturas.

4.2 Preparo das solucodes de Orlistat

O composto ativo do orlistat (Xenical®, Roche, Suica) foi extraido de
acordo com Knowles et al. (2004), dissolvendo-se o conteudo de uma capsula em
1 mL de etanol absoluto, seguido de agitagdo a cada 10 min por 30 min em
temperatura ambiente. A seguir, a solugao foi centrifugada a 16.000 xg por 5 min e
o sobrenadante coletado e mantido a -80°C até o momento do uso.

4.3 Analise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando 3 - (4,5-dimetil-2-yl) -2,5
difeniltertrazolim brometo (MTT, Promega, Michigan, E.U.A.). Para isto, foram
plaqueadas 1 x 10° células B16-F10 em 500 pl de meio rmpi, suplementado com
10% de fbs, em placas de 24 pocgos. Apds 24 horas, iniciou-se o tratamento com
orlistat a 50, 100, 200, 400 e 800 um (e etanol na maior concentracdo como
controle). Seguindo as orientagdes do fabricante, apds 24 horas de tratamento,
foram utilizados 75 pl da solugédo corante por um periodo de 4 horas incubados em
5% de CO.,e 95% de umidade a 37°C. Para dissolver os cristais de
formazan,adicionou-se 500 pl da solugcdo de solubilizagdo por 1 horas, seguida de
homogeinezacao da solugdao, como preparo para leitura. Os sobrenadantes foram
transferidos para placas de 96 pocos e as absorbancias mensuradas em um leitor
de elisa (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) ajustado para 570 nm.

4.4 Calculo do IC5g

O valor do icsop (metade da concentracdo maxima inibitéria) indica a

concentragdo de um farmaco necessaria para inibir a fungdo bioldgica ou
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bioquimica pela metade in vitro. Para ocalculo do ICsy utilizou-se o software
Compusyn (E.U.A.) desenvolvido por Chou & Martin (2005).

4.5 Quantificacao de citocinas por ELISA

As citocinas IL-10, TGF-B, IFN-y e IL-12 foram quantificadas nos
sobrenadantes das culturas de células B16-F10 tratadas com orlistat (Xenical®,
Roche, Suiga), utilizando kits de ELISA da BD Opteia (BD Biosciences, USA) para
as respectivas citocinas de acordo com o protocolo do fabricante. Brevemente, 50
UL da solucdo de anticorpos de captura diluida em tampao apropriado foram
adicionados a placa e foi incubados por 18 horas a 4°C. Em seguida, 0s pogos
foram lavados 3 vezes com tampao de lavagem e as ligacdes inespecfficas
blogueadas pela adigdo de 100 pL da solugéo de bloqueio, durante incubacgao por
1h a temperatura ambiente. Posteriormente, os pocos foram lavados 5 vezes com
tampdo de lavagem. Um volume de 100 pL das solugbes da curva com
concentracdes padrao e 0 mesmo volume de amostras a serem tratadas foram
adicionados aos pogos e as placas foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente. Apds este periodo, as placas foram lavadas, 100 pL da solucao
reveladora, contendo os anticorpos de deteccao conjugados a biotina, foram
adicionados em cada poc¢o da placa e incubada por 1 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas rapidamente e 100 puL do
substrato foram adicionados. Apds cerca de 30 minutos de incubacao ao abrigo da
luz, a reacao colorimétria foi bloqueada pela adi¢cdo de 50 puL de solugdo 1 M
HsPO4. A absorbancia foi mensurada utilizando-se comprimento de onda de 450

nm em espectrofotobmetro (Bio Rad, Hércules, CA, EUA).

4.6 Forma de analise dos resultados

Os graficos e as andlises estatisticas foram realizados com o programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software Inc. E.UA.). Foi utilizado o teste t de

Student pareado, sendo considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao da ICso do orlistat nas células B16-F10.

Os efeitos citotoxicos e/ou de inibicdo da proliferacdo das células B16-
F10 apos tratamento com orlistat por 24, 48 e 72 horas (Figuras 1, 2 e 3) foram
avaliados por meio do método de MTT. O MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il-2,5-difeniltetrazolio) é utilizado para determinar a viabilidade celular, o qual
quantifica quanto do MTT presente no meio foi reduzido pela atividade metabdlica
celular ligada ao NADH e NADHP formando cristais de formazan, de cor azul.
Assim, a quantidade de formazan é diretamente proporcional ao numero de
células viaveis (Mossman, 1983). Dependendo do tipo de experimento, o MTT

pode ser utilizado para medir, de maneira indireta, proliferagao celular.
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Figura 1. Efeitos do orlistat em sobre a inibicao daproliferacdo e/ou morte celular na linhagem B16-
F10 apds 24 horas de tratamento em meio de cultura com 10% de FBS. As células foram expostas
a concentragdes exponenciais da droga (50, 100, 200, 400 e 800uM) e como controle foi usada a
concentracdo de etanol correspondente a maior dosagem de orlistat. A avaliacdo pela técnica do
MTTnao demonstrou relacdo dose-dependente.
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Figura 2. Efeitos do orlistat sobre a inibicdo do crescimento e/ou morte celular na linhagem B16 -
F10 ap6s 48 horas de tratamento. As células foram expostas a concentragdes exponenciais da
droga (50, 100, 200, 400 e 800uM) e como controle foi usada a concentragdo de etanol
correspondente a maior dosagem de orlistat Apds avaliagdo pelo método MTT observa-se uma
relagdo dose-dependente.
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Figura 3. Efeitos do orlistat sobre a inibicado daproliferacao e/ou morte celular na linhagem B16-F10
apds 72 horas de tratamento. As células foram expostas a concentracbes exponenciais da droga
(50, 100, 200, 400 e 800uM) e como controle foi utilizada a concentragao de etanol correspondente
a maior dosagem de orlistat. A avaliacdo pela técnica do MTT mostrou nitida redugdo da
proliferacao e/ou viabilidade celular j4 na concentragdo de 50 pM.
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Os valores de densidade optica obtidos a partir das analises
colorimétricas dos efeitos das concentracdes de orlistat sobre as células B16-F10
nos diferentes tempos de tratamento foram analisados com o auxilio do software
CompuSyn, especificamente desenhado para o estudo da relagao dose-efeito e de
interagbes entre diferentes drogas (Chou, 2010). As concentragdes de orlistat
utiizadas para a determinacdo do ICsoforam baseadas em estudos prévios
realizados em nosso laboratério (Carvalho et al., 2008; Zecchin et al., 2011;
Seguin et al., 2012; Agostini et al., 2014). Assim, as dosagens que causaram 50%
de inibicdo da proliferagcdo e/ou morte celular (ICsp) foram 213 uyM apo6s 48 horas
de tratamento (Figura 4) e 226uM apds 72 horas de tratamento (Figura 5). Por
nao ter apresentado dose-dependéncia apds o periodo de 24 horas de tratamento,

nédo realizamos o calculo do ICsg para este tempo experimental.
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Figura 4. Efeito do orlistat sobre a inibicado daproliferacdo e/ou morte das células B16-F10 apds 48
horas de tratamento. As células foram expostas a concentragbes crescentes da droga (50, 100,
200, 400 e 800 pM) e a andlise de dose/efeito realizada com o auxilio do software CompuSyn
mostrou que o IC5pé 213 uM.
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Figura 5. Efeito do orlistat sobre a inibicdo daproliferagcdo e/ou morte das células B16-F10 apo6s 72
horas de tratamento. As células foram expostas a concentragcdes crescentes dadroga (50, 100,

200, 400 e 800 pM). A analise de dose/efeito realizada com o auxilio do software CompuSyn
mostrou que o 1C5,é226uM.

Mediante os resultados descritos acima, a dosagem de orlistat utilizada
para os tratamentos das células B16-F10 nos experimentos seguintes foi de
213uM, visto que este foi o Unico experimento que apresentou evidente dose
dependéncia.

5.2 Avaliacao dos efeitos do orlistat sobre a secrecao das citocinas IL-10, IL-
12, TGF-B e IFN-y pelas células B16-F10.

Com o intuito de verificar a secre¢do das citocinas IL-10 eTGF-B, as
quais exercem atividade imunossupressora inibindo células imuno-competentes e

favorecendo assim a progressao tumoral e disseminacdo metastatica, e das
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citocinas IL-12 e IFN-y, que favorecem o desenvolvimento de uma resposta imune
bem sucedida contra os tumores,(llkovitch & Lopes, 2008), as células de
melanoma murino B16-F10 foram tratadas com o inibidor de FASN orlistat em seu
respectivo ICso por 24 e 48 horas e a producdo/secrecao destas citocinas

quantificada por meio de ensaios de ELISA.
Apbés 24 e 48 horas de tratamento observou-se um aumento na

secrecao de IL-10, no entanto, observou-se diferenga estatisticamente significante
somente no periodo mais curto de tempo (Figura 6).

Com relacao a TGF-B, ndo foi possivel detectar a secrecdo desta
citocina pelas células estudadas. E importante salientar que as curvas padrédo para

TGF-B funcionaram bem nos ensaios realizados, sugerindo que a sua producao é

muito baixa nas células B16-F10.
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Figura 6. Secrecdo da citocina IL-10 pelas células B16-F10 apds 24 e 48 horas de tratamento com
orlistat. Observa-se diferenca estatisticamente significante no tempo de 24 horas, quando
comparadas ao seu controle (p=0,0168). Ja no tempo de 48 horas nao houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,2753). Grafico representando a média de 3 experimentos em
triplicata.
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Ao avaliar a citocina IL-12, observou-se significante aumento da sua
secrecdo ap6s o periodo de 24 horas de tratamento quando comparado ao
controle (Figura 7). No tempo de 48 horas nao houve aumento da secrecao de IL-
12 com relagé@o ao periodo de 24 horas, mas sim um aumento nas células controle
(Figura 7).

Similarmente as experimentos realizados para a deteccdo de TGF-j,
nao observou-se IFN-y no meio de cultura das células B16-F10 tratadas ou nao
com orlistat, tanto nos periodos de 24 como de 48 horas (dados nao mostrados).
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Figura 7. Secregéo da citocina IL-12 pelas células B16-F10 apds 24 e 48 horas de tratamento com
orlistat. Observa-se aumento estatisticamente significante na secre¢do de IL-12 no tempo de 24
horas, quando comparadas ao seu controle (p=0,0143). No periodo de 48 horas nao foi possivel
observar diferengaspois houve aumento na secre¢do de IL-12 nas células controle. Grafico
representando a média de 3 experimentos em triplicata.
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6 DISCUSSAO

FASN é uma enzima com papel central na producdo enddégena de
acidos graxos, apontada como uma nova oncoproteina em tumores sélidos.
Estudos tém correlacionado sua elevada expresséo e atividade com a progressao
tumoral e pior prognéstico de pacientes com céancer, mostrando assim, sua
importdncia como potencial alvo no tratamento oncolégico. A expressao
anormalmente alta de FASN estd bem documentada em diversas neoplasias
malignas, dentre elas 0 melanoma, neoplasia estudada na presente pesquisa e
que apresenta comportamento clinico agressivo, alta propensdo para emissao de
metastases e resisténcia ao tratamento radio e quimioterapico (Innocenzi et al.,
2003; Kapur et al., 2005; Flavin et al., 2010; Andrade et al., 2011; Aris & Barrio,
2015). Em consequéncia disto, diversos laboratérios tém trabalhado no
desenvolvimento de novas drogas que possam atuar como inibidores desta
enzima e que ao mesmo tempo sejam pouco tdxicas e apresentem alguma
possibilidade de eventuais testes clinicos.

Orlistat € um inibidor de lipases pancreaticas e gastricas, originalmente
desenvolvido como droga antiobesidade com amplo uso clinico em diversos
paises (Guercioli et al., 2004). Seu potencial comoeficiente inibidor da atividade de
FASN foi descrito por Kridel et al. (2004) através de analises proteémicas em
cancer de préstata. Trabalhos previamente realizados em nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o tratamento com orlistat reduz o nimero de metastases
espontineas em melanomas experimentais, ocasionadas pela inoculacao de
células B16-F10 em camundongos C57BL/6(Carvalho et al., 2008). Neste modelo
experimental, a inje¢cdo de células de melanoma na cavidade peritoneal destes
animais promove metastases para a regido do mediastino em 100% dos casos.
Em nossos estudos, orlistat também reduziu a quantidade de vasos sanguineos
peritumorais em melanomas experimentais cutdneos, assim como diminuiu a
viabilidade, proliferacdo,e capacidade de formacdo de capilares, aléem de

promovera apoptose de células endoteliais in vitro (Carvalho et al., 2008; Zecchin
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et al., 2011; Seguin et al., 2012). Resultados similares foram recentemente obtidos
em modelo ortotopico de carcinoma espinocelular de lingua (Agostini et al., 2014),
onde o tratamento com orlistat foi capaz de diminuir tanto o volume como os
indices de proliferacdo dos tumores primarios provocados na lingua e de reduzir o
numero de linfonodos cervicais metastaticos em 43%. Neste mesmo trabalho, o
tratamento com orlistat provocou aumento no indice de morte por apoptose e
estimulou a secrecdo da isoforma antiangiogénica de VEGFA, o VEGFA gsppelas
células SCC-9 ZsGreen LN-1, uma linhagem metastatica derivada das células
SCC-9da ATCC.

Ainda ndo sédo conhecidos os efeitos do tratamento com orlistat sobre
0s mecanismos imunoldgicos desencadeados contra as neoplasias malignas.
Assim, os experimentos realizados nesta pesquisa foram planejados para avaliar o
efeito do inibidor de FASN, orlistat, sobre a producdo de citocinas, proteinas
responsaveis por enviar sinais estimulantes, modulatérios ou inibitérios para
diversas células do sistema imunolégico, podendo favorecer o desenvolvimento de
uma resposta imune bem sucedida contra tumores ou uma atividade
imunossupressora (Varella & Forte, 2001).

Ha evidéncias na literatura indicando que o sistema imunolégico pode
reconhecer e destruir células tumorais, decorrentes da geragdo natural de
respostas imunes contra 0os antigenos associados a tumores em pacientes com
cancer (Germeau et al., 2005). No entanto, observa-se um aspecto paradoxal
nesta resposta, pois ela pode apresentar a capacidade de proteger o hospedeiro
contra o surgimento de neoplasias malignas ou mesmo de favorecer o
crescimento destas (revisado por Visser et al., 2006). O microambiente tumoral é
complexo e contém, além das células neoplasicas, células do estroma, do sistema
imunolégico, de vasos sanguineos e linfaticos, além de outros tipos de células ndo
tumorais (Quailet al., 2013). Nos melanomas, as células do sistema imune que se
infiltram no tumor sé&o produtoras de uma vasta gama de citocinas, podendo estas
favorecer o desenvolvimento de uma resposta imune bem sucedida contra os

tumores ou exercer atividade imunossupressora, inibindo  células
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imunocompetentes 0 que pode favorecer a progressao tumoral e disseminacao
metastatica (revisado por llkovitch & Lopes, 2008).

A producdo das citocinas IL-10 e IL-12 pode influenciar o padrdao de
maturacado de células dendriticas (CDs), importantes na iniciagdo e regulacdo das
respostas imunes, induzindo perfis de resposta Th1 ou Th2, respectivamente
(revisado por Trinchieri, 2003). O aumento da expressdo de moléculas co-
estimuladoras na superficie das CDs é dependente da producdo de IL-12. Por
outro lado, IL-10 e TGF-B reduzem a producdo de IL-12, impedindo a plena
maturacdo de CDs (Corinti et al., 2001). No presente estudo, demonstramos que o
tratamento de células B16-F10 por 24 horas com orlistat induziu aumento da
secrecdo de IL-10 e IL-12 para o meio de cultura. No entanto, a secregédo de IL-12
(39,72 pg/mL) foi 3 vezes superior a secrecao de IL-10 (13,33 pg/mL). Em 48
horas, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
tratado ou ndo com orlistat, esta droga foi capaz de manter a secregdao de ambas
as citocinas em niveis semelhantes ao periodo anterior de tratamento. Além do
mais, nao se pode descartar que em periodos mais prolongados possa ocorrer
degradacao destas proteinas no meio de cultura, impedindo seu acumulo. No
microambiente tumoral, a producado local de IL-12 pode estimular uma resposta
imune mediada pela ativacado de CDs, células natural killer (NK) e linfocitos TCD8
citotdxicos (LTCD8*), bem como suscitar um padrdo de resposta imune Thi
(revisado por Tugues et al., 2015). Portanto, a maior producao desta citocina pelas
células de melanoma murino na presenga de orlistat pode ter influéncia sobre a
modulacao da resposta imune antitumoral in vivo.

Estudos recentemente realizados em nosso laboratério (Almeida, LY e
Mariano, FS, dados ainda nao publicados) demonstraram que orlistat promove a
maturacdo de CDs intratumorais mediada pelo aumento da expressdo de CD80 e
CD81 em suas superficies e producdo de IL-12, quando comparada a IL-10,
promovendo um perfil de resposta imune Th1 em modelo de melanoma murino
(B16-F10/C57BL/6). Alem disto, estes trabalhos também mostraram que o orlistat

aumenta a ativagao de células NK e LTCD8", bem como reduz a populacédo de
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linfécitos T reguladores (LTregs) no tumor primario. Em conjunto com os dados
mostrados nesta dissertacao de mestrado, estes resultados sugerem que orlistat é
capaz de induzir uma resposta imune antitumoral através da modulacido do
componente tumoral e inflamatério.

Apesar de IL-12 e IL-10 apresentarem agbes antagOnicas, Lopez et al.
(2005) demonstraram que a imunoterapia com administracdo local de células
neoplasicas autdlogas que expressavam conjuntamente estas duas citocinas
induz uma remissao tumoral sinérgica de 50-70% em camundongos BALB/c nude
portadores de tumores subcutaneos de carcinoma de colon (CT26) e de mama
(LM3) pré-estabelecidos. Neste mesmo estudo, o tratamento de células LM-3 com
IL-10 + IL-12, foi superior a imunoterapia individual na reducdo de metastases
pulmonares espontdneas e aumento da sobrevida destes animais. Em nosso
laboratério, demonstramos que orlistat reduz em 50% o numero de metastases
espontaneas para linfonodos mediastinicos e inibe a colonizagdo pulmonar em
modelos de melanoma murino (B16-F10/C57BL/6) (Carvalho et al. 2008; Seguin et
al., 2012). Diversos estudos associam o uso terapéutico de IL-12 com atividade
antimetastatica em tumores murinos (Brunda et al., 1993; Fujiwara & Hamaoka,
1996; Weber et al., 2004). Na presente pesquisa, apesar de demonstrarmos que a
produgédo de IL-12 por células B16-F10 tratadas com orlistat € prevalente, esta
também foi acompanhada pela producao de IL-10. Assim, hipotetizamos que a
expressdao combinada de IL-10 e IL-12 nestas células possa ser eficiente em
mediar uma resposta imune antitumoral e antimetastatica sinérgica.

IL-12 exerce atividade antitumoral de maneira dependente ou
independente de IFN-y (Nanni et al., 2001; Colombo e Trinchieri, 2002; Airold et
al., 2004), através da modulacdo do sistema imune e de mecanismos
antiangiogénicos (Voest et al., 1995; Sgadari et al, 1996). A inibicdo da
angiogénese por meio da IL-12 pode ser mediada indiretamente através da
secrecao de IFN-y por células NK e LTCD8™, que por sua vez leva a liberacao das
citocinas antiangiogénicas CXCL9, CXCL10 e CXCL11, ou ainda pela reducéao da
producdo de VEGF e FGF-2 (fator de crescimento de fibroblasto-2) (Kanegane et
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al.,, 1998; Dias et al., 1998; Duda et al., 2000). Por outro lado, outros estudos
propéem mecanismos independentes de IFN-y, os quais requerem interagdes
diretas entre linfocitos e células endoteliais (Strasly et al., 2001) ou modulacao da
expressao génica de células malignas, que passam a adquirir um fenétipo menos
angiogénico (Cavallo et al.,, 2001). Airoldi et al. (2006) demonstraram que
melanomas murinos subcutadneos constituidos por células B16 positivas para o
receptor de IL-12 (IL12R+) apresentaram uma menor densidade de vasos
sanguineos, bem como reducdo da proliferacdo e aumento da morte celular em
camundongos C57BL/6J knockout para o gene IL12RB2 (deficientes na produgéo
de IFN-y, bem como de células T e NK citotdxicas), quando comparados aos
animais do tipo selvagem. Neste mesmo estudo, os autores mostraram que IL-12
inibe o crescimento tumoral e a angiogénese, principalmente por reduzir a
expressao de fatores proé-angiogénicos, tais como angiopoietina- 1 e 2, eotaxina,
MMP-9, dentre outras, e ndao por aumentar a expressdo de fatores
antiangiogénicos, uma vez que IFN-y,CXCL9, CXCL10 e CXCL11 nao foram
detectados por imuno-histoquimica.

Em nosso laboratério, também demonstramos que orlistat aumenta a
producdo da isoforma antiangiogénica de VEGFA, o VEGF1es,, em células de
melanoma (SK-MEL) e de carcinoma espinocelular oral (SCC-9) humanos, além
de reduzir a formacao de capilares sanguineos peritumorais em melanomas
experimentais cutdneos (Seguin et al., 2012). Em outro estudo, a andlise dos
extratos proteicos totais provenientes de tumores primarios de melanomas
murinos intraperitoneais mostrou que orlistat aumentou os niveis de TGF-f mas
ndo foi capaz de interferir na produgdo de IL-10, IL-12 ou IFN-y (Almeida LY e
Mariano FS, dados ainda nao publicados). Noentanto, estes mesmos autores
demonstraram que a comparacao entre 0s grupos tratados revela que a produgao
de IL-12 é 1,4 e 5,7 vezes superior a de TGF- 3 e IFN-y, respectivamente. Por
outro lado, nos respectivos linfonodos metastaticos, apesar de esta droga induzir
aumento significativo de TGF- 3, redugédo de IL-10 e IL-12, bem como nao alterar

os niveis de IFN-y, a producao de IL-12 é aproximadamente 4 vezes superior a
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TGF-B e IL-10 e 11 vezes maior que a de IFN-y, favorecendo uma resposta imune
moderada de perfil Th1, provavelmente independente da producado de IFN-y. A
presente dissertacdo mostra que as células B16-F10 produzem IL-10 e IL-12,
cujas secrecoes sao aumentadas na presenca de orlistat, mas nao expressam
TGF-B ou IFN-y, sugerindo que o tratamento promove um equilibrio entre as
citocinas pré e anti-inflamatérias.

Em conjunto, os resultados desta pesquisa sugerem que a inibigdo do
crescimento tumoral e os efeitos antimetastaticos obtidos pela inibicdo de FASN
com orlistat em estudos prévios (Carvalho et al., 2008; Seguin et al., 2012,
Agostini et al., 2014) possam estar associados ao fenétipo antiangiogénico
induzido por esta droga, mediado pela modulagcdo da expressao génica das
células neoplasicas e imunes, através do aumento da producao VEGF 15, € de IL-

12, de maneira independente de IFN-y.
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7 CONCLUSAO

O tratamento com orlistat induz a secrecéo de IL-10 e IL-12 em células
de melanoma murino B16-F10, sugerindo que esta droga apresenta um potencial

efeito imunomodulador.
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