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RESUMO

O melanoma €, dentre as neoplasias de pele, a de pior progndstico
devido ao seu alto indice de metastases. A acido graxo sintase (FAS) é uma
enzima metabdlica formada por um homodimero com massa molecular
aproximada de 250 kDa responsavel pela sintese de acidos graxos saturados de
cadeia longa. Sua expressdao € baixa em tecidos normais e alta em muitos
tumores malignos, nos quais parece estar associada com um pior prognostico
para o paciente, como ocorre nos melanomas. Existem evidéncias que, nas
células malignas, a atividade de FAS ¢é necessaria para a produgédo de
fosfolipidios que compdem as membranas celulares. Inibidores especificos da
atividade de FAS bloqueiam a sintese de DNA e causam apoptose em linhagens
celulares derivadas de neoplasias malignas de prostata, mama e colon. A droga
Orlistat (Xenical®), usada para tratamento de obesidade, foi recentemente descrita
como tendo propriedades anti-neoplasicas em cancer de prostata e mama, devido
a sua capacidade de bloquear especificamente a atividade de FAS. Este trabalho
teve como objetivo principal estudar o efeito da inibicdo da enzima FAS em células
B16F10 e em um modelo experimental de metastases espontaneas de melanoma
em camundongos. O tratamento de camundongos portadores de melanomas
intraperitoneais causados pela injegao de células B16F10 com Orlistat reduziu em
50% o numero de metastases espontdneas para os linfonodos mediastinicos.
Experimentos de citometria de fluxo mostraram que o tratamento da linhagem
celular B16F10 com Orlistat inibe a proliferacdo devido ao acumulo de células em
GO0/G1 e bloqueio da passagem para a fase S, que foi confirmado por um aumento
na quantidade da proteina p27X?" e concomitante reducgdo de Skp2. Através de
ensaios de marcagcdo com Anexina-V, observamos que Orlistat provoca um
aumento na taxa de apoptose destas mesmas células. O presente modelo animal
de metastases de melanoma mostrou-se util para o estudo de drogas com

potencial efeito anti-tumoral, como o Orlistat. A inibicdo da atividade de FAS tem

xvii



um importante papel na disseminagdo metastatica de melanomas de
camundongos, possivelmente por inibir a proliferagdo e provocar apoptose nas
células B16F10.

Palavras chave: melanoma / acido graxo sintase / metastase / Orlistat / células B16-F10 /
camundongo



ABSTRACT

Malignant melanoma is a cancer with poor prognosis due to its high
metastatic potential and resistance to the existing chemotherapeutic agents. Fatty
acid synthase is a metabolic enzyme with molecular mass of 250 kDa responsible
for the endogenous biosynthesis of fatty acids. FAS converts acetyl-CoA and
malonyl-CoA in the long chain fatty acid palmitate. FAS activity is downregulated in
most normal human tissues except liver, adipose tissue, fetal lung and lacting
breast. On the other hand, FAS is overexpressed in several malignant neoplasms,
including malignant melanoma. For some tumors, FAS overexpression has been
associated with a poor prognosis. Recently, the new inhibitor of FAS activity
Orlistat was shown to inhibit the proliferation of prostate and breast cancer cell
lines and the growth of their xenograft tumors. In this work we studied the effects
of FAS inhibition in the B16F10 melanoma cell line and in a animal model for
melanoma metastasis. B16F10 murine melanoma cells were intraperitoneally
injected in 40 mice and an inhibition of 50% in the number of mediastinal lymph
node metastasis was observed in the Orlistat treated group. The inhibition of FAS
was confirmed by “Oil Red O” staining in frozen tissue sections. We also found that
Orlistat promoted apoptosis and inhibited the proliferation of B16F10 cells by
blocking cell cycle progression, as demonstrated by flow cytometry experiments.
Western blotting analysis of protein extracts obtained from Orlistat-treated cells
revealed overexpression of p27¢*! and downregulation of Skp2. In conclusion, the
present animal model is useful for the study of drugs with antitumoral effect like
Orlistat. The inhibition of FAS has an important role on the metastatic spread of
melanoma in C57BL6 mice by blocking the proliferation and inducing apoptosis in
B16F10 cells. In addition, the inhibition of FAS by Orlistat represents a new
approach in order to develop drugs for melanoma chemotherapy.

Key words: melanoma / fatty acid synthase / metastasis / Orlistat / B16-F10 cells /

mouse
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1. INTRODUCAO

FAS é a enzima responsavel pela sintese endégena de acidos graxos
saturados de cadeia longa (Stoops & Wakil 1981; Kuhajda et al., 2000a; Pizer et
al., 2000; Brink et al., 2001; Baron et al., 2004). Em células normais sua atividade
€ baixa, com exceg¢ao dos tecidos lipogénicos como figado, tecido adiposo, mama
durante a lactacdo, endométrio na fase proliferativa e pulmdes de recém nascidos,
pois a maior parte dos acidos graxos utilizados para a manutengao das células é
oriunda da dieta (Weiss et al., 1986; Kuhajda, 2000b; Menendez et al., 2005a).

Uma vasta literatura tém demonstrado que grandes quantidades de
FAS sao encontradas em diversos tipos de neoplasias malignas humanas de
natureza epitelial, como as de mama (Milgraum et al., 1997), ovario (Alo’ et al.,
2000), prostata (Swinnen et al., 2002), endométrio (Pizer et al., 1998), tiredide
(Vlad et al., 1999), pulmé&o (Piyathilake et al., 2000), colon (Visca et al., 1999),
es6fago (Nemoto et al., 2001), estbmago (Kusakabe et al., 2002), melanoma
(Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005), bexiga (Visca et al., 2003) e carcinoma
espinocelular bucal (Krontiras et al., 1999; Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004),
bem como em sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003; Rossi et al.,
2006). Numerosos relatos tém demonstrado uma associagao positiva entre a
expressao de FAS e o comportamento agressivo de tumores, sendo que sua alta
expressao ocorre preferencialmente nos casos com pior prognostico (Epstein et
al., 1995; Alo’ et al., 1996; Gansler et al., 1997; Kuhajda, 2000a), provavelmente
porque gera vantagens seletivas para o crescimento celular (Baron et al. 2004).

O tratamento de linhagens celulares provenientes de cancer de
prostata, mama e carcinomas gastrointestinais, endometriais, de ovario e de
mucosa bucal com inibidores especificos da atividade da FAS (cerulenina, C75 ou
Orlistat) tem como consequéncia, além da diminuigdo na sintese de acidos graxos,
o bloqueio do ciclo celular com diminuicdo da proliferacdo e um aumento do

numero de células em apoptose (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Li et al.,



2001; Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005b; Menendez et al., 2006). No
entanto, os mecanismos biolégicos que governam as interagdes entre a atividade
metabdlica lipogénica e as moléculas que controlam o ciclo celular ainda n&o sao
conhecidos.

Tendo-se em vista que a FAS participa exclusivamente da sintese de
acidos graxos, ela tem sido considerada como um possivel alvo terapéutico para a
elaboragdo de novas drogas para o tratamento de diversos tipos de neoplasias
malignas (Kuhajda et al., 2000b; Swinnen et al., 2000c; Gabrielson et al., 2001;
Kumar-Sinha et al., 2003; Menendez et al., 2005c, 2006).

Existem até o presente momento na literatura, dois trabalhos
descrevendo, através de reagdes imunohistoquimicas, a expressao de FAS em
melanomas. No primeiro, Innocenzi et al. (2003) observaram uma correlagao
positiva entre expressdo de FAS e indice de Breslow (sistema usado para
classificagdo de melanomas, que mede a espessura tumoral da camada celular
mais superficial até a maior profundidade do tumor), além de uma correlagao
inversa entre a presengca de FAS nos cortes analisados e a sobrevida total. Em
seguida, Kapur et al. (2005) avaliaram 155 leses melanociticas cutaneas, sendo
30 nevos congénitos, 19 nevos compostos, 40 nevos de Spitz, 48 melanomas
primarios e 18 melanomas metastaticos. A expressao de FAS foi mais intensa em
melanomas primarios em comparacido com 0S Nevos convencionais e nevos de
Spitz e a maior intensidade de marcacado para FAS foi encontrada nos tumores
metastaticos. Estes autores relataram também que a expressao de FAS nos nevos
congénitos foi semelhante aos dos melanomas metastaticos e sugeriram que uso
de inibidores de FAS poderia ser um alvo terapéutico para o tratamento de nevos
congénitos grandes, impossiveis de serem ressecados cirurgicamente.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito da inibicdo
especifica de FAS pela droga Orlistat em culturas de células derivadas de um
melanoma murino (B16F10) e em melanomas experimentais desenvolvidos em

camundongos C57BL6.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Melanoma

Melanomas sado neoplasias malignas originarias a partir de lesdes
melanociticas pré-existentes ou desenvolvem em pele ou mucosa normais (de
novo). Os melandcitos sdo células provenientes da crista neural que migram para
a pele, retina, meninges e mucosas oronasal e respiratéria entre a 12° e 14°
semana de vida intra-uterina (Quevedo & Fleischmann, 1980; Nordlund, 1986;
Erickon, 1993). Eles se localizam na camada basal da pele e possuem nucleo
irregular e central e citoplasma globoso, de onde partem prolongamentos que
mantém contato com queratinécitos da propria camada basal. A melanina atua
como importante filtro endégeno contra os raios ultravioletas presentes na luz
solar e sua sintese ocorre no interior dos melandcitos, tendo a tirosina como
precursor (Jimbow et al., 1993).

Dentre as neoplasias de pele, o melanoma é a de pior prognostico. Seu
alto indice de mortalidade deve-se principalmente a emissdo de metastases para
diversos o6rgaos como figado, pulmbes, cérebro, ossos, ovario, estdbmago,
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). E o quinto tipo de cancer mais freqiiente nos
Estados Unidos, com taxas de incidéncia e mortalidade crescentes, as quais de
1973 a 1994 aumentaram 120,5% e 38,9% respectivamente (Hall et al., 1999).
Neste mesmo pais, € o tipo de cancer mais comum em mulheres entre 25 e 29
anos e 0 segundo mais comum entre 30 e 34 anos, depois do cancer de mama
(Rigel et al. 1996). Em todo o mundo, durante todo o ano de 2002, houve 160.000
novos casos de melanoma com 40.000 mortes (International Agency for Research
Cancer - www-dep.iarc.fr/globocan). Na Australia, em muitos paises europeus e na

Ameérica do Norte houve um aumento de 5% ao ano nos casos de melanoma nos



ultimos 40 anos (Thompson et al., 2005). Segundo a AIHW (Australian Institute of
Health and Welfare), a Austrdlia foi o pais com maior incidéncia mundial de
melanoma em homens e o segundo em mulheres. No Brasil, segundo as
estimativas do INCA para 2006, € esperado um total de 5.760 novos casos de
melanoma entre homens e mulheres, com maior porcentagem na regidao sul do
pais (INCA, 2006). Cerca de 91,2% dos casos de melanoma afetam a pele, 5,3%
os olhos, 2,2% apresentam local primario indeterminado e 1,3% afetam as
mucosas, dos quais 55,4% ocorrem na regido de cabega e pescogo. Os
melanomas primarios da cavidade oral sdo raros e correspondem a menos de 1,2
casos em cada 10 milhées de pessoas por ano, afetando mais comumente o
palato, seguido pela gengiva, mucosa jugal, labios e rebordo alveolar (Hicks &
Flaitz, 2000). No estagio inicial da doencga, que se caracteriza por um crescimento
radial, o melanoma ¢é tratado por excis&o cirurgica, tendo o indice de Breslow
(distdancia em milimetros desde a camada nucleada mais superficial até o nivel
mais profundo de invasao) e de Clark (correlaciona o nivel anatdémico de invaséo
associado ao indice mitético) como fatores prognésticos da doenca (Chin et al.,
1998; 2003). O melanoma é um grave problema de saude, ndo apenas pela sua
incidéncia ou por afetar adultos jovens, mais pelo seu alto potencial metastatico e
por ser pouco sensivel a radioterapia e aos quimioterapicos atualmente
conhecidos (revisado por Li et al., 2006). A sobrevida média para pacientes com
lesdes metastaticas € de 13,6% em 2 anos, 9,7% em 3 anos e apenas 2% em 5
anos (Lee et al., 2000).

Fatores associados a radiagao UV, tais como grau de pigmentacao da
pele, indice de exposi¢cdo a radiagdo ultravioleta, efeitos mutagénicos diretos no
DNA, inducdo da producédo de fatores de crescimento pelas células da pele,
reducdo da imunidade e estimulacdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio estdo associados a etiologia dos melanomas (MacKie et al., 2005;
Thompson et al., 2005). Por outro lado, existem melanomas ndo associados aos

raios UV, os quais tém historico familiar ou estao relacionados com a quantidade e



tipos de nevus pré-existentes (revisado por Li et al., 2006). Dentre os genes
associados a progressdo do melanoma podemos citar aqueles que codificam
proteinas controladoras do ciclo celular, como p16 (CDKN2A), localizado no
cromossomo 9p21 e responsavel pela expressdo das proteinas p16™K42 4ARF
(Walker et al., 1998; Chin et al., 2003). p16™ *® & responsavel pela inibicdo da

formagdo do complexo enzimatico CDK4/CDKG6/ciclina D, necessario para a
4ARF

e p1

fosforilagdo da proteina Rb e entrada da célula na fase S do ciclo celular. p1
tem como fungéo estabilizar a proteina p53, prevenindo sua degradagao mediada
por HMD2 (human double minute 2). Na auséncia de p14 %, a proteina HMD2
(ligase de ubiquitina especifica para p53) conduz p53 a degradagado pelos
proteossomos (Kamijo et al., 1998). Outra alteragdo associada a etiologia do
melanoma ocorre no gene CCND1, localizado no cromossomo 11g13 e
responsavel pela expressdo da ciclina D1, que atua regulando positivamente o
ciclo celular (Utikal et al., 2005). Mutacbes 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 tumorais PTEN, p53, p27°*! e p21 também ja foram descritas em
melanomas (Chin, 2003; Chudnovsky et al., 2005; Li et al., 2006).

2.2. Acido graxo sintase (FAS)

FAS é um complexo enzimatico multifuncional que possui sete sitios
cataliticos e um grupo prostético 4’-fosfopanteteina, responsavel pela sintese
enddgena de acidos graxos saturados de cadeia longa a partir dos substratos de
carbono acetil-CoA e malonil-CoA (Stoops & Wakil 1981; Tsukamoto et al., 1983;
Brink et al., 2001; Chirala et al., 2001; Rangan et al., 2001; Baron et al., 2004). Do
ponto de vista estrutural, FAS € um homodimero formado por duas cadeias
polipeptideas longas, com massa molecular de aproximadamente 250 kDa (Figura
). Os sete sitios cataliticos que compdéem a FAS estdo distribuidos a partir da

extremidade amino terminal em direcdo a carboxil terminal na seguinte ordem: [3-



cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-CoA transacilases que funcionam como
sitios de entrada dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a subsequente
reagcdao de condensacdo; na sequUéncia, desidratase, enoil redutase, B-cetoacil
redutase e proteina carregadora de acil atuam como redutores, sobre o produto
formado pela B-cetoacil sintase; por fim, o sitio tioesterase localizado na regiao
carboxil terminal promove a hidrélise do palmitato, que é liberado como a molécula
de acido graxo recém sintetizada (Wakil, 1989; Jayakumar et al., 1995; Smith et
al., 2003). Sua atividade é minima em tecidos normais, exceto em tecidos
lipogénicos, uma vez que a maior parte dos acidos graxos usados pelas células
provém da dieta (Weiss et al., 1986; Menendez et al., 2005a). Desta forma, a
expressdo de FAS é baixa ou mesmo ausente na maioria dos tecidos humanos
adultos normais (Weiss et al., 1986), com excecado do figado, tecido adiposo,
mama durante a lactacdo, endométrio na fase proliferativa e dos pulmobes de
recém nascidos para a producdo da substancia surfactante (Kuhajda, 2000;
Chirala et al., 2001). Ao contrario, nas células de neoplasias malignas a maior
parte dos acidos graxos provém da sintese endogena, atraves da atividade de
FAS. A expressao de FAS estd aumentada em diversos tipos de neoplasias
malignas humanas de natureza epitelial, como as de mama (Milgraum et al.,
1997), ovario (Al0 et al., 2000), préstata (Swinnen et al., 2002), endométrio (Pizer
et al., 1998), tiredide (Vlad et al., 1999), pulméo (Piyathilake et al., 2000), colon
(Visca et al., 1999), eséfago (Nemoto et al., 2001), estdbmago (Kusakabe et al.,
2002), melanoma (Innocenzi et al., 2003; Kapur, et al., 2005), bexiga (Visca et al.,
2003) e carcinoma espinocelular bucal (Krontiras et al., 1999, Agostini et al., 2004,
Silva et al., 2004), bem como em sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al.,
2003; Rossi et al., 2006). Numerosos relatos tém demonstrado uma associagao
positiva entre a expressdo de FAS e o comportamento agressivo de tumores
malignos, sendo que sua alta expressao ocorre frequentemente nos casos com
pior prognéstico (Epstein et al., 1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997;

Kuhajda, 2000b). A alta atividade desta via anabdlica deve gerar vantagens para o



rapido crescimento celular deste tipo de neoplasia (Baron et al., 2004). Em
melanomas observou-se uma correlacao positiva entre expressdo de FAS e indice
de Breslow, além de uma correlagdo inversa entre FAS e a sobrevida total,
indicando que a alta expressdo de FAS estd associada a uma maior taxa de
recorréncia, maior risco de desenvolvimento de metastases e consequentemente
pior prognéstico (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005).

Apesar das evidéncias apontando a sintese enddgena de acidos graxos
como essencial para a proliferagdo de células malignas, ndo se conhece até o
momento quais os mecanismos biolégicos envolvidos. Neste contexto, Swinnen et
al. (2003) demonstraram que a atividade de FAS é necessaria para a produgao
dos fosfolipidios que compde as membranas das células LNCaP (uma linhagem
celular derivada de um adenocarcinoma de prostata metastatico). Isto pode
causar, além de um aumento na velocidade da producdo das membranas
celulares, alteragcées na sua composicao lipidica, com profundos efeitos em varias

vias de transducéo de sinais (Baron et al., 2004).
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Figura | — Representacdo esquematica da FAS, homodimero formado por duas cadeias
polipeptideas longas, com massa molecular de aproximadamente 250 kDa. Em cada cadeia
existem sete sitios cataliticos distintos e um sitio para a proteina carregadora de acil (ACP).
Modificado de Wakil SJ, 1989.



2.3. Regulacao da expressao de FAS

A expressao de FAS no figado e no tecido adiposo € regulada pela
dieta, através de horménios como a insulina, glucagon, glicocorticéides e
horménio tireoideano (Fukuda et al. 1999). Nestes tecidos, a produgdo enddgena
de acidos graxos € estimulada pela ingestdo de carboidratos e inibida por acidos
graxos ou pelo jejum (Kersten, 2001). No tecido adiposo, estes efeitos sao
mediados por hormdnios que tem o potencial de estimular (insulina) ou inibir
(leptina) a lipogénese dependente de FAS. A insulina estimula a expressao de
FAS fazendo com que o excesso de glicose seja estocado como gordura nos
adipécitos, em contrapartida, a leptina € um horménio que inibe a FAS em
resposta ao excesso de gordura nos adipdcitos (Fukuda et al., 1999). Nos
hepatécitos, além da regulagdo promovida pelos horménios ja citados, a presenga
de acidos graxos poliinsaturados provenientes da dieta promovem a diminuigao de
SREBP-1c, responsavel pela regulagdo da sintese de colesterol (Horton, 2002;
Brown & Goldstein, 1997, 1999). As SREBPs constituem uma familia de fatores de
transcricdo envolvidos na manutencdo da homeostase do colesterol intracelular,
no controle da sintese de acidos graxos e na diferenciacdo de adipdcitos (Briggs
et al., 1993; Wang et al., 1993).

Em células neoplasicas, a maior parte dos acidos graxos € proveniente
da biossintese enddgena e independente da alimentagdo (Sabine et al., 1967;
Ookhtens et al., 1984; Weiss et al., 1986; Menendez et al., 2005a). Alteragbes
metabdlicas nas células malignas sao sugeridas desde 1924, quando Warburg &
Posener observaram o aumento da glicdlise anaerdbica (Kuhajda et al., 2006).
Somente em 1953 foi descrito que a sintese de acidos graxos estava aumentada
em tecidos neoplasicos, em comparagdo com os tecidos normais (Medes et al.,
1953). A regulacao da expressdo de FAS em tumores malignos comegou a ser
intensamente investigada a partir da década de 80, em linhagens celulares

derivadas de cancer de mama. Chalbos et al. (1987) demonstraram que o



tratamento com progestinas leva a um aumento tanto da expressdo como da
atividade de FAS em células de cancer de mama (MCF7 e T47D). De maneira
semelhante, o tratamento com andrégenos aumentou a expressdo de FAS em
linhagens celulares derivadas de cancer de mama e préstata (Chambon et al.,
1989; Swinnen et al., 1997). Kumar-Sinha et al. (2003) demonstraram, em células
derivadas da glandula mamaria, genes diferencialmente regulados por ErbB2.
Através de experimentos de “microarrays”, estes autores observaram uma
conexao direta entre o gene que codifica a FAS e ErbB2, através da via PI-3K, que
tem acao direta sobre o promotor da FAS. Segundo estes autores, a inibigcdo da
atividade da FAS em linhagens celulares derivadas de cancer de mama causa
apoptose preferencialmente nas células que estdo expressando ErbB2 em
grandes quantidades. Em recente estudo, Menendez et al. (2004) mostraram que
FAS regula a expressédo e atividade deste mesmo receptor de superficie em
linhagens celulares de cancer de mama e de ovario. Estes mesmos autores
demonstraram que a inibicdo de FAS causa diminui¢cao dos niveis de ErbB2 e leva
a um aumento dos niveis de PEA-3, um fator de transcricdo que se liga
especificamente ao promotor de ErbB2 em células SK-Br3, derivadas de cancer
de mama (Menendez et al., 2005).

Em tumores sensiveis a horménios, estrogeno, progesterona e
andrégenos desempenham um papel claro na regulagao da FAS (Kuhajda, 2000).
Esta demonstrado que progesterona estimula a expressao de FAS em linhagens
celulares de cancer de mama (Lacasa et al., 2001), enquanto andrégenos e o fator
de crescimento epidérmico (EGF) aumentam a expressao e a atividade de FAS
em linhagem celular de cancer de préstata (LNCaP) (Swinnen et al., 1997a), o que
acontece através das proteinas SREBPs (Swinnen et al. 1997b).

Andrégenos (testosterona e seu metabdlito ativo 5a-dihidrotestosterona)
sdo hormodnios esterdides importantes na expressdo do fendtipo masculino
(Brinkmann, 2001) e que modulam a fungao fisiolégica de varios outros 6rgaos,

como a prostata e o epididimo, assim como em tecido muscular, foliculos pilosos e



cérebro (Lee & Chang, 2003). Em homens, os andrégenos sao produzidos pelos
testiculos e seus precursores androgénicos em grande parte séo produzidos nas
glandulas supra-renais, sendo transformados em testosterona nos tecidos
periféricos (Berne & Levy, 1998). O receptor de andrégeno (RA) é um fator de
transcricdo que regula a expressao dos genes necessarios ao desenvolvimento
sexual normal em homens (O 'malley, 1990; Truss & Beato, 1993). Alteragdes nas
vias de sinalizagdo dos andrégenos tém sido relacionadas a infertilidade
masculina e ao cancer de préstata (Lee & Chang, 2003). A regulagdo de
transcricdo da FAS através de andrégenos, em linhagens celulares de cancer de
prostata, ocorre pela estimulacdo da expressao do fator de transcricdo SREBP,
cuja forma ativa estimula regides regulatoérias do gene que codifica FAS (Swinnen
et al., 1997; Swinnen et al., 2000; Heemers et al., 2001). Além de FAS,
testosterona causa um aumento coordenado da expressdo de outros genes
lipogénicos, como aqueles que codificam a acetil-CoA carboxilase, também
envolvida na sintese de acidos graxos, HMG-CoA-redutase e farnesil difosfato
sintetase, que participam da sintese do colesterol (Heemers et al., 2003).

A presenca de receptores de androgeno em melanomas ou linhagens
celulares derivadas destes tumores ainda € controversa. Em amostras de tecidos,
Kokoschka et al. (1982) compararam melanoma, nevo benigno pigmentado e pele
normal com relagdo a receptores de estrégeno (RE) e andrégeno, mostrando
expressdo semelhante de RA entre os melanomas e a pele normal e expressao
aumentada de RE nos melanomas, também em comparagdo com a pele normal.
DiSorbo (1986) nao encontrou positividade para RA em linhagem celular de
melanoma humano (NEL-M1), ao passo que Morvillo et al. (2002) descreveram,
em linhagens celulares de melanoma maligno, nucleos fortemente corados para

RA, através de imunohistoquimica.
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2.4. Inibidores especificos de FAS

2.4.1. Cerulenina

A cerulenina ([2R, 3S] -2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans,
transdodecadienamida) é um produto natural do fungo cefalosporium caerulens e
foi descoberta por Hata et al. (1960a, b) por suas propriedades antifungicas.
Somente em 1972, os grupos de Nomura & Vance demonstraram seu efeito como
inibidor especifico da sintese de acidos graxos (Omura, 1976; Pizer et al., 1996b).
Esta droga inibe de forma irreversivel a atividade da enzima FAS através de
ligacdo covalente ao sitio ativo B-cetoacil sintase, responsavel pela reagdo de
condensacédo dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Kuhajda et al., 2000).
Entretanto, a instabilidade da molécula de cerulenina em experimentos animais

limita sua utilizagdo como agente anti-lipogénico (Omura, 1976).

2.4.2. C75

C75 é um analogo sintético da cerulenina, formado por uma cadeia de 7
carbonos (o-metileno-y-butirolactona) e que possui os mesmos efeitos inibitorios
sobre a atividade de FAS com a vantagem de ser mais estavel e, portanto, ter
melhor efeito “in vivo” (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).

Loftus et al. (2000) demonstraram que o tratamento sistémico, via
intraperitoneal, de camundongos C57BL/60laHsd-lep®® e BALB/c com cerulenina e
C75 provoca redugao da quantidade de alimento ingerida e significativa perda de
peso, sendo necessaria uma unica dose de C75 para que a quantidade de
alimento ingerido pelos animais diminua mais do que 90% nas primeiras 24 horas.
Este trabalho sugere que a atividade de FAS seja importante para a regulagao da
quantidade de alimento ingerido pelos animais, podendo representar um alvo

terapéutico para o tratamento da obesidade.
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Tanto a cerulenina como o C75 produzem significativa inibicdo da
progressao do ciclo celular, bloqueando a passagem da fase G0/G1 para a fase S
em linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas humanas (Pizer et al.,
1996; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Kuhajda, 2000; Li et al., 2001; De
Schrijver et al., 2003). A inibicdo da atividade de FAS causa ainda, em células
malignas, um aumento na taxa de morte por apoptose (Li et al., 2001). Menendez
et al. (2004) demonstraram, num estudo com linhagens derivadas de cancer de
mama e ovario, que a inibigdo de FAS com cerulenina ou C75 leva a uma
diminuicdo da expressao da oncoproteina ErbB2. O tratamento com estes
inibidores de FAS causa também a reducdo no tamanho de tumores em modelos
xenograficos (Pizer et al., 1998; Pizer et al. 2000). Nestes trabalhos, os autores
injetaram células derivadas de cancer de ovario humano (OVCAR-3) no peritbnio
de camundongos nude e observaram tumores de tamanho menor nos animais
tratados com cerulenina ou C75 (Pizer et al., 1998). Os mesmos autores (Pizer et
al., 2000) relataram uma marcante reducédo da sintese de acidos graxos e do
tamanho dos tumores, além de aumento da taxa de apoptose em camundongos
gue receberam implantes subcutaneos de células derivadas de cancer de mama
(MCF7), ap6s tratamento com C75. Gabrielson et al. (2001) demonstraram efeito
semelhante em modelo xenografico de mesotelioma, com células H-Meso. Alli et
al. (2005) demonstraram que camundongos transgénicos neu-N que super-
expressam ErbB2 e desenvolvem céncer de mama espontaneamente, tiveram
uma significante diminuicdo no aparecimento dos tumores quando tratados com
C75. Segundo estes autores, apenas 20% dos camundongos tratados
desenvolveram carcinoma de mama, em comparagdao com 50% dos animais do
grupo controle. Estes resultados sugerem um efeito quimiopreventivo da inibigao

farmacologica de FAS no cancer de mama.
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2.4.3. Orlistat

A droga Orlistat (Xenical®), aprovada pela FDA para emagrecimento, é
um derivado semi-sintético da lipstatina que inibe irreversivelmente as lipases
gastricas e pancreaticas no interior do trato gastrintestinal (Guerciolini et al., 1997)
e que atua também como um inibidor especifico de um dos sitios cataliticos da
FAS (tioesterase). A inibicdo de FAS com Orlistat tem propriedades anti-tumorais
e anti-proliferativas em um modelo xenografico de cancer de préstata e em
linhagens tumorais derivadas de cancer de préstata e mama (Kridel et al., 2004;
Knowles et al., 2004). O sitio tioesterase € um dos sete sitios cataliticos que
compdem a enzima FAS, sendo responsavel pela liberagcdo das moléculas recém
sintetizadas de palmitato. Menendez et al. (2004, 2005c) demonstraram que o
tratamento das linhagens celulares derivadas de carcinoma de estdbmago (NCI-
N87) e de mama (SK-Br3) com Orlistat causou, além da inibicdo da sintese de
acidos graxos, um bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1, evitando a entrada na
fase S. Além do mais, o Orlistat inibiu intensamente a expressao de ErbB2 através
da estimulacéo da proteina PEA-3, responsavel pela sua transcricdo, e aumentou
os niveis de p27"*', levando as células a apoptose.

E importante ressaltar que, apesar de promissores, os estudos que
visam a inibigdo farmacolégica de FAS como uma forma de quimioterapia para o
tratamento de neoplasias malignas devem ser interpretados com cautela. Esta
demonstrado que o bloqueio de FAS in vivo pode causar efeitos colaterais como
anorexia e perda de peso (Clegg et al., 2002), além de apresentar um alto
potencial teratogénico (Chirala et al., 2003). Além do mais, um estudo recente do
Nnosso grupo mostrou que cerulenina é capaz de inibir o crescimento de
fibroblastos humanos normais em culturas primarias (Almeida et al., 2005),
sugerindo que a produgao enddégena de acidos graxos n&o seja essencial somente

para as células malignas.
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2.5. Efeitos bioldgicos da inibicao da expressao e atividade de FAS

Os mecanismos pelos quais a inibicdo de FAS leva a redugao do
crescimento celular e provoca apoptose nao estao esclarecidos, embora algumas
hipéteses tenham sido sugeridas. Recentemente, Bandyopadhyay et al. (2006)
inibiram a expressédo de FAS através de RNAi em células de cancer de mama e
avaliaram seus efeitos usando “microrrays” de DNA. Segundo este trabalho, a
inibicado de FAS leva a um acumulo de malonil-CoA que por sua vez inibe a
enzima de membrana mitocondrial CPT-1, responsavel pela transesterificagao de
acil-CoAs de cadeia longa em acil-carnitina, permitindo sua entrada na mitocéndria
para oxidacao dos acidos graxos. Os autores observaram também um aumento do
lipidio ceramida, que esta relacionado a respostas apoptoticas celulares mediadas
por indutores de apoptose, como FAS/FAS ligante, TNF-a (fator de necrose
tumoral a), fatores de crescimento, hipdxia e danos ao DNA. Foi observado ainda
que a inibicdo de FAS promove aumento na expressao de genes pro-apoptéticos
como BNIP3, TRAIL (“tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand”) e
DAPK2 (“death-associated protein kinase 27).

Segundo Pizer et al. (1998), a inibicao da sintese endégena de acidos
graxos néo tem efeito direto no DNA ou na maquinaria da replicagdo e envolve
provavelmente a fungao de p53, a qual foi posteriormente demonstrada como
sendo regulada por perturbagdes na sintese de acidos graxos (Li et al., 2001).
Entretanto, o efeito citotoxico decorrente do bloqueio de FAS pode ocorrer de
maneira independente de p53 através da ativacdo direta de sinais apoptaéticos,
como a alta expressao de Bax, pois a inibicdo de FAS resulta na liberacdo do

citocromo C e ativagao de caspases (Heiligtag et al., 2002).
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2.6. ErbB2 e cancer

A familia Erb de receptores transmembrarnanicos com atividade de
tirosina-quinase é formada por quatro membros: EGFR (Her-1, ErbB1), ErbB2
(Her-2), ErbB3 (Her-3) e ErbB4 (Her-4) (Ecless, 2000, Klapper et al., 2000). A
ativagao destes receptores resulta em fosforilacdo de residuos especificos de
tirosina na regiao citoplasmatica, causando a estimulacdo de multiplas vias de
sinalizagao intracelular (O-Charoenrat et al., 2002). Seus ligantes sdo produtos de
genes distintos e consistem em mais de 30 membros, dentre os quais o EGF
(“epidermal growth factor”), TGF-a (“transforming growth factor — a”), AR
(anfiregulina), HB-EGF (ligante de heparina-EGF), BTC (betacelulina), ER
(epiregulinas) e inumeras variantes de HRG (heregulinas), produzidas por
“splicing” alternativo. O receptor ErbB2 (Her-2) ndo tem ligantes especificos
identificados até o momento (Magnifico et al., 1998, Penuel et al., 2001, O-
Chaorenrat et al., 2000), sendo parceiro para heterodimerizacdo com todos os
outros membros da familia Erb (Holbro et al., 2003). A expressdo anormal dos
ligantes da familia ErbB tem sido implicada na formag&o de neoplasias humanas
como O cancer de mama e ovario com recorréncia precoce e pior prognostico
(Slamon et al., 1987 e 1989). ErbB2 esta também expresso em grandes
guantidades em cancer de endométrio, pulmao, ovario, mama e boca (Slamon et
al., 1987; Tateichi et al., 1990; Pastorino et al., 1997; Yarden, 2001; Ross et al.,
2003; Silva et al., 2004). Como mencionado anteriormente, foi demonstrado
experimentalmente que ErbB2 regula a expressao de FAS em células derivadas
de glandula mamaria e cancer de mama (Kumar-Sinha et al., 2003). FAS também
regula a expressao e atividade de ErbB2 em linhagens celulares de céncer de
ovario (Menendez et al., 2004). A importancia desta proteina em carcinomas de
mama vem sendo demonstrada pela utilizacdo terapéutica com sucesso de

anticorpos especificos contra o seu ectodominio (Herceptina®) como
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quimioterapico isolado ou em combinagdo com o agente alquilante cisplatina
(Pegram et al.,1998; Vogel et al., 2002; Mandelsohn & Baselga 2003).

O papel da proteina ErbB2 na patogénese dos melanomas ainda é
incerto. Persons et al. (2000) relataram expressdo aumentada de ErbB2 em
apenas 1 dos 40 melanomas por eles avaliados e Fink-Puches et al. (2001)
relataram né&o ter encontrado expressao de ErbB2 em 30 casos de melanoma. Em
concordancia com estes autores, Potti et al. (2003), avaliaram 202 amostras de
melanoma e encontraram que 2 destes tecidos tinham expressdo aumentada de
ErbB2. Por outro lado, Eliopoulos et al. (2002) avaliaram 51 pacientes portadores
de melanoma primario, com invasdo maior do que 10mm (indice de Breslow), e
observaram que 29% tinham expressdao aumentada de ErbB2. Achados
semelhantes foram descritos por Bodey et al. (1997), que relataram a expressao
de ErbB2 em 40% dos melanomas malignos primarios e 80% dos melanomas
metastaticos por eles avaliados. Também é controversa a expressao de ErbB2 em
linhagens celulares derivadas de melanoma. Por exemplo, Chenevix-Trench et al.
(1990) demonstraram pouca produgao de ErbB2 em 16 linhagens celulares de
melanomas, ao passo que Rogcun et al. (1999) observaram alta expressao de
ErbB2 em 5 das 8 linhagens celulares de melanoma por eles estudadas (BL, BE,
FMS, FM-3D, FM-55). Nenhum trabalho até o momento avaliou
concomitantemente a expressao de ErbB2 e FAS em melanomas ou linhagens

celulares derivadas destas neoplasias.
2.7. p27¢*!

A fase G4 é o intervalo no qual a célula responde a estimulos
extracelulares que determinardo o inicio da replicacdo do DNA ou a saida do ciclo
celular e entrada em estado de quiescéncia (fase Go). p27?" é um polipeptideo
membro da familia Cip/Kip de inibidores de quinases dependentes de ciclinas que

inibem o ciclo celular na fase G4 (Polyak et al., 1994; Soos et al., 1996; Sherr et
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al., 1999), protegendo os tecidos da proliferagao excessiva (Polyak et al., 1994).
Em células quiescentes, os niveis de p27“*! sio geralmente altos, entretanto,
quando as células entram no ciclo celular as proteinas da familia Cip/Kip séo
destruidas pelos proteossomos num processo dependente de Skp2, uma ligase da
ubiquitina E3 que é responsavel pela ubiquitinacdo de p27KP" (Schrump et al.,
1996; Loda et al., 1997). Correlagdes entre a quantidade da proteina p27"*" e o
prognostico de neoplasias malignas humanas foram primeiramente observadas
em cancer de colon, sendo a seguir também encontradas em tumores de mama,
prostata, bexiga, pulméo, figado, laringe, ovario e estémago, dentre outros (Lloyd
et al., 1999; Tsihlias et al., 1999; Singerland & Pagano, 2000; Philipp-Staheli et al.
2001). Em melanomas, uma positividade para p27“"" menor do que 5% foi
associada a altos niveis de recorréncia (Florenes et al., 1998). Os niveis de p27“°’
em melanomas metastaticos, em comparacdo com os tumores primarios do
mesmo paciente, foram descritos como drasticamente reduzidos (Florenes et al.,
1998; Heenen et al., 2003). Recentemente, Ivan et al. (2004) avaliaram a
expressdo de p27"" em amostras de nevo, nevo displasico, melanoma e
melanoma metastatico e mostraram positividade de 88% nos nevos, 95% nos
nevos displasicos, 50% nos melanomas e 13% nos casos de melanoma
metastatico. Alonso et al. (2004) demonstraram que a expressdo de p27°*! em
amostras teciduais de melanoma in situ foi de 76%, ao passo que em melanomas
invasivos foi de 45% e em melanomas metastaticos 37%, apontando p27<*! como

um fator prognéstico para esta neoplasia.

17



3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

3.1. Avaliar o efeito da inibicdo de FAS com Orlistat em melanomas experimentais
intraperitoneais provocados pela injecdo de células B16F10 em camundongos
C57BLS6.

3.2. Avaliar o efeito do tratamento com Orlistat sobre o numero e tamanho das
metastases espontaneas provocadas pela injegdo intraperitoneal de células
B16F10 em camundongos C57BL6.

3.3. Estudar as consequéncias da inibigdo da atividade de FAS com Orlistat sobre
as taxas de proliferagcao e apoptose e producéo das proteinas FAS, ErbB2, Skp2 e
p27KP1 pelas células B16F10.

3.4. Estudar a producao de FAS por linhagens celulares estabelecidas a partir das
metastases espontaneas e compara-las com a de linhagens oriundas dos

respectivos tumores primarios.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura de células

A linhagem B16F10 (ATCC), derivada de um melanoma de
camundongo, foi gentiimente cedida pelo Prof. Silvio S. Veiga (Departamento de
Biologia Celular, UFPR). Estas células foram cultivadas em frascos plasticos de 25
ou 75 cm? (NUNC, Dinamarca) em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A)
suplementado com 10% de FBS (Cultilab, Brasil) e solugdo antibidtica e
antimicética (Invitrogen, E.U.A.) na diluicdo de 1:100 a 37°C, em atmosfera
contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

As células foram cultivadas até atingirem uma confluéncia de 60 a 70%,
guando o meio de cultura era removido, as células lavadas com 10 ml de PBS pH
7,4 e entdo incubadas a 37°C com 0,5 ml ou 2 ml de tripsina a 2%, para frascos de
25 cm? ou 75 cm?, respectivamente. Apds um periodo que variou de 1 a 5 minutos,
as células ficavam separadas do assoalho do frasco de cultura (o que era
determinado por observagao em microscopio de contraste de fase), sendo entéo a
acdo da tripsina interrompida pela adicdo de 5 ml (frasco de 25 cm?) ou 10 ml
(frasco de 75 cm?) de meio de cultura com 10% de FBS. A suspensao de células
era transferida para tubos cénicos de plastico de 15 ml estéreis (Corning, E.U.A.) e
estes centrifugados a 3000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante era removido e
descartado e os “pellets” de células ressuspendidos em 5 ml de meio de cultura
com 10% de FBS, as células contadas e re-plaqueadas em novos frascos de
cultura. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. Em varios experimentos
apresentados nesta tese, as células B16F10 foram cultivadas na presenca de 2%

de FBS, fato que esta indicado no texto ou nas legendas das respectivas figuras.
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4.2. Preparo das solucoes de Orlistat

Para a aplicagdo em camundongos, 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 1ml de etanol a 33% em PBS,
seguido de agitagao por 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a solugao
foi centrifugada a 16.000xg por 5 minutos e o sobrenadante coletado e estocado a
-80°C até o momento do uso. Para o uso em experimentos de cultura celular, o
mesmo protocolo foi seguido, entretanto, etanol absoluto foi utilizado para

dissolver o conteudo das capsulas do medicamento.
4.3. Modelo animal de metastase espontanea de melanoma

O modelo animal utilizado nesta tese para o estudo de metastases
espontédneas de melanoma foi descrito pelo professor Silvio S. Veiga
(Departamento de Biologia Celular, UFPR) em sua tese de doutoramento
realizada no instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, em S&o Paulo (Veiga,
1997). A presente pesquisa foi aprovada pela Comissdo de FEtica na
Experimentagdo Animal (n° 732-1, CEEA-IB-UNICAMP — anexo ).

Quarenta camundongos C57BL6, com cerca de 10 semanas de vida,
foram obtidos junto ao CEMIB-UNICAMP e mantidos em gaiolas apropriadas,
alimentados com ragao comercial Labina (Purina, Brasil) e providos de agua ad
libitum. Os animais ficaram em sala climatizada, com controle automatico de
iluminacdo, alternando periodos claros e escuros a cada 12 horas. Em cada
experimento, foram realizados implantes intraperitoneais de células B16F10
(2,5x10°) suspensas em PBS e em passagem baixa (T3 ou T4). Depois de 48
horas das inoculagbes, deu-se inicio ao tratamento com 60ul da solugdo de
Orlistat (o que corresponde a 240mg/kg/dia — via i.p.) até o 13° dia. Os animais

dos grupos controle receberam injegcdes somente do veiculo (solugdo contendo
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33% etanol em PBS). Aproximadamente no 14° dia apds os implantes das células,
todos os animais foram sacrificados pela inalagdo de CO, e imediatamente
dissecados, sendo coletados e fixados em formol a 10% os seguintes tecidos:
tumor primario intraperitonial, figado, rins, baco, pulmdes, coragdo, timo,
linfonodos mediastinicos metastaticos e cérebro. Foram também coletados e
congelados a -80°C fragmentos dos tumores primarios e dos figados para a
realizagcao de cortes por congelagao e extracdes de RNA para estudos futuros. Os
tecidos foram incluidos em parafina e os cortes histologicos obtidos (5um) corados

com HE.

4.4. Cultura celular a partir do modelo animal

Seis animais foram sacrificados depois de 14 dias da implantacdo das
células B16F10 e dissecados, sendo pequenos fragmentos do tumor primario e
das suas metastases nos linfonodos da cavidade toracica colocados em tubos de
15ml (Corning, E.U.A.) contendo meio RPMI 1640 sem FBS e mantidos em gelo.
Imediatamente apos a coleta, os tubos foram levados para o fluxo laminar, os
fragmentos cortados em pedagos ainda menores, lavados varias vezes com
grandes quantidades de meio de cultura e plaqueados em garrafas de 25 cm?
contendo meio RPMI 1640 com 10% de FBS e solugao antibiética e antimicaética.
Apds um periodo de 12 a 15 dias, os fragmentos de tecido foram removidos das
garrafas, sendo as células aderidas ao fundo dos frascos tripsinizadas e
transferidas para garrafas 75 cm? A seguir as células foram congeladas em
nitrogénio liquido. Desta forma, foram estabelecidas 12 novas linhagens celulares,
as quais foram denominadas C1L, C1T, C2L, C2T, C3L, C3T, C4L, C4T, C5L,
C5T, C6L e C6T (a letra L identifica as linhagens derivada das metastases nos
linfonodos do mediastino e a letra T corresponde as linhagens derivada dos

tumores primarios intraperitoniais).
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4.5. Preparacao dos extratos protéicos e reacoes de western blotting

Os "pellets” de células foram obtidos através da raspagem dos frascos
de cultura com "cell scrapers" descartaveis (Costar, E.U.A.) quando estas estavam
cerca de 70% confluentes. As proteinas foram extraidas em um tampéo de lise
contendo 10% de sacarose, 1% de Triton X-100, 20mM de Tris-HCI pH 8,0,
137mM de NaCL, 10% de glicerol, 2mM de EDTA, 1mM de NaF e 1mM de
NaszVO,. Os inibidores de protease PMSF (1mM), leupeptina (1ug/ml), inibidor de
tripsina STI ("soybean trypsin inhibitor") (10ug/ml) e aprotinina (1ug/ml) foram
adicionados ao tampao de lise imediatamente antes do uso. Aproximadamente
cem microlitros deste tampao foram colocados sobre os "pellets" celulares (o
volume foi ajustado de acordo com o tamanho dos “pellets” obtidos), os quais
foram dissociados por pipetagem e mantidos no gelo por 30 minutos, sendo
agitados a cada 10 minutos. Depois deste periodo foi realizada centrifugagao a
12.000xg por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados, sendo aliquotas de
5ul de cada extrato protéico separadas para espectrofotometria. Todos os extratos
protéicos foram imediatamente congelados em gelo seco e transferidos para
freezer -80°C, onde foram mantidos até o momento do uso. A concentragcdo de
proteina total dos extratos protéicos foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando-se o reagente de Bradford (Sigma, E.U.A.) e um
espectrofotdbmetro Spectronic Genesys 2, ajustado para 595nm. Quantidades
iguais de proteinas de cada extrato celular foram misturadas com um tampéao de
amostra redutor concentrado quatro vezes (8% de SDS, 0,25M de Tris-HCI pH 6,8,
30% de glicerol e 0,2% de azul de bromofenol), contendo 20% do volume total de
p.-Ditiotreitol  (DTT, Sigma), fervidas por 5 minutos e separadas
eletroforeticamente em géis de poliacrilamida-SDS a 8% ou 10%. Em seguida, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher
& Schuell, E.U.A.) e coradas com "Ponceau S" (Sigma, E.U.A.) para verificar a

eficacia da transferéncia. Apos bloqueio por 16h a 4°C em solucédo a 5% de leite
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em po desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tampao contendo 20mM de Tris-
HCI pH 7,6, 150mM de NaCl e 1% de Tween 20 (TBST), as membranas foram
incubadas com anticorpos primarios anti-FAS (1:3.000, Transduction Laboratories,
E.U.A), anti-p27 (1:1.000, Transduction Laboratories, E.U.A), anti-Skp2 (Santa
Cruz Biotechnology, E.U.A.), anti-c-erb-B2 (1:20.000, Dako, Denmark) ou anti-3-
actina (1:40.000, clone AC-15, Sigma, E.U.A). Os anticorpos contra a proteina do
citoesqueleto R-actina foram usados como controle da quantidade da proteina
aplicada em cada canaleta. Depois de lavadas e incubadas com os respectivos
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, as reagdes foram reveladas
através de quimioluminescéncia utilizando-se o kit de deteccdo ECL (Western
Blotting Analysis System, Amersham Pharmacia Biotech, E.U.A.) e expostas a
filmes ultra-sensiveis (Hyperfilm Ultra Detection, Amersham Pharmacia Biotech,
E.UA).

4.6. Coloracao Oil Red “O” para lipidios

Os fragmentos congelados de tumor primario e de figado foram cortados
em criostato (Leica Microsystem, Alemanha) na espessura de 5um, fixados em
solugdo contendo 40% de formol e 10% de CaCl, por 1 hora e secos a
temperatura ambiente (Theory and Practice of Histological Techniques, third
edition, pag 218). Os cortes foram a seguir corados com solugao de Oil Red “O” a
0,5% em propilenoglicol por 16 horas e contra-corados com hematoxilina de Mayer
por 2 minutos, sendo montados com gelatina de glicerina (Laboratory Methods in
Histotechnology, 1992, AFIP).
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4.7. Estudo do efeito do Orlistat sobre o crescimento e morfologia das
células B16F10

A linhagem B16F10-C5T (derivada de um tumor primario) foi plaqueada
(3,5x10° células) em 10 frascos de 75 cm? (Nunc, Dinamarca) com 10ml de meio
RPMI 1640 (Invitrogen, USA) suplementado de 2% de FBS e Orlistat ou etanol
como controle. As células foram tratadas com 100, 250, 500 ou 750uM de Orlistat,
sendo nos controles utilizado um volume de etanol absoluto equivalente ao da
concentragcao de 750uM. Apds 48 horas, os meios de cultura foram trocados e ao
final de 72 horas as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 3.000 rpm por 3
minutos, o sobrenadante descartado e os “pellets” ressuspendidos em 5ml de
meio RPMI 2% FBS. As células foram contadas em uma cadmara de Neubauer e
todos os “pellets” normalizados pelo numero total de células coletadas das
garrafas tratadas com 500uM de Orlistat, sendo a seguir congelados a -80°C até o
momento do uso. Para avaliagdo do efeito do tratamento com Orlistat sobre a
morfologia das células B16F10, foram plaqueadas 3,2X10° células em cada pogo
de lédminas para cultura celular de 8 pogos (Labtek, Nunc, Dinamarca). O
tratamento com 100, 250, 500 ou 750uM de Orlistat ou etanol absoluto iniciou-se
24 horas apo6s o plaqueamento, sendo o meio trocado apés 48 horas e ao final de
72 horas as células foram fixadas com paraformaldeido a 3,7% por 15 minutos e
lavadas 3 vezes com PBS durante 10 minutos. Finalmente, as células foram

coradas com HE.

4.8. Extracoes de melanina das células B16F10

Para a extracdo de melanina dos “pellets” de células B16F10, estes
foram descongelados em gelo e ressuspendidos em 1ml de PBS, sendo a
suspensao homogeneizada em vortex, transferida para tubos de 1,5ml e

centrifugada a 1.000xg por 5 minutos. Os sobrenadantes foram entao removidos e

26



os “pellets” ressuspendidos em 200ul de agua destilada e 1ml de uma mistura
éter/etanol (1:1). Depois de 15 minutos a temperatura ambiente, uma segunda
centrifugagdo a 3.000xg por 5 minutos foi realizada e os sobrenadantes
descartados, sendo os “pellets” solubilizados em 1ml NaOH 1M em 10% DMSO
por 30 minutos em banho de agua a 80°C. As solugdes obtidas foram transferidas
para cuvetas de quartzo e as absorbancias lidas em espectrofotdmetro ajustado

para o comprimento de onda de 470nm (Ando, H. et al. 1999).

4.9. Experimentos para o estudo do ciclo celular e verificagcao das taxas de

apoptose

Os experimentos de citometria de fluxo foram analisados no laboratorio
do Dr. Anibal Vercesi, no Departamento de Patologia Clinica, Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, em colaboracdo com a Dra. Karina G. Zecchin.

Para a analise da distribuicdo das células nas fases do ciclo celular,
foram plaqueadas 6X10* células B16F10-C5T em frascos de 25cm? com meio
RPMI 1640 suplementado com 2% FBS. Apd6s 24 horas do plaqueamento, o meio
foi substituido por RPMI 1640 sem FBS e as células incubadas por mais 24 horas,
guando entdo se iniciou o tratamento com Orlistat, novamente em meio contendo
2% de FBS. As células foram coletadas depois de 6, 12,18, 24, 36 e 48 horas,
fixadas com etanol a 70% gelado, colocadas a -20°C por 12 horas, lavadas em
PBS gelado e tratadas com 10ug/ml de RNAse durante 1 hora a 37°C. Apds
incubagao com 50ug/ml de iodeto de propideo a 4°C, a distribuicao das células no
ciclo celular foi analisada utilizando-se o software CellQuest (Becton Dickinson)
em um citdbmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
equipado com laser de argbnio. Dez mil eventos foram analisados para cada
amostra.

Para os ensaios de apoptose foram plaqueadas 1,9X10° células

B16F10-C5T em frascos de 75cm? e apos 24 horas adicionado Orlistat a 250 ou
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500uM e etanol como controle, por periodos de 10 e 20 horas. As células foram
entdo tripsinizadas, lavadas em PBS e ressuspendidas em um tampao de ligagao
contendo Anexina V-FITC (1:500). O indice de apoptose foi quantificado através
de citbmetro de fluxo, correspondendo ao numero de células positivas para

Anexina V-FITC. Dez mil eventos foram analisados para cada amostra.

4.10. Analise estatistica
Para a comparagcdo entre o numero de metastases presentes nos

animais controle e tratados com Oirlistat foi utilizado o teste t de Student néo

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

5.1. Padronizacao do modelo animal de metastases espontdneas de
melanoma

Os animais nao apresentaram alteragdes fisicas ou comportamentais
durante os 10 primeiros dias apds a inoculagao das células B16F10 na cavidade
peritoneal. Entretanto, depois deste periodo, foi possivel observar um aumento
volumétrico no abdémen e uma reducdo da atividade locomotora dos
camundongos. Exteriorizacdo do tumor através da membrana peritoneal foi
eventualmente observada, formando ndédulos subcuténeos arredondados néo
ulcerados. Ao redor do 13° e 14° dias, os animais ficaram com a mobilidade
acentuadamente reduzida e apresentaram dificuldades respiratérias,
possivelmente pela compressdo do tumor em crescimento sobre diafragma. De
maneira geral, os camundongos nao sobreviveram mais do que 15 dias apos a
inoculacdo das células de melanoma na cavidade peritoneal. Decidimos, portanto,
sacrifica-los entre o0 13° ou 14° dia, dependendo do estado geral. As Figuras 1 A e
B mostram um camundongo C57BL6 logo ap6s o sacrificio, com a cavidade
peritoneal exposta, na qual se nota a presenga de massa tumoral de coloragao
enegrecida e consisténcia mole, relativamente bem delimitada e localizada, na
maioria dos casos no lado do indculo. A exteriorizagdo do tumor primario pode ser
observada na parte inferior esquerda do abdémen deste animal (Figuras 1 B e C).
Os tumores primarios ocuparam geralmente grande parte da cavidade peritoneal,
espalhando-se por entre os 6rgdos abdominais (Figura 1 D). E interessante
salientar que todos os animais inoculados desenvolveram o tumor primario, o qual
produziu metastases na cavidade toracica em todos os casos. Na Figura 1 E
pode-se observar o0 mesmo animal da Figura 1A com a cavidade toracica ja
aberta, mostrando noédulos de coloragdo negra adjacentes ao timo, que

correspondem aos linfonodos mediastinicos invadidos pelas células do melanoma
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intraperitoneal. Os linfonodos normais sdo pequenos e de coloragao clara, sendo
dificilmente detectados durante a dissecagdao. Foram encontrados entre 0 e 6

linfonodos mediastinicos metastaticos por animal, em nossos experimentos.

Figura 1. Camundongo C57BL6 representativo do modelo de metastases espontdneas de melanoma. Em A
observa-se o animal com aumento de volume na regido abdominal e discreto nédulo na regido inferior
esquerda (seta). Nas figuras B e C observamos a exteriorizagdo do tumor primario da cavidade peritoneal. Na
figura D observamos o tumor primario, relativamente delimitado e ocupando grande parte da cavidade
peritoneal, com crescimento difuso em meio as visceras abdominais. Em E pode-se observar a cavidade
toracica deste mesmo camundongo, com os linfonodos mediastinicos metastaticos (pequenos nédulos de
coloragdo negra). O tecido de coloragdo amarelo-esbranquicada corresponde ao timo (seta), bastante
evidente nos camundongos até a 12° semana de vida.
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5.2. Estabelecimento de linhagens celulares a partir do modelo animal

Foram coletados fragmentos do tumor primario e dos linfonodos
mediastinicos metastaticos imediatamente apds o sacrificio dos animais, os quais
foram lavados com soro fisioldgico em abundancia e levados para o fluxo laminar,
onde foram cortados em pequenos pedacos e colocados em frascos de 25 cm?
contendo meio RPMI 1640 com 10% de FBS e solugao antibiética e antimicoética.
Na porgédo inferior da Figura 2 A podemos observar uma area escura que
corresponde a um fragmento de tumor primario com células predominantemente
arredondadas e de coloragdo negra se destacando, no terceiro dia apds o
plaqueamento. Na Figura 2 B, a imagem escura corresponde a um fragmento de
linfonodo mediastinico metastatico, ao redor do qual se pode notar dois tipos
celulares distintos: células de cor negra e formato arredondado, que acabaram de
se desprender do tecido, e células ja aderidas com formato alongado (nono dia
apo6s o plaqueamento). Na Figura 2 C observamos a evolugao da cultura celular,
com células aderidas ao fundo do recipiente, momento em que os fragmentos de
tecido foram removidos, as células tripsinizadas e transferidas para frascos
maiores. A Figura 2 D mostra cultura celular com padrdo monomorfico, que a

seguir foi tripsinizada e estocada em nitrogénio liquido até o momento do uso.
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Figura 2. Fotografias representativas de diferentes etapas do estabelecimento das novas linhagens celulares
de melanoma. Em A observa-se fragmento do tumor primario trés dias apos o plaqueamento, com células
arredondadas e de coloragdo negra saindo do tecido tumoral. Em B pode-se notar um fragmento de linfonodo
mediastinico metastatico com células saindo do tecido e células ja aderidas ao fundo do recipiente de cultura.
Em C observamos uma ilha de células B16F10 derivada de um linfonodo metastatico, com morfologia tipica
desta linhagem. A figura D mostra células ja aderidas em estagio de subconfluéncia, no 10° dia apés o
plaqueamento, momento em que foram tripsinizadas e congeladas. Microscopia de contraste de fase.
Aumento original de 200X.
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5.3. Efeito do tratamento com Orlistat sobre a disseminacao metastatica do

melanoma em modelo animal

Implantes intraperitoneais de células B16F10 foram realizados em 40
camundongos machos com 10 semanas de vida, distribuidos em 3 experimentos
independentes. Os animais receberam o tratamento com Orlistat 48 horas apos o
implante das células de melanoma, pois nosso objetivo era analisar o efeito da
droga em tumores ja estabelecidos e ndo um efeito quimiopreventivo. O exame
macroscopico evidenciou diferengas entre os tumores primarios dos grupos
tratado e controle. Os tumores do grupo tratado apresentaram-se mais
fragmentados e dispersos dentro da cavidade peritoneal, sendo faciimente
removidos pelo simples deslocamento dos 6rgaos para fora da cavidade peritoneal
(Figuras 3 A, B e C). Ja os tumores primarios do grupo controle foram melhor
delimitados e de consisténcia um pouco mais firme, estando normalmente
confinados ao local onde as células B16F10 haviam sido implantadas. O aspecto
sugestivo de fragmentagcdo nao foi tdo evidente como no grupo tratado com
Orlistat (Figuras 4 A, B e C). Os animais de ambos os grupos foram pesados
diariamente, ndo havendo variagdes de peso até o 10° dia. A partir do 11° dia,
quando ja se podia notar um aumento de volume no abdémen, houve discreto
ganho de peso, provavelmente devido a progressdo do tumor (Figura 5). Um
achado importante foi a inibicdo de aproximadamente 50% no numero de
metastases espontaneas para os linfonodos mediastinicos nos animais tratados
com Oirlistat, nos trés experimentos independentes (Figuras 6 e 7 e Tabela 1). Os
linfonodos, apds as dissecagdes e contagens, foram fixados em formol a 10% e
incluidos em parafina. Cortes histolégicos de 5um de espessura corados com HE
foram utilizados para confirmagado microscépica das metastases. Um dos animais
do grupo controle apresentou areas escurecidas nos pulmdes (Figura 8),
sugestivas de crescimento metastatico, o que foi posteriormente confirmado

através da analise microscépica (Figura 12). Este achado nos levou a conduzir
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uma investigagcdo mais detalhada de todos os pulmdes dos animais do
experimento 1, através de cortes histolégicos semi-seriados, entretanto, nenhuma
metastase além daquela ja observada macroscopicamente foi detectada. O figado
de todos os animais do primeiro experimento foram também investigados através
de cortes semi-seriados de 5um corados com HE, sem evidéncias de metastases
ou de alteragbes morfolodgicas nos hepatdcitos. Entretanto, células de melanoma
foram frequentemente observadas dentro dos vasos sangliineos dos espagos-
porta do figado. Além do mais, os outros tecidos coletados também n&o
apresentaram indicios microscopicos de metastases. Na Tabela 1 podemos
observar um resumo dos achados macroscopicos dos 40 animais avaliados neste

estudo.
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Figura 3. Fotografias representativas dos animais do grupo tratado com Orlistat. Em A e B observa-se o
animal com a cavidade peritoneal ainda fechada e, na regido inferior esquerda do abdémen, uma porgdo do
periténio perfurada pelo tumor (achado aleatério nos dois grupos). Na figura C podemos notar a fragmentagé&o
do tumor primario, com presenga de pequenas ‘ilhas” tumorais espalhadas por toda cavidade peritoneal.
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Figura 4. Fotografias representativas de animais do grupo controle, que receberam inje¢gées de etanol. Em A
observa-se animal com a cavidade abdominal ja aberta, com uma massa tumoral de coloracdo negra e
relativamente bem delimitada. Na figura B podemos observar a massa tumoral em maior aumento. A figura C
mostra a mesma regido apés o deslocamento do tumor, que péde ser removido em sua grande parte como

uma massa unica.
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Figura 5. Evolugdo dos pesos dos camundongos tratados com Orlistat ou etanol durante os experimentos.
Nota-se nos gréficos dos experimentos 1, 2 e 3 que os animais do grupo controle (m) e do grupo tratado (A)
ndo apresentaram variagbes significativas de peso. Um discreto aumento de peso foi observado a partir do
10° dia, provavelmente devido ao crescimento do tumor.
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Figura 6. Fotografias representativas dos linfonodos metastaticos de camundongos dos grupos controle e
tratado. Nota-se, nas figuras A, B e C, a cavidade toracica de trés animais do grupo controle apés a remogao
do coragéo e dos pulmbes e elevagado do osso esterno. Os nédulos enegrecidos, lisos e esféricos adjacentes
ao timo (T), representam as metastases. Em D, E e F pode-se observar o timo e os linfonodos metastaticos
dos animais do grupo tratado com Orlistat. A diminuigdo do numero de metastases devido ao tratamento com
Orlistat péde ser notada antes mesmo da dissecagao e contagem dos linfonodos.

38



ive P
P - - g
] "s_' S xo - = e
Y - -!.A ‘ i."a. =~
. P e
L | B @
- & . 1
-
» L
- s e ¢ ? e ®
‘ % » £ = L] f#. 'Y ]
‘ i . W
o & > ° ° & . ‘i
" ‘ » L o L \1?
§ - ' &
e ®
a v - 'Y . P *
' . T - .
e . ® .
L] L 4 s
® % =S .

F

Controle
(16)

Tratado
(7)

Controle\
(18)

Tratado

Grupo |

- Grupo Il

© _J

Controle

(41)

Controle

J

Tratado A

(23)

Tratado

> Grupo lll

> Grupo lll

Figura 7. Linfonodos mediastinicos metastaticos e timo apds a dissecagdo dos animais dos grupos tratados
ou ndo com Oriistat. As pequenas estruturas de cor negra sé@o os linfonodos mediastinicos metastaticos e o
tecido amarelo-esbranquigado representa o timo. Os grupos I, Il e lll identificam experimentos independentes.
Houve redugéo de 56% no numero de linfonodos metastaticos no primeiro, 50% no segundo e 44% no terceiro

experimento, sendo a média de inibicdo de 50%.
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Tabela 1. Grau de envolvimento dos linfonodos mediastinicos, presengca de
metastases a distancia e de fragmentacao do tumor primario apds tratamento com
Orlistat.

Experimento  Numero de Linfonodos Metastases Fragmentagao do
animais Metastaticos a distancia tumor primario (%)
(média)
1 6 16 (2.66) 1 0(0)
Controle 2 5 18 (3.6) 0 0(0)
3 10 41 (4.1) 0 0(0)
Total 21 75 (3.57)* 19 0(0)
7(1.16) 0 6 (100)
Orlistat 2 4 9 (2.250) 0 3°(75)
3 9 23 (2.55) 0 9 (100)
Total 19 39 (2.05)* 0 18 (94.7)

Um animal do grupo tratado (primeiro experimento) ndo desenvolveu tumor primario detectavel.
Para os pulmdes

®Um dos tumores primarios deste grupo apresentou tamanho muito reduzido

p<0,001, teste t

Figura 8. Puimées de um dos animais do grupo controle do primeiro experimento. Pode-se notar a presenga
de areas escurecidas, as quais foram microscopicamente confirmadas como sendo metastases do melanoma
intraperitoneal.
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5.4. Analise microscopica

Os aspectos microscopicos dos tumores primarios dos animais tratados
ou ndo com Orlistat foram semelhantes, destacando-se as células tumorais com
nucleos hipercromaticos, multiplos nucléolos, pigmentagcédo citoplasmatica por
melanina, figuras de mitose atipicas, extensas areas de necrose e vasos
sanguineos neoformados. As Figuras 9 A-D mostram areas representativas de
tumor primario de um animal controle e as Figuras 10 A-D de animal tratado com
Orlistat. Um achado que nos chamou a atengao foi a presenca de células
arredondadas e claras, com nucleos excéntricos, semelhantes a adipdcitos,
principalmente nos tumores primarios do grupo controle (Figuras 9 C e 10 B e C).
Todas as metastases para linfonodos mediastinicos foram microscopicamente
confirmadas (Figura 11) e caracterizadas por invasao da regido periférica dos
linfonodos por células B16F10. A unica metastase pulmonar encontrada em um
dos animais do grupo controle (Figura 8) foi também microscopicamente
confirmada. As figuras 12 A, B, C e D mostram que as células B16F10 invadiram o
parénquima pulmonar deste animal, formando ndédulos tumorais ou crescendo ao

redor de vasos sanguineos ou bronquiolos.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas do tumor primario de animais do grupo controle. Em A podemos
ter uma visdo geral do tumor, com areas de necrose (N) e grande quantidade de vasos sangtiineos (V). Em B
pode-se observar um lengol de melandcitos malignos com intensa pigmentacdo melénica. Células
arredondadas, com citoplasma claro, semelhantes a adipdcitos estdo presentes em grande quantidade (C).
Figuras de mitose também foram frequentemente encontradas, demonstrando a alta capacidade de
proliferagdo deste tumor (D, seta). HE, aumentos originais A: 100X, B: 200X, C: 50X (destaque 400X) e D:

400X.
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Figura 10. Fotomicrografias representativas do tumor primario dos animais do grupo tratado com Oristat. Em
A podemos notar um lengol de células tumorais com areas de extensa necrose (N) e ricamente vascularnizada
(V). Em maior aumento observam-se as células tumorais pleomérficas ricas em melanina, assim como
algumas células semelhantes a adipécitos (B). Areas ricas em células claras, semelhantes a adipécitos,
também caracterizam estes tumores, embora em menor quantidade que aqueles dos animais controle (C). Em
D podem ser observados nticleos com varios nucléolos e uma figura de mitose (seta). Mitoses também podem
ser observadas em C (setas). HE, aumentos originais A: 100X, B: 200X, C e D: 400X.
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Figura 11. Fotomicrografias representativas de linfonodo metastatico. Em A e B células tumorais séo
observadas na regido mais periférica do linfonodo, infiltrando por entre os foliculos linféides. Note a grande
quantidade de melanina presente nas células tumorais, além de adipdcitos (B). HE, aumentos originais A:
100X e B: 200X.

e v u& B n‘—‘:.

o

Figura 12. Aspectos microscopicos da metastase pulmonar mostrada na figura 8. Em A pode-se observar um
noédulo bem delimitado de células tumorais no parénquima pulmonar, bem como o crescimento destas células
ao redor de um vaso sanguineo (V). A figura B mostra um outro vaso sanguineo cercado por células de
melanoma, ao lado de um bronquiolo (B). Em C e D observa-se, em maior aumento, pequenos grupos de
células malignas infiltrando o parénquima pulmonar (setas). HE, aumentos originais: A: 50X, B: 100X, C: 200X
e D: 400X.
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5.5. Efeito da inibicao de FAS no crescimento celular e melanogénese in vitro

O efeito do Orlistat sobre as células B16F10-C5T foi estudado atraves
de contagens celulares, de andlises morfoldgicas, da quantificagdo de melanina e
de estudos de citometria de fluxo para avaliar o ciclo celular e o indice apoptoético.
Inicialmente, foram plaqueadas 3,5x10° células B16F10-C5T em frascos de 75
cm? em meio suplementado com 2% FBS e Orlistat ou etanol absoluto em volume
correspondente a maior concentragdo de Orlistat. A contagem das células
presentes em cada frasco de cultura revelou que a droga retardou o crescimento,
num efeito dependente da concentragdo (Figura 13). Nas concentragbes mais
elevadas (500 e 750uM), o Orlistat foi citotoxico para as células B16F10, visto que
o numero de células existentes no final do experimento foi menor que o plaqueado
(Figura 13). Paralelamente, observamos os aspectos microscopicos destas células
em laminas para cultura celular e verificamos que aquelas tratadas com 250uM de
Orlistat tiveram citoplasma reduzido e um aumento no comprimento dos
prolongamentos celulares. Por outro lado, as células B16F10-C5T expostas a 500
e 750uM da droga tiveram prolongamentos citoplasmaticos ainda maiores ou
aspecto fusiforme (Figura 14). Com o objetivo de verificar se o Orlistat inibe a
atividade da enzima FAS nas células B16F 10, realizamos inicialmente coloragdes
com Oil Red “O”. Nao foi possivel, entretanto, observar acumulos de lipidios no
citoplasma destas células, provavelmente devido a sensibilidade do método. As
células LNCaP, derivadas de um adenocarcinoma prostatico, foram usadas como
controle e exibiram grande quantidade de “goticulas” de lipidio coradas em
vermelho. Tendo-se em vista que o palmitato é capaz de inibir a degradacao
proteossémica da enzima tirosinase (Ando et al.,1999), responsavel pela sintese
de melanina, e nossas préprias observagdes de que células tratadas com Orlistat
formavam “pellets” de coloragdo mais clara, decidimos realizar a extracdo de
melanina das células B16F10-C5T tratadas ou ndo com Orlistat. De fato, pode-se

observar na Figura 15 A que os “pellets” destas células tém originalmente uma cor
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negra e que, na presenca de Oirlistat, se descolorem até se tornarem
esbranquigados a partir de 500uM da droga. Os “pellets” mostrados nesta figura
sdo os mesmos utilizados para as contagens celulares do grafico da Figura 13,
sendo o numero de células normalizado de acordo com a quantidade existente no
“pellet” obtido com 500uM, pois com 750uM de Orlistat a quantidade de células foi
muito pequena. A melanina foi entdo extraida e sua quantidade estimada em
espectrofotdmetro ajustado para 470nm. O grafico da Figura 15 B confirma que a
sintese de melanina foi inibida na presengca de Orlistat, como sugerida pela

observagao visual dos “pellets” demonstrados na Figura 15 A.
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Concentragdo de Orllsiat em uM
Figura 13. Representacéo grafica do numero de células existentes nos frascos de cultura apos 72 horas de
exposigcado ao Oristat ou do solvente etanol como controle. Note que houve uma redugdo no crescimento das
células B16F10-C5T nas concentragbes de 100 e 250uM, enquanto que um efeito citotéxico ocorreu com 500
e 750uM, pois o numero de células obtido foi menor que o existente no inicio do experimento (linha tracejada).
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Figura 14. Alteracbes citolégicas nas células B16F10-C5T observadas apos o tratamento com diferentes
concentragbes de Orlistat por um periodo de 72 horas. A: células controle, tratadas somente com etanol,
exibindo aspecto estrelado e prolongamentos citoplasmaticos relativamente curtos. As células incubadas na
presencga de 100uM da droga ndo exibiram alteragbes morfolégicas (B), ao passo que aquelas tratadas com
250uM tiveram o citoplasma reduzido e prolongamentos citoplasmaticos mais longos (C). Altas concentragées
de Orlistat acentuaram os prolongamentos celulares (500uM, D) e tornaram muitas células fusiformes (750uM,
E). Morte celular por apoptose péde ser observada, principalmente com 750uM de Orlistat (F). HE, aumento

original: 400X.
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Figura 15. A: “Pellets” de células B16F10-C5T tratadas com diferentes concentragbes de Orlistat. Note que
eles comegam a ficar mais claros a partir de 250uM da droga. O tubo da direita (750uM) tem um “pellet” de
menor tamanho devido ao efeito citotéxico do Orlistat, enquanto que todos os outros contém o mesmo numero
de células. O gréfico de barras (B) mostra a quantidade melanina extraida destes “pellets”, estimada através
de espectrofotometria.
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5.6. Comprovacao da inibicao de FAS pelo Orlistat in vivo

A inibicdo da atividade lipogénica de FAS pelo tratamento com Orlistat
foi verificada através de coloragdo de cortes por congelagdo com Oil Red “O”.
Seccbes de 5um de espessura, obtidas de amostras congeladas dos tumores
primarios e dos figados de animais tratados ou n&do com Orlistat, foram realizadas
em criostato e montadas em laminas de vidro, fixadas por 1 hora em solugao de
formol/calcio, coradas com solugéo a 0,5% de Oil Red “O” em propilenoglicol e
contra-coradas com hematoxilina de Mayer. Nos cortes provenientes dos tumores
dos grupos controle, a marcagao foi evidente na forma de goticulas de lipidios
(provavelmente adipdcitos) distribuidas por toda extenséo dos tecidos, sendo mais
fraca nas células neoplasicas. As células tumorais localizadas ao redor das
goticulas de lipideos foram intensamente coradas, provavelmente devido a difusdo
da gordura durante o processamento histolégico (Figuras 16 A e B). Em contraste,
nas amostras tumorais dos camundongos tratados com Orlistat ndo houve
marcacao positiva na forma de goticulas de lipideos, mais sim positividade ao
redor de espacos vazios semelhantes aqueles preenchidos por lipidios nos cortes
controle (Figuras 16 C e D). Com o intuito de confirmar que a sintese enddgena
de acidos graxos estava eficientemente inibida nos animais tratados, realizamos
cortes por congelagao e coloragéo por Oil Red “O” também do tecido hepatico, nos
quais foi possivel observar grande quantidade de goticulas de lipidios no
citoplasma dos hepatdcitos dos animais controle (Figura 16 E). Por outro lado, o
tecido hepatico proveniente de camundongos tratados com Orlistat foi fracamente
corado, exibindo uma quantidade muito menor de goticulas de lipidio (Figura 16
F). Estes achados sugerem que a atividade da enzima FAS foi efetivamente
reduzida através das injegdes intraperitoneais de Orlistat e que a diminui¢cdo no

numero de metastases espontaneas de melanoma foi dela decorrente.
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Figura 16. Coloracdo para lipidios com Oil Red “O” em cortes por congelagédo de tumores primarios e de
figado de camundongos C57BL6 tratados ou ndo com Oiristat. Depédsitos de gordura com formato
arredondado e intensamente corados em vermelho foram encontrados dispersos por entre as células dos
tumores primarios dos animais que receberam apenas inje¢goes de etanol (A e B). Nos tumores retirados de
animais tratados com Orlistat foram observados espagos, provavelmente correspondentes aos depdsitos de
lipidios dos tumores do grupo controle, aparentemente vazios ou parcialmente preenchidos (C e D). As células
tumorais ao redor destes espagos foram mais coradas pelo Oil Red “O”, tanto no grupo controle (B) como no
tratado (D). Os hepatécitos dos camundongos controle foram intensamente corados, exibindo grande
quantidade de pequenas goticulas de gordura dentro do citoplasma (E), os quais estavam presentes em
quantidades significativamente menores no figado de animais tratados com Orlistat (F). A especificidade da
coloragdo pode ser observada pela completa auséncia de marcagdo no tecido pancreatico exdécrino (P),
observado na parte superior da figura E. Aumentos originais A e C: 100X; B e D: 400X; E: 100X, detalhe
400X; F: 200X, detalhe 400X.
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5.7. Avaliacao do efeito do Orlistat sobre o ciclo celular e o indice de
apoptose das células B16F10

Para avaliarmos o efeito do Orlistat sobre o ciclo celular das células
B16F10, estas foram semeadas (6x10* células em frascos de 25cm?) em meio
RPMI 1640 suplementado com 2% de FBS e sincronizadas por 24 horas. Apos
tratamentos por 6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas, as células foram coletadas, fixadas
em etanol a 70% gelado e guardadas a -20°C. Como ilustrado na figura 17, houve
uma nitida inibicdo da progresséao do ciclo celular, dependente da dose de Orlistat
e caracterizada por um aumento da quantidade de células nas fases GO/G1. Em
contrapartida, o numero de células nas fases S e G2/M foi reduzido apds a
inibicdo de FAS (Figura 18). A maior inibicdo da progressdao do ciclo celular
ocorreu durante o tratamento com 500uM de Orlistat por um periodo de 36 horas
(Figura 18 e 19).

Para a verificagdo do efeito do Orlistat sobre o indice de apoptose das
células B16F 10, foram plaqueadas 1,9x1 0° células em frascos de 75cm? contendo
meio suplementado com 2% de FBS mais 250 ou 500uM de Orlistat por 20 horas.
As células foram fixadas em etanol a 70% e incubadas com anexina V-FITC. A
porcentagem de células apoptoticas, em comparagdo aos controles, aumentou
42,2% com 250uM e 265% com 500uM da droga (Figura 20). Estes resultados
demonstram que a inibicdo da sintese enddgena de acidos graxos promove
apoptose em células B16F10, a semelhanca do que tem sido claramente

demonstrado em varias outras linhagens tumorais (ver discussao).
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Figura 17. Analise, através de citometria de fluxo, da quantidade de células B16F10 nas fases GO/G1 do ciclo
celular, apés incubagédo na presenga de 250 ou 500uM de Orlistat. Pode-se notar que 6 horas apds o inicio do
tratamento existe uma porcentagem muito semelhante de células nas fases G0/G1, sendo que este niumero
aumenta com o tempo de tratamento. O pico de inibigdo do ciclo celular ocorreu apés 36 horas.
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Figura 18. As mesmas células estudadas na figura anterior foram analisadas com relagéo as fases S e G2/M
do ciclo celular. Podemos notar, neste gréafico, que houve uma diminuigdo da porcentagem de células nestas
fases do ciclo, sendo a inibigdo maxima observada nas células tratadas com 500uM de Orlistat apds 36 horas.
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Figura 19. Este grafico mostra a distribuicdo das células B16F10 nas fases do ciclo celular apos tratamento
com 250 ou 500uM de Orlistat por 36 horas. Note que houve um gradativo aumento das células nas fases
G0/G1 concomitante com uma diminuigdo nas fases S e G2/M.
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Figura 20. A porcentagem de células apoptoticas apos o tratamento com Orlistat por um periodo de 20 horas
foi avaliada pela marcagdo com Anexina-V FITC em citbmetro de fluxo. Nota-se que ha um aumento de 42,2%
nas células tratadas com 250uM de Orlistat e de 265% nas células tratadas com 500uM da droga.
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5.8. Expressao de FAS nas linhagens celulares isoladas a partir dos tumores

primarios e suas respectivas metastases nos linfonodos mediastinicos.

Trés padrboes de expressao de FAS foram observados nos pares de
linhagens celulares derivadas dos tumores primarios e suas metastases. Os pares
C1L/C1T e C5L/C5T apresentaram quantidade de FAS mais baixa nos extratos
protéicos provenientes da linhagem metastatica, em comparagao com a linhagem
do tumor primario do mesmo animal (Figuras 21 A e B). Os pares C2L/C2T e
C4L/CAT exibiram maior quantidade de FAS nos extratos provenientes das
linhagens metastaticas, em relagdo as linhagens dos seus respectivos tumores
primarios (Figuras 21 C e D). Finalmente os pares C3L/C3T e C6L/C6T tiveram
quantidade semelhante da proteina FAS (Figuras 21 E e F).

ClL  CI'l 2L gl (8L (4
P— — — — —
A ¢ it

G5L  C5T L GAT C6L,  C6T

Figura 21. Comparacéo, através de reacées de western blot, das quantidades da proteina FAS presentes nos
extratos protéicos das linhagens celulares obtidas dos tumores primarios e suas respectivas metastases
mediastinicas. Em A e B observamos os pares C1L/C1T e C5L/C5T, que tiveram mais FAS nas células dos
tumores primarios. O contrario ocorreu nos pares C2L/C2T e C4L/C4T (C e D), que apresentaram bandas
mais intensas de FAS nas linhagens derivadas dos linfonodos metastaticos. Os pares C3L/C3T e C6L/C6T
mostraram bandas de FAS com intensidades muito semelhantes.
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5.9. Efeito do tratamento com Orlistat sobre a producao de FAS, ErbB2, p27 e
Skp2 pelas células B16F10

A adicdo de Orlistat na concentragcdo de 100uM ao meio de cultura das
células B16F10-C5T pelo periodo de 36 horas provocou um discreto aumento na
guantidade da proteina FAS, em relacdo as células controle incubadas somente
com etanol (Figuras 22 A e 23 A). Nas concentragdes de 200 a 500uM houve uma
reducado progressiva nas intensidades das bandas de FAS (Figuras 22 A e 23 A).
Com relacado a oncoproteina ErbB2, observou-se reducao da sua quantidade nos
extratos protéicos preparados a partir de células tratadas com 100uM de Orlistat,
sendo que as bandas mantiveram-se mais fracas que o controle até 200uM,
aumentaram de intensidade em 300 e 400uM e diminuiram novamente com
500uM da droga (Figuras 22 B e 23 B). A falta de atividade da enzima FAS pode
ser gerado como resposta um aumento na transcricdo do gene que a codifica ou
mesmo a sua estabilizacdo a nivel protéico, nas concentragdes mais baixas de
Orlistat. Por outro lado, isto pode ter causado uma redugdo na quantidade de
ErbB2, pois ha uma conex&do direta entre estas duas proteinas em células
derivadas de epitélio mamario (Kumar-Sinha et al., 2003). Um nitido aumento da
quantidade da proteina p27 (Figuras 22 C e 23 C) nos extratos protéicos de
células tratadas com 400 e 500uM de Orlistat, associado a uma diminuigdo da
intensidade das bandas de Skp2 (Figura 22 D e 23 D) sugere inibicdo da
progressao do ciclo celular, fato ja demonstrado nos experimentos de citometria

de fluxo desta tese.
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Figura 22. Experimentos de western blot representatlvos do efeito do tratamento com Orlistat sobre a
quantidade das proteinas FAS, ErbB2, p27 Kip1 o Skp2 nas células B16F10-C5T. Em A notamos um discreto
aumento da banda de FAS nas células tratadas com 100uM de Orlistat e uma redugdo progressiva nas
células tratadas com 200 a 500uM da droga. Em B observamos uma discreta redugdo na intensidade da
banda de ErbB2 com 100 e 200uM de Orlistat, seguida de aumento em 300 e 400uM e acentuada redugéo na
presencga de 500uM da droga. Na figura C observamos um aumento da proteina p27K"’ nas células tratadas
com concentragbes de 400 e 500uM de Orlistat e em D uma diminuigdo da quantidade da proteina Skp2, nas
mesmas condigbes. Em F notamos que todas as canaletas receberam a mesma quantidade de proteina,
através da detecgdo da proteina de citoesqueleto f-actina.
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Figura 23. Analise densitométrica das bandas de FAS (A), ErbB2 (B), p27%"' (C) e Skp2 (D) a partir das
reagbes de western blot mostradas na figura 22.
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6. DISCUSSAO

A FAS vem sendo apontada, na literatura cientifica recente, como um
alvo atraente para a quimioterapia ou quimioprevencao de diversos tumores
malignos, pois sua expressao é baixa ou mesmo ausente na maioria dos tecidos
humanos adultos normais e esta muito aumentada em diversos tipos de
neoplasias malignas humanas (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, Innocenzi et al. 2003, Visca et al.
2003, Krontiras et al. 1999, Agostini et al. 2004, Silva et al. 2004, Takahiro et al.
2003; Rossi et al., 2006). Além do mais, varios estudos tém demonstrado uma
associagao positiva entre a expresséo de FAS e o comportamento agressivo de
algumas destas doencas (Epstein et al. 1995, Alo et al. 1996, Gansler et al. 1997,
Kuhajda 2000) e que inibidores especificos da sua atividade sdo capazes de
bloquear o ciclo celular, diminuindo a proliferagdo e aumentando a taxa de
apoptose em células neoplasicas de préstata, mama, estdmago, intestino,
endométrio, cavidade bucal e ovario (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Li et
al., 2001; Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005; Menendez et al., 2006). Em
tecidos provenientes de CECs bucais, a cerulenina é capaz de diminuir a sintese
de acidos graxos de forma mais eficiente do que nas amostras de mucosa oral
morfologicamente normal (Guo et al., 2003). Em melanomas, observou-se uma
correlagao positiva entre expressdao de FAS e indice de Breslow, além de uma
correlacdo inversa entre a presenca de FAS e o tempo de sobrevida total
(Innocenzi et al. 2003). A alta expressao de FAS nestes tumores cuténeos
extremamente agressivos parece estar associada a uma maior taxa de
recorréncia, maior risco de desenvolvimento de metastases e consequentemente
pior prognéstico (Innocenzi et al. 2003).

Apesar das fortes evidéncias sugerindo que a sintese endégena de

acidos graxos seja essencial para a proliferagdo de células malignas, ndo se
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conhece até o momento quais os mecanismos biolégicos envolvidos. Em outras
palavras, a maneira através da qual a intensidade da sintese enddgena de lipidios
interfere no ciclo celular, podendo causar apoptose, € um ponto que merece ser
bastante estudado nos proximos anos. Neste contexto, Swinnen et al. (2003)
demonstraram que a atividade enzimatica de FAS é necessaria para a producgao
dos fosfolipidios que compde regides especializadas das membranas das células
LNCaP (uma linhagem celular derivada de um adenocarcinoma de prostata
metastatico) ricas em colesterol e proteinas, conhecidas como “lipid rafts”. Estas
regides sao importantes para diversas fung¢des celulares como transdugao de
sinais, trafego intracelular, polarizagao celular, migragdo e formagao de protusdes
da membrana (lkonen et al., 1998; Manes et al., 1998; Simon et al., 2000; Bagnat
et al., 2002). Portanto, a expressao e/ou atividade anormal de FAS podem causar
profundos efeitos em varias vias de transducgao de sinal e estimular diretamente o
crescimento celular (Swinnen et al., 2003; Baron et al. 2004). No presente trabalho
nés mostramos, pela primeira vez, que as células de melanoma murino B16F10
produzem a enzima FAS em grande quantidade.

As observagdes mais importantes desta tese estdo relacionadas ao fato
de que a inibicdo da atividade de FAS reduz em 50% as metastases linfonodais
espontaneas de melanoma em um modelo murino. O mecanismo responsavel por
este fenbmeno merece ser estudado com maiores detalhes, entretanto, nossos
achados podem estar relacionados a reducao de proliferagcdo e/ou aumento da
morte das células B16F10 por apoptose. Esta muito claro na literatura que
inibidores especificos da atividade de FAS bloqueiam a progressao do ciclo celular
e inibem a proliferacdo de varias linhagens celulares derivadas de tumores
malignos (Pizer et al. 1996, Pizer et al. 1998, Pizer et al. 2000, Li et al. 2001,
Gabrielson et al. 2001, Zhou et al. 2003, Agostini et al. 2004, Kridel et al. 2004,
Knowles et al. 2004, Menendez et al. 2005, Wang et al. 2005). A presenga do
Orlistat nos liquidos teciduais e nas circulagbes sanguinea e linfatica, assim como

seu acumulo nos linfonodos da cavidade toracica, pode ter reduzido a viabilidade
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das células tumorais circulantes, dificultando a formacdo das metastases. Outra
possivel explicagdo para nossos resultados pode residir no fato de que FAS seja
capaz de interferir nos processos de angiogénese e/ou linfangiogénese. De fato,
foi recentemente demonstrado por Browne et al. (2006) que a inibicdo de FAS com
Orlistat em células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) causou reducgao
na proliferagcdo ao mesmo tempo em que inibiu a angiogénese através do bloqueio
indireto de VEGF pela inibicdo da exposi¢cao de seu receptor (VEGFR2/KDR/FIk1)
na superficie celular. O modo pelo qual células metastaticas de melanoma
invadem vasos linfaticos intra-tumorais nao é totalmente conhecido, porém,
Padera et al. (2002) levantaram a hipotese de que o aumento dos niveis de VEGF-
C em linhagens celulares de fibrossarcoma de camundongo (T-241) e de
melanoma de camundongo (B16F10) possa favorecer a linfangiogénese,
aumentando o diédmetro dos vasos linfaticos e consequentemente gerando
maiores oportunidades para a invasédo de células neoplasicas. Em nosso modelo
de estudo, a inibicdo de FAS ocorreu de forma sistémica, como foi demonstrado
pela coloragao para lipidios realizada nos cortes de tumores primarios e tecidos
hepaticos dos animais tratados ou ndo com Orlistat. As metastases sao as
principais responsaveis pelo prognodstico ruim dos pacientes com cancer e estao
intimamente associadas a reducdo de tempo de sobrevida. Dentre os tumores
malignos, o melanoma ocupa um lugar de destaque pela sua capacidade de se
espalhar rapidamente para diversos 6rgaos vitais como figado, pulmdes, cérebro,
0ssos e intestino delgado, dentre outros. Os mecanismos de inibicdo de metastase
no modelo de melanoma murino devem ser estudados em profundidade, pois esta,
além de acentuada, ocorreu num tumor extremamente agressivo.

Nao observamos redugcdo do tamanho dos tumores primarios nos
animais estudados, embora isto seja dificil de quantificar em lesdes difusas e
espalhadas pelo peritbnio. Estudos utilizando outros modelos, como injegdes
subcutaneas de células B16F10 (Chan et al., 1988; Pizer et al., 2000; Taniguchi et

al., 2001; Vantyghem et al., 2003), podem ser extremamente uteis para a
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elucidacéo do efeito do bloqueio de FAS no crescimento do tumor primario. A
aplicacao do amplamente utilizado modelo de injegdo das células B16F10 na veia
caudal de camundongos C57BL6 e contagem das col6nias pulmonares (Chan et
al., 1988) podera ser também importante para avaliar a intensidade do efeito da
inibicdo de FAS sobre a disseminagao do melanoma e esta entre nossos objetivos
futuros.

Decidimos utilizar a droga Orlistat para nossos estudos in vivo em
substituicdo a cerulenina, que foi incluida apenas como controle nos estudos de
cultura celular. O Orlistat ja foi aprovado pela FDA (U.S. Food and Drug
Administration) para tratamento de obesidade e é produzido pela Roche (Basel,
Suica). Trata-se de um derivado semi-sintético da lepstatina, que € um inibidor
irreversivel das lipases gastricas e pancreaticas presentes no trato gastrintestinal
(Guerciolini et al., 1997) e que teve sua atividade como bloqueador de FAS
descrita recentemente (Kridel et al. 2004). Esta substancia possui propriedades
anti-proliferativas e anti-tumorais em linhagens celulares derivadas de cancer de
prostata, mama (Kridel et al. 2004; Knowles et al. 2004) e estdmago (Menendez et
al. 2005) e em um modelo xenografico de cancer de prostata (Kridel et al. 2004).
Isto ocorre devido ao bloqueio de um dos sete sitios ativos da FAS (tioesterase),
responsavel pela liberagdo do palmitato (Smith et al., 2003; Menendez et al. 2005,
2006).

Em nossos experimentos, o Orlistat extraido das capsulas de Xenical
provocou, além da diminuicdo no numero de metastases para linfonodos
mediastinicos, uma aparente fragmentacdo das lesdes primarias. Em todos os
animais tratados foram observados muitos fragmentos ou “ilhas” tumorais
espalhadas pela cavidade peritoneal. Nossas analises microscépicas nao
detectaram invasdo dos 6rgdos abdominais a partir das células que compde estas
“‘ilhas”, entretanto, isto pode ser uma questao de tempo, pois hossos experimentos
foram de curta duragcdo. A analise dos cortes histologicos corados com HE néo

revelou diferencgas significativas entre os tumores primarios tratados ou ndo com
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Orlistat, a ndo ser pela menor quantidade de células com citoplasma claro e
nucleo periférico, semelhantes a adipdcitos. Um dos nossos objetivos futuros é
realizar um estudo imunohistoquimico destes tumores para verificar diferengas na
produgdo de moléculas reconhecidamente importantes para a patogénese dos
melanomas, incluindo as de matriz extracelular. A presenca de metastases
pulmonares em um animal do grupo controle, confirmada através de exame
histopatoldgico, sugere que além da disseminacgao linfatica ha espalhamento do
tumor pela corrente sanguinea.

Nossos resultados obtidos in vitro com a linhagem B16F10 mostraram
uma significativa inibicdo da proliferacdo e indugdo de apoptose. Isto esta em
concordancia com os achados de Menendez et al. (2004, 2005), que
demonstraram em linhagens celulares derivadas de carcinoma estomacal (NCI-
N87) e de mama (SK-Br3) tratadas com Orlistat, inibicdo da sintese de acidos
graxos e bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1. Estes autores mostraram
também que o Orlistat inibiu intensamente a expressdo de ErbB2, através do
aumento da proteina PEA-3, seu repressor transcricional, além de aumentar os
niveis de p27"P'  proteina inibidora do ciclo celular. No presente trabalho, os
resultados dos ensaios de western blot para avaliagao das proteinas FAS, ErbB2,
p27XP'e Skp2 foram similares aos descritos por Knowles et al. (2004) e Menendez
et al. (2005). O tratamento da linhagem celular B16F10-C5T com Orlistat resultou
em um acumulo da proteina p27€"" que é uma das principais proteinas
responsaveis pela repressao do ciclo celular na fase G0/G1, e causou diminui¢cao
dos niveis da proteina Skp2, responsavel pela ubiquitinacdo de p27KP'. Com
relacdo a ErbB2, observou-se redugao nos extratos protéicos preparados a partir
de células tratadas com 100uM de Orlistat, sendo que as bandas mantiveram-se
mais fracas que o controle até 200uM, aumentaram de intensidade em 300 e
400uM e diminuiram novamente com 500uM da droga, em concordancia aos
achados de Menendez et al. (2004) em linhagens celulares derivadas de cancer

de mama e ovario (SK-Br3 e SK-Ov3), nas quais o tratamento com Orlistat reduziu
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os niveis de ErbB2. Na menor concentragdo utilizada, Orlistat provocou um
discreto aumento na quantidade da proteina FAS, em relacédo as células controle
incubadas somente com etanol. A falta de atividade da enzima FAS pode ter
gerado como resposta um aumento na sua transcricdo ou mesmo a estabilizagao
da proteina FAS com aumento da sua meia-vida. Por outro lado, isto pode
também ter causado redugédo na quantidade de ErbB2, pois ja estda demonstrada
uma conexao direta entre estas duas proteinas através de experimentos
realizados por Kumar-Sinha et al. (2003), em células derivadas de epitélio de
glandula mamaria.

As analises feitas em citdmetro de fluxo mostraram que houve inibicéo
na progressao do ciclo celular, a qual foi dependente da dose de Orlistat, achado
similar ao de Menendez et al. (2005) em células derivadas de cancer de mama
(SK-Br3). Outros inibidores de FAS, como a cerulenina e C75 tém efeito
semelhante em linhagens celulares derivadas de células tumorais (Kuhajda et al.,
1999, 2000; Pizer et al., 2000; Gabrielson et al., 2001; Heiligtag et al., 2002; Zhou
et al., 2003; Ali et al., 2005; Wang et al., 2005). A porcentagem de células
apoptéticas, em comparacado aos controles, aumentou 42,2% com 250uM e 265%
com 500uM de Orlistat, demonstrando que a inibicdo da sintese endégena de
acidos graxos causa apoptose em células B16F10, como tem sido claramente
demonstrado para varias outras linhagens tumorais (Pizer et al., 1996; Pizer et al.,
2000; Li et al., 2001; Thupari et al., 2001; Gabrielson et al., 2001; De Schrijver et
al., 2003; Guo et al.,, 2003; Kridel et al., 2004; Ali et al., 2005; Menendez et al.,
2005).

Em resumo, os resultados aqui apresentados mostram que a injegéo
intraperitoneal de células B16F10 em camundongos C57BL6 constitui um bom
modelo para o estudo de drogas com efeito anti-tumoral, como o Orlistat.
Evidenciam também que o bloqueio da atividade da enzima FAS pelo Orlistat inibe
significativamente a incidéncia de metastases espontaneas destes melanomas

experimentais a partir da cavidade peritoneal para os linfonodos do mediastino.
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Além do mais, a inibicdo de FAS promove o bloqueio do ciclo celular nas células

B16F10 e causa apoptose.
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7. CONCLUSOES

1. Camundongos C57BL6 que receberam implantes de células B16F10 e
foram tratados com Orlistat apresentaram uma diminuicdo de 50% no
numero de metastases experimentais para os linfonodos mediastinicos, em
comparagao aos animais controle.

2. O tratamento dos camundongos C57BL6 com Orlistat, pela via
intraperitoneal, causou inibi¢cao sistémica na sintese endogena de lipidios.

3. As metastases experimentais provocadas pelo implante de células B16F10
em camundongos C57BL6 podem ocorrer pelas vias linfatica ou
hematogénica.

4. A linhagem celular derivada de melanoma de camundongo B16F10
expressa FAS. Nao ha um padrao definido de expressado de FAS quando se
compara células B16F10 originadas de tumores primarios ou de suas

metastases.

5. O tratamento das células B16F10 com Orlistat aumentou a quantidade da

proteina p27°*" ao mesmo tempo em que reduziu a de Skp2.

6. A expressao das proteinas FAS e ErbB2 na linhagem B16F 10 foi modulada

pela exposicao do Orlistat.

7. O tratamento das células B16F10 com Orlistat inibiu a proliferacéo e causou

apoptose.
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Fatty acid synthase (FAS) is the anabolic enzyme responsible for the endogenous synthesis
of the saturated fatty acid palmitate from acetyl-CoA and malonyl-CoA. In contrast to most
normal cells, malignant cells depend on FAS activity for growth and survival. In fact, FAS
is overexpressed in a variety of human cancers including cutaneous melanoma, in which its
levels of expression are associated with a poor prognosis and depth of invasion. Here, we
show that the specific inhibition of FAS activity by the anti-obesity drug Orlistat is able to
significantly reduce proliferation and promote apoptosis in the mouse metastatic melanoma
cell line B16-F10. These results prompted us to verify the effect of FAS inhibition on the
metastatic process in a mouse model of spontaneous melanoma metastasis, in which B16-
F10 cells injected in the peritoneal cavity of C57BL/6 mice metastasize to the mediastinal
lymph nodes. We observed that mice treated with Orlistat forty eight hours after the
inoculation of B16-F10 cells exhibited a 52% reduction in the number of mediastinal lymph
node metastases, in comparison with the control animals. These results suggest that FAS
activity is essential for B16-F10 melanoma cell proliferation while its inactivation by
Orlistat significantly reduces their metastatic spread. The chemical inhibition of FAS
activity could have a potential benefit in association with the current chemotherapy for

melanoma.

melanoma / fatty acid synthase / metastasis / Orlistat / B16-F10 cells / mouse
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Endogenous fatty acid synthesis from the small carbon precursors acetyl-CoA and malonyl-
CoA is dependent on the activity of fatty acid synthase (FAS, EC2.3.1.85). In most of the
cells, FAS is down-regulated by the dietary fatty acids, with exception of lipogenic tissues
as liver, lactating breast, fetal lung and adipose tissue (1, 2). Recent studies provide
compelling evidence that neoplastic lipogenesis is essential for cancer cell survival. In fact,
several human epithelial malignancies, such as those of prostate, breast, ovarian, bladder,
lung, stomach and oral cavity, melanoma as well as soft tissue sarcomas overexpress FAS
(3-16). For some of these tumors, such as prostate, breast, and ovarian cancers and
melanoma (4, 5, 9, 12) FAS overexpression has also been associated with a poor prognosis.
Experimental studies have shown that FAS inhibition reduces cell proliferation by blocking
DNA replication during S-phase, induces apoptosis (17-20), and decrease the size of
prostate, ovarian and breast cancer xenografts (3, 21, 22). In addition, the inhibition of FAS
activity has a chemopreventive effect in the breast cancer transgenic neu-N mouse model
(23). Orlistat (tetrahydrolipstatin), an irreversible inhibitor of pancreatic and gastric lipases
clinically used due its anti-obesity properties, was recently demonstrated to block the
activity of the thioesterase domain of FAS (24) and consequently reduce proliferation and
promote apoptosis in prostate, breast and stomach cancer cell lines (24-27). Moreover,
Orlistat has shown anti-tumor activity by inhibiting the growth of prostate cancer
xenografts (24).

The regulation of FAS abundance in cancer cells is complex and occurs at the
transcriptional or post-translational levels. Progesterone stimulates FAS expression in
breast cancer cell lines (28) whereas androgens or epidermal-growth factor (EGF) up-
regulate FAS expression and activity in the androgen-dependent prostate cancer cell line
LNCaP (29-32). On the other hand, the FAS protein can be degraded by the ubiquitin-
proteasome system, in a process that is controlled by its interaction with the
deubiquitinating enzyme USP2a (33).

Malignant melanoma is a chemotherapy-resistant aggressive tumor that arises in the
skin and less frequently affects oral and anogenital mucosa, esophagus, meninges and the

eyes. The incidence of this type of skin cancer has increased during the last 50 years in the
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United States (34) and the high mortality rates are directly associated with its intrinsic
ability to metastatically spread to other organs. Immunohistochemical detection of the FAS
protein has been recently associated with Breslow thickness, suggesting a poor prognosis
for patients affected by cutaneous melanoma (12). In this work we present evidence that
FAS activity is necessary for the proliferation of the highly metastatic murine melanoma
B16-F10 cells. In addition, we show that FAS specific inhibition with the anti-obesity drug
Orlistat promotes apoptosis and reduces B16-F10 spontaneous metastasis from the

peritoneal cavity to the mediastinal lymph nodes of C57BL/6 mice.

Results

FAS Activity is Necessary for the Proliferation and Survival of B16-F10 Cells. As
depicted in Fig. 1A and B, FAS protein was easily detected by indirect immunofluorescence
in regularly growing B16-F10 melanoma cells, which were characterized by a finely
granular positivity uniformly distributed throughout the cytoplasm. In order to verify
whether the specific inhibition of FAS activity can modify the growth rate of these cells,
the natural and specific FAS inhibitor cerulenin or Orlistat were added to the culture
medium. Fig. 1C shows that 5 [1g/ml of cerulenin significantly reduced cell proliferation in
comparison with the respective DMSO control (P<0.001, Mann-Whitney test). On the other
hand, Orlistat in concentrations ranging from 100 to 750 ['M did not affect B16-F10 cell
growth in standard culture conditions (cell culture medium supplemented with 10% FBS,
data not shown). Since these cells proliferate extremely rapidly, we reduced the FBS
concentration to 2% and then noticed an important effect of Orlistat, which inhibited the
cell growth at 250 UM (P<0.001, Mann-Whitney test; Fig. 1D). Thereafter, all the
experiments were performed in low serum concentration. The results from the proliferation
curves were further confirmed by the experiment shown in Fig. 2H, in which B16-F10 cell
growth was reduced in the presence of 100 or 250 [IM of Orlistat, whereas concentrations
higher than 500 [JM were cytotoxic. In order to better characterize the anti-proliferative
properties of Orlistat on B16-F10 mouse melanoma cells, we next performed flow

cytometry experiments, which showed a gradual increase over time (from O to 48h) of the
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GO0-G1 population as well as a clear decline of the S phase, in comparison with untreated
cells. Fig. 1FE illustrates the percentage of cells in each phase of the cell cycle after 36h of
incubation in cell culture medium containing 250 or 500 [IM of Orlistat. Indeed, western
blotting analysis of protein lysates obtained from cells grown under the same conditions
showed accumulation of p27*P', a negative regulator of the G1/S transition, and a down-
regulation of Skp2, which is essential for the proteasome degradation of p27<P' (data not
shown). In addition, the endogenous synthesis of fatty acids is important for B16-F10 cell
survival, since cells grown in the presence of at 250 or 500 [JM of Orlistat for 20h had an
increase of 42.2 and 265%, respectively, of apoptotic cell death over the control values
(Fig. 1F).

To verify the effectiveness of Orlistat in order to block FAS activity in B16-F10
cells, we first used Oil Red O staining. In contrast with the LNCaP cells used as positive
controls (36), in which lipid droplets were clearly stained, we were not able to observe lipid
accumulation in the cytoplasm of B16-F10 cells. These results can be possibly explained by
the very high metabolic rates of cultured melanoma cells or by their comparatively low
activity of this anabolic pathway, in comparison with the prostate cancer cells. Considering
that the saturated fatty acid palmitate (C16:0, the end-product of FAS) is able to protect
tyrosinase from proteasomal degradation and thus regulate the melanin content of B16-F10
cells (37, 38), we next performed melanin extractions from cells grown in the presence of
different concentrations of Orlistat. Indeed, as shown in Fig. 2F and G control B16-F10 cell
pellets (treated with ethanol only) had a dark gray or black color whereas the cell pellets
obtained from Orlistat-treated cultures contained less melanin, being almost completely
discolored at 500 and 750 [JM. These results clearly showed that FAS activity is
specifically inhibited by Orlistat in a dose-dependent manner leading to the reduction of the
melanin synthesis, phenomenon that can be attributed to the previously demonstrated effect
of palmitate on tyrosinase half-life (37, 38). At the end of the incubations with Orlistat,
cells were counted and, as expected, a strong reduction of the cell growth was observed at

100 and 250 [IM, whereas 500 and 750 [JM of the drug caused cell death (Fig. 2H). In

addition to its effects on melanin synthesis and cell growth, FAS inhibition promoted
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morphological changes in B16-F10 cells, which were evidenced by the scarse cytoplasm
and longer cell projections of the Orlistat-treated cells in comparison with control cells
(Fig. 2A-E). At the highest concentration of the drug B16-F10 cells became predominantly
fusiform (Figures 2D and E).

FAS Inhibition Reduces Spontaneous Lymph Node Metastasis from the Peritoneal
Cavity. Approximately 14 days after intraperitoneal (IP) inoculation of B16-F10 cells all
mice showed abdominal enlargement, which was variable in size and shape. Despite the
well characterized anti-obesity properties of Orlistat, there were no significant weight
differences between the control and treated groups (data not shown). This fact may be
associated with the route of administration (IP), since when Orlistat is orally used its effects
are confined into the gastrointestinal tract (39). Another possible explanation could be the
short period of treatment, since in this experimental model the animals die 12-15 days after
B16-F10 cell inoculation due to the aggressive tumor growth in the peritoneal cavity.
However, it is worth mentioning here that mice from the Orlistat-treated group showed
slower locomotor activity than the control animals few days before the sacrifice, probably
due to unknown systemic side effects of the drug. The abdominal primary tumors of the
control mice consisted of a soft mass generally found at the side of the cell injections (Fig.
3A). In contrast, primary tumors from Orlistat-treated mice were in small groups distributed
throughout the peritoneal cavity (Fig. 3B and D, Table 1). Histological examination
confirmed that these islands of tumor tissue were not invading the abdominal organs. One
animal from the treated group did not develop primary tumor (Table 1). Macroscopic
examination of the thoracic cavity allowed the quantification of mediastinal lymph nodes
with melanoma metastases (Fig. 3C, F and G), histologically confirmed (Fig. 4G). After
three independent experiments, Orlistat-treated mice had 52% less metastatic mediastinal
lymph nodes than the control animals, with 75 and 39 metastatic lymph nodes found in the
control and Orlistat-treated group, respectively (average of 3.57 per animal in the control
group and 1.95 per animal in the Orlistat-treated group; P<0.001, t-test) (Fig. 3F and G,

Table 1). One animal of the control group had macroscopic metastastatic foci in its left
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lung, microscopically confirmed (Fig. 4H). In order to check if the IP injections of Orlistat
were systemically effective in the studied animals, frozen sections from the liver of treated
or control mice were stained with Oil Red O. As depicted in Fig. 4A and B, the hepatocytes
of control mice were rich in lipid droplets, in contrast with the weakly stained sections of
Orlistat-treated mice. Indeed, small vacuoli probably corresponding to the lipid-containing
vesicles in the hepatocytes of the control animals were also observed in paraffin sections
stained with H&E (data not shown).

Furthermore, frozen sections of the primary tumor tissues exhibited adipose cells strongly
stained with Oil Red O in the control tumors (Fig. 4C and E). Fewer adipose cells were
present in Orlistat-treated primary tumors in comparison with the control tumors, which
were weakly stained or even negative for Oil Red O (Fig. 4D and F). These results strongly
suggest that Orlistat was effective to reduce FAS activity. Interestingly, melanin
accumulation in the tumor cells infiltrating the mediastinal lymph nodes of the control mice
was more evident than in lymph nodes from Orlistat-treated animals (data not shown),

observation that further substantiate the effectiveness of FAS inhibition.

Discussion

In the present study we assessed the role of de novo fatty acid synthesis in melanoma cell
growth and metastatic capacity in an animal model. We demonstrated that FAS is expressed
by murine melanoma B16-F10 cells and is essential for their proliferation and survival,
since FAS inhibition significantly reduced the cell growth and promoted apoptosis.
Importantly, this work suggests that FAS activity has a role in the spontaneous metastatic
spread of B16-F10 cells from the peritoneal cavity of C57BL/6 mice through the lymphatic
circulation.

Clinicopathological and experimental data indicate that FAS is a potential
chemotherapeutic or chemopreventive target for several human malignancies. FAS is
essential during embriogenesis, since Fasn-/- and Fasn+/- mice die in utero even in the
presence of a diet rich in saturated fatty acids (40). Its expression is up-regulated in a

variety of human cancers and seems to be a prognostic marker for some of these tumors (3-
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16). The intensity of FAS immunohistochemical positivity is stronger in human malignant
melanoma than in conventional nevi or Spitz nevi (35), being associated with the Breslow
thickness (12, 35) and suggested as a molecular prognostic marker (12). Moreover, FAS
was among 128 differentially expressed genes in a c¢cDNA microarray study of
adenocarcinoma metastatic tissues (41). Although the exact role of FAS in malignant cells
is not elucidated, it is clear that FAS specific inhibitors block cell cycle progression and
cause apoptosis in many cancer cell lines (17-19) and are capable of decreasing the size of
prostate and ovarian cancer xenographs (3, 21, 24). Moreover, FAS has a role in the
synthesis of phospholipids partitioning into detergent-resistant microdomains in LNCaP
cells, which are implicated in signal transduction, intracellular trafficking, and cell
polarization and migration (42).

The site of tumor cell implantation may affect in many ways the distribution and
number of metastases. In the present work we chose to ectopically inject the highly
metastatic B16-F10 melanoma cells (43, 44) in the peritoneal cavity of C57BL/6 mice
based on our previous observation that in this way mediastinal metastatic lymph nodes are
detected in almost all cases (Veiga SS, unpublished results). Therefore, this seems to be a
good model for the study of new antimetastatic drugs. IP inoculation of the B16 melanoma-
derived BL6 cell line in C57BL/6 mice has been previously shown to promote metastasis in
the lungs, spleen and thymus (45) while B16-F10 cells have been used to produce
metastasis after subcutaneous or intravenous implantation in mice (46-48). In the present
study, the size of the primary tumors was not evaluated because of their diffuse mode of
growth inside the peritoneal cavity. Interestingly, in contrast with the relatively well
circumscribed primary tumors observed in the control animals, Orlistat-treated tumors were
more dispersed among the abdominal organs. The biological mechanisms by which FAS
inhibition with Orlistat caused these macroscopic differences still need to be elucidated.
Primary tumors from both studied groups were histologically similar and characterized by
the presence of many mitotic cells, intense melanin accumulation, extensive areas of
necrosis, and neoangiogenesis. Here, we demonstrate that FAS inhibition by Orlistat

significantly reduces metastasis to mediastinal lymph nodes, which were easily localized
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due to their enhanced size and black color. The exact role of FAS activity in the metastatic
process is still unknown. It is possible to speculate that Orlistat reduced metastasis in the
present study as a consequence of the cell growth inhibition or enhanced apoptosis in the
primary tumor. Additionally, the drug may reduce cell viability in the lymphatic or blood
circulation or even interfere with their growth and colonization in the lymph node sinus. As
used in the present study the blood levels of Orlistat may reach 16 (/M (24), in contrast
with the higher effective concentrations observed in our cell culture experiments (250-500
IM). Indeed, B16-F10 cells were more resistant to FAS interference by Orlistat than
prostate or breast cancer cell lines (24, 27). The abdominal lymphatic drainage of the daily
Orlistat intraperitoneal injections may provide high concentrations of the drug in the
mediastinal lymph nodes and hence reduce metastatization. Histological examination of the
metastatic mediastinal lymph nodes revealed more melanin accumulation in the tumor cells
of control animals than in the Orlistat-treated ones, which may indicate effective FAS
inhibition.

Taken together, the results here presented suggest that FAS is a potential
chemotherapeutic target for melanoma. Further studies using orthotopic melanoma cell
implantation will be necessary to the better understanding of the role of the endogenous
neoplastic lipogenesis in melanoma cell progression and metastasis. Additionally, there is a
need for the characterization of the systemic and possible side effects of this new route of

Orlistat administration.

Material and Methods

Cell Culture. B16-F10 murine melanoma cells were maintained in RPMI medium
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS,
Cultilab, Campinas, SP, Brazil) and antibiotic/antimycotic solution (Invitrogen) at 37 °C in
a humidified atmosphere with 5% CO,. In order to block FAS activity cerulenin (Sigma-
Aldrich, St Louis, MI, USA) or Orlistat (Xenica1®, Roche, Switzerland) were added to the
culture medium at the concentrations described in the figure legends. For the proliferation

curves cells were seeded in 24-well plates (5x10°/well) in RPMI containing 10% FBS and
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incubated in serum-free medium for 24h. After that, RPMI containing FBS plus FAS
inhibitors or their respective controls (dimethylsulfoxide - DMSO - or absolute ethanol)

was added and cells from triplicate wells were trypsinized and counted in an automated cell

counter (Coulter Counter Z1, Beckman, CA, USA).

Preparation of Orlistat Solutions. For cell culture experiments, Orlistat was extracted
from Xenical capsules according to Knowles et al. (27). Each pill was solubilized in 1 ml of
ethanol, insoluble products removed by centrifugation (12,000 xg for 5 min) and the
supernatant (250 mM of Orlistat) stored at -80°C. Mice were treated with Orlistat solutions
prepared according to Kridel et al. (24) with some modifications. Briefly, the content of
each capsule (120 mg) of Orlistat was solubilized in 33% ethanol during approximately 30
min and vortexed every 10 min. After centrifugation for 5 min at 12,000 xg, supernatants

were retrieved and stored at -80°C.

Indirect immunofluorescence. B16-F10 cells (2x10%/well) were plated in 8-well chamber
slides (Lab Tek, Nunc, Naperville, IL, USA) and grown for approximately 24 h. After
fixation in 3.7% paraformaldehyde, cells were washed twice with phosphate-buffered saline
(PBS) and incubated for 1 h at room temperature with anti-FAS primary antibodies
(Transduction Laboratories, Lexington, KI, USA) diluted at 1:250 in PBS containing 0.1%
bovine serum albumin (BSA, Sigma). Cells were washed with PBS, incubated with FITC-
conjugated anti-mouse IgG (1:500, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 1 h,
washed again and mounted in Vectashield with DAPI (Vector Laboratories).
Documentations were made in a Leica DMR microscope equipped with epifluorescence

(Leica Microsystems, Germany).

Flow cytometry. Samples were analyzed in a FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) equipped with an argon laser and CellQuest software
(version 4.1). Ten thousand events were collected for each sample. B16-F10 cell

populations were identified by their light-scattering characteristics, enclosed in electronic
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gates, and analyzed for the intensity of the fluorescent probe signal. Cells were harvested
(10°cells/ml), washed with PBS and resuspended in a binding buffer containing annexin V-
FITC (1:500). Apoptosis was quantified by FACS analysis as the number of annexin V-
FITC positive cells. For cell cycle analysis B16-F10 cells were seeded in 100 mm dishes
and serum starved for 24 h. After this period, cell culture medium supplemented with 10%
of FBS plus Orlistat or ethanol was added and kept for different periods of time. Cells were
fixed in cold 70% ethanol, stored at -20°C, washed in cold PBS, and treated with 10 pg/ml
of RNAse during 1 h at 37°C. After staining with 50 pg/ml of propidium iodide during 2 h
at 4°C, the distribution of cells in the cell cycle was analyzed by flow cytometry.

Total protein and melanin extractions. For protein lysate preparation B16-F10 cells were
scraped and lysed in a buffer containing 10% sucrose, 1% NP-40, 20 mM Tris-HCI (pH
8.0), 137 mM NaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 10 mM NaF, 1 mM Nas;Vos, | mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 pg/ml soybean trypsin inhibitor, 1 pg/ml
leupeptin and 1 pg/ml aprotinin. Protein lysates were placed on ice for 30 min, vortexed
every 10 min, and cleared by centrifugation at 12,000 xg for 15 min at 4°C. The
supernatants were retrieved and frozen at -80 °C until use. The protein concentrations were
determined using the Bradford method (49). Melanin extractions were performed according
to Ando et al. (37). Briefly, cell pellets were centrifuged at 1,000 xg for 5 min and washed
twice with PBS. After further centrifugation, supernatants were discarded and precipitated
cells resuspended in 200 (11 of distilled water, followed by the addition of 1ml of ethanol-
ether 1:1 (vol/vol). After 15 min the mixture was centrifuged as described above and the
precipitate solubilized inl ml of 1 M NaOH/10% DMSO at 80°C for 30 min. The
absorbance of the melanin solutions was measured at 470 nm in a spectrophotometer

(Spectronic Genesys 2, Rochester, NY, USA).

Western blotting. Forty micrograms of each protein lysate were resolved on SDS-

polyacrylamide gels, transferred onto nitrocellulose membranes (Protran, Schleicher &
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Schuell, Keene, NH, USA) and stained with Ponceau S (Sigma) to verify the transfer
efficiency and equal sample loading. The membranes were blocked with 5% nonfat dry
milk in Tris-HC1 pH 7.6 containing 150 mM NaCl and 0.1% Tween-20 (TBST) and probed
for 2 h at room temperature with antibodies against p27°P' (1:1000 - Transduction
Laboratories), Skp2 (1:.... - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), or anti-beta
actin (AC-15) (1:40,000 - Sigma). Membranes were washed in TBST and then incubated
with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies diluted at 1:1,000,
washed again and the reactions developed with an enhanced chemiluminescence detection
system (ECL detection kit, Amersham Pharmacia Biotech, Arlington Heights, IL, USA)
according to manufacturer’s instructions. Membranes were exposed to high performance
chemiluminescence films (Hyperfilm™ ECL, Amersham Biosciences, Little Chalfont,

Buckinghamshire, UK).

Melanoma model for spontaneous metastasis. B16-F10 mouse melanoma cells are
capable to promote both experimental or spontaneous metastasis in C57BL/6 mice (50).
Cells were grown until 60-70% confluence in RPMI 10% FBS, trypsinized, resuspended in
PBS and injected (25x10* cells) in the peritoneal cavity of C57BL/6 mice with 8-9 weeks of
age. Forty eight hours after cell inoculations, the animals started to be treated with daily IP
injections of Orlistat (240 mg/kg) or the equivalent amount of vehicle (33% ethanol). After
12-15 days from the cell injections, mice were sacrificed by cervical dislocation, carefully
dissected and the metastatic mediastinal lymph nodes counted. Samples of the primary
tumors were collected and immediately frozen in liquid nitrogen. The lungs, liver, thymus,
brain, as well as the primary tumors and metastatic lymph nodes of each animal were
embedded in paraffin, cut (3 [’m) and mounted on silane-coated glass slides for
hematoxylin and eosin (H&E) staining. The intensities of the melanin pigmentation in the
metastatic mediastinal lymph nodes as well as of the Oil Red O staining in the primary
tumors were classified as negative, weak or strong in a blinded analysis performed by two

of the authors (MAC and EG). This experiment was made three times independently.
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Figure legends

Fig. 1. FAS activity is necessary for B16-F10 cell growth. (A) Immunofluorescence
reactions for the FAS protein showing an intense and homogeneously distributed
intracytoplasmic positivity in B16-F10 melanoma cells. (B) Negative control (nuclei were
stained in blue with DAPI; original magnification: 200x). (C) The specific inhibition of
FAS activity with 5 [1g/ml of cerulenin strongly reduced the proliferation of B16-F10 cells
cultured in standard conditions (10% of FBS) (-A-) in comparison with the respective
DMSO controls (-m-). (D) Orlistat at 250 [IM (- A-) significantly inhibited the growth of
B16-F10 cells in medium supplemented with 2% of FBS in comparison with the ethanol
controls (-[1-). At 100 [/M Orlistat did not affect B16-F10 cell proliferation at least before
96 hours (-m-) (* p<0.001, Mann-Whitney test). (E) Cell cycle analysis by flow cytometry
showed that the incubation of B16-F10 cells with Orlistat for 36 h enhances the G0-G1
population and dramatically reduces the number of cells in the S phase

(W = GO0/G1, 0 = S,0 = G2/M). (F) Representative annexin V experiment showing that
the treatment of B16-F10 cells with Orlistat for 20 h induces apoptotic cell death, especially
at 500 /M (C: control).

Fig. 2. FAS inhibition by Orlistat reduced both the cell growth and the melanin content of
B16-F10 cells. (A-E) Melanoma cells exposed to 100 (B) and 250 (C) [IM of Orlistat
showed scarse cytoplasm and long cell projections in comparison with the control cells (A).
In the presence of 500 (D) and 750 (E) [IM of the drug cells became fusiform (H&E
staining; original magnification: 200x). (F)) Cells were cultured in the presence of 100-750
[IM of Orlistat during 48 hours and harvested by trypsinization. Cell pellets (1.1 x 10°
cells) were almost completely discolored at 500 and 750 [IM of Orlistat (the cell pellet
obtained from the 750 [IM condition contains less than 1.1 x 10° cells due to the cytoxic
effect of the drug). (G) Melanin was extracted from the cell pellets shown in (F) and its
relative amount graphically represented. (H) The number of cells was determined by

automatic cell counting before melanin extractions. Note that 100 and 250 /M of Orlistat
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inhibited B16-F10 cell growth whereas 500 and 750 (/M were cytotoxic since the number
of cells counted after Orlistat treatment was lower than the number of cells in the beginning

of the experiment (3.5x 10° cells).

Fig. 3. Intraperitoneal primary tumors metastasized to mediastinal lymph nodes and to
lungs of one control animal. Primary tumors of control mice were generally found at the
side of cell injections and consisted of a soft and relatively circumscribed mass (A). (B)
Primary tumors observed in Orlistat-treated group had many small groups of non-invasive
tumor cells spread into the peritoneal cavity (B and D). (C) Metastatic mediastinal lymph
nodes (LN) were easily identified due to their black color next to the thymus (T). (E) Gross
appearance of the melanoma metastasis found in the left lung of one mouse of the control
group. (F and G) Representative experiment showing the dissected lymph nodes and
thymus; control mice (F) had more than twice (n=19) metastatic lymph nodes than Orlistat-

treated group (G) (n=9), in which one animal did not present metastasis.

Fig. 4. Microscopic findings of the liver, primary tumors, and lymph node or lung
metastasis. (A) Representative Oil Red O staining in a frozen section from the liver of a
control animal, showing a large number of lipid droplets in the cytoplasm of the
hepatocytes, in contrast with the almost completely negative section from an Orlistat-
treated mouse (B). Control (C) and Orlistat-treated primary tumors (D) were histologically
similar and characterized by anaplastic melanoma cells rich in melanin (arrowheads),
calibrous blood vessels and several areas of necrosis (N). Adipose cells were a common
finding mainly in the control primary tumors. Frozen sections from the primary tumors
were stained with Oil Red O, which strongly labeled adipose cells dispersed in the control
primary tumors (E). Tumor cells from both groups and adipose cells (arrow) from Orlistat-
treated mice were weakly stained (F). (G) Representative metastatic lymph node infiltrated
in its periphery by heavily pigmented melanoma cells (arrowheads). (H) Microscopic
confirmation of the lung metastasis depicted in Figure 3E. Note the presence of melanoma

cells around the bronchiole as well as nodular mass of tumor cells in the pulmonary
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parenchyma (arrows). (A, B, E, and F: original magnification 200x, Oil Red O staining; C,
D, G, and H: original magnification 100x, H&E staining).
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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