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RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) oral representa mais de 90% das
neoplasias malignas que acometem a cavidade oral e tem como principal
determinante de prognostico a presenga de metastases em linfonodos da cadeia
cervical, o que diminui a taxa de sobrevida em cerca de 50%. Em casos de recorréncia
ou de metastases a distancia uma abordagem quimioterapica é realizada, no qual os
taxanos representam um dos principais compostos utilizados em diversos protocolos.
Varios tumores malignos humanos apresentam um fenétipo lipogénico, dentre os
quais se inclui o CEC oral. Nestes, a elevada expresséao e atividade da enzima &cido
graxo sintase (FASN) aumenta a biossintese de acidos graxos e permite, dentre
outras coisas, uma rapida proliferagéo das células neoplasicas. Por esta razdo, FASN
vem sendo apontada como uma oncoproteina metabdlica e potencial alvo molecular
no tratamento oncolégico. No presente trabalho, avaliamos os efeitos da combinacao
do inibidor de FASN orlistat (ORL) com o quimioterapico paclitaxel (PTX) sobre a
linhagem celular metastatica de CEC oral LN-1 e sobre o crescimento tumoral e
disseminagao metastatica in vivo, utilizando um modelo ortotépico de CEC de lingua.
Iniciamos também a padronizacdo de um novo modelo de enxertos xenograficos
derivados de pacientes (PDTX). Para os estudos in vitro, as células LN-1 foram
tratadas com as drogas isoladas e associadas, em suas respectivas ICso, € avaliadas
com relacao a viabilidade celular, taxas de apoptose e de necrose, progressao do ciclo
celular, migracao e expressdo dos marcadores de transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT). A viabilidade celular foi reduzida de forma dose-dependente com ambas as
drogas, houve sinergismo entre ORL e PTX, com aumento das taxas de apoptose e
acumulo das células na fase G2 do ciclo celular, além de reducdo do potencial
migratorio e reversao, pelo menos em parte, do fenétipo de EMT. In vivo, verificou-se,
com a mesma combinagdo, uma drastica redugdo tanto do volume dos tumores
primarios (99,6%) como da disseminacao para os linfonodos cervicais (80,8%). No
modelo PDTX, observamos que quase todos os xenoenxertos obtidos mantiveram as
caracteristicas histopatoldgicas dos tecidos doadores. Em conjunto, estes resultados
sugerem que a inibicio de FASN associada ao tratamento quimioterapico com
paclitaxel apresenta forte efeito antitumoral para os CECs orais e pode servir de base
para futuros estudos clinicos com inibidores de FASN. Por fim, 0 modelo PDTX, caso
tenha sua reprodutibilidade comprovada, pode ser util para a compreensao da biologia



dos CECs orais e eventualmente prever a resposta dos pacientes mediante diferentes
agentes quimioterapicos.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular oral. Acido graxo sintase. Modelos

ortotépicos. Enxertos xenograficos derivados de pacientes.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) accounts for more than 90% of the
malignant neoplasias affecting the oral cavity and its main prognostic factor is the
presence of metastasis in cervical lymph nodes, which may decrease the survival rate
by approximately 50%. For recurrent or metastatic OSCC, a chemotherapeutic
approach is performed and taxanes are included in several protocols. Several human
malignant tumors, including OSCC, have a lipogenic phenotype with high expression
and activity of fatty acid synthase (FASN) and increased production of palmitate, which
sustains the rapid proliferation of neoplastic cells. For this reason, FASN has been
pointed as a metabolic oncoprotein and potential molecular target for cancer treatment.
In the present study, we evaluated the effects of the combination of orlistat (ORL), an
inhibitor of FASN activity, and the chemotherapic agent paclitaxel (PTX) on the
metastatic cell line SSC-9 LN-1 and on tumor growth and metastatic dissemination in
an orthotopic model of tongue SCC. We also initiated here the establishment of a new
patient-derived tumor xenograft model for OSCC (PDTX). For the in vitro studies, LN-
1 cells were treated with both drugs isolated or associated at their respective IC50, and
the viability, apoptosis, necrosis, cell cycle progression, migration, and production of
epithelial-mesenchymal transition markers (EMT) evaluated. Cell viability was reduced
in a dose-dependent manner by both drugs and the synergism between ORL and PTX
determined increased rates of apoptosis and cell cycle arrest in G2. In addition, ORL
and PTX reduced cell migration and partially reversed EMT in LN-1 cells. In vivo, ORL
plus PTX promoted a drastic reduction in the volume of primary orthotopic tongue SCC
(99,6%) and their metastatic spread to cervical lymph nodes (80,8%). In the PDTX
model, it was possible to observe that almost all xenografts preserved the
histopathological characteristics of the donor tumor tissues. Taken together, these
results here presented suggest that the FASN inhibitiors associated with paclitaxel
have strong antitumor effect on OSCC and may serve as a basis for future clinical
studies. Finally, the PDTX model, if reproducible in additional studies, may be useful
for the understanding OSCC biology and possibly for the prediction of patient response
to different chemotherapics.

Key words: Oral squamous cell carcinoma. Fatty acid synthase. Orthotopic models.
Patient derived tumor xenografts.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CEC) oral corresponde a mais de 90% das
neoplasias malignas diagnosticadas na cavidade oral e, apesar de todos os avangos
até hoje alcancados no seu tratamento, a taxa de sobrevida em 5 anos n&do melhorou
ao longo das ultimas décadas permanecendo estacionada em torno de 55% (Scully &
Bagan, 2009; van Dijk et al, 2016). Um dos principais fatores determinantes do
prognoéstico desta doenga € a presenca de metastases em linfonodos cervicais, que
ocorrem com maior frequéncia a partir de tumores localizados na lingua, onde a lesao
cresce de forma mais invasiva e espalha-se através dos vasos linfaticos (Sano &
Meyers, 2007; Scully & Bagan, 2009). O estadiamento clinico da doenca, realizado
pelo sistema TNM e a localizagdo do tumor norteiam a escolha do tratamento, que
pode consistir em excisdo cirdrgica ampla, radioterapia, quimioterapia ou
combinacoes destas terapias (Chabner & Roberts Jr, 2005; Barnes et al., 2005). Na
ocorréncia de metastases ou de tumores para 0s quais a cirurgia seja contra indicada,
€ realizada abordagem sistémica com agentes quimioterapicos, dos quais os
principais compostos utilizados para CECs orais e de cabeca e pescogo S&0 0s
agentes platinicos (cisplatina e carboplatina), as drogas antimetabdlicas (5-fluoruoracil
e metotrexato) e os taxanos (paclitaxel e docetaxel), isoladamente ou em combinagao
(Hennequin et al.,2009; revisado por Fury & Pfister, 2011).

Ao contrario do que ocorre nas células normais, diversas neoplasias
malignas apresentam o chamado fenétipo lipogénico, onde as células necessitam de
elevada biossintese de acidos graxos, o que permite uma rapida e constante
proliferacdao (Kumar-Sinha et al., 2003; Menendez & Lupu, 2007). A acido graxo
sintase (FASN) é a principal enzima envolvida na lipogénese neoplasica, responsavel
pela sintese de acidos graxos saturados de cadeia longa a partir dos precursores
malonil-CoA e Acetil-CoA, tendo como produto final o acido graxo saturado palmitato
(Flavin et al., 2010). A expressdo desta enzima é elevada em diversos tipos de
canceres, dentre eles no CEC da cavidade oral (Krontiras et al., 1999; Silva et al.,
2004; Silva et al., 2008). O conjunto de publicacées sobre o papel de FASN em
neoplasias malignas levou a sugestao de que esta pode atuar como uma oncoproteina
metabdlica, por favorecer o crescimento e sobrevivéncia das células tumorais, sendo
hoje considerada assim um potencial alvo terapéutico para o tratamento oncoldgico
(Menendez & Lupu, 2007, Flavin et al., 2010).
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Varios sao os compostos capazes de inibir a atividade de FASN, dentre
eles a cerulenina, seu analogo sintético c75 e o orlistat (Menendez & Lupu, 2007).
Diversos estudos mostraram que a inibicdo da atividade de FASN causa aumento nas
taxas de morte celular por apoptose em células de cancer de mama (Hsu et al., 2011),
ovario (Uddin et al., 2011), endométrio (Menendez et al., 2004a), estdmago (Dowling
et al., 2009), préstata (Brusselmans et al., 2003; de Schrijver et al., 2003) e melanoma
(Carvalho et al., 2008; Zecchin et al., 2011). Em estudo realizado em nosso laboratério
utilizando um modelo ortotdpico de CEC de lingua, no qual células metastaticas (LN-
1) foram implantadas na borda lateral da lingua de camundongos atimicos, Agostini
et al. (2014) observaram significante reducédo no volume dos tumores primarios dos
animais tratados com orlistat, quando comparados aos do grupo controle, com nitida
reducao do indice de proliferacéo celular. Entretanto, o principal achado deste estudo
foi a reducao em 43% do numero de linfonodos cervicais metastaticos no grupo que
recebeu a terapia com orlistat, sugerindo que a inibicdo de FASN pode apresentar um
papel no controle da disseminagcdo metastatica desta doenca.

Apesar de muito reprodutivel a doenca criada em modelos ortotdpicos
realizados pela implantacao de linhagens celulares, uma grande limitacdo é imposta
pela modificacdo dos perfis de expressdo génica que ocorre durante as diversas
subculturas pré-implantacao in vitro, além da falta de heterogeneidade celular e da
arquitetura tridimensional encontrada no microambiente dos tumores sélidos (Peng et
al., 2013; Willians et al., 2013). Com o intuito de minimizar estas deficiéncias, tém sido
recentemente estabelecidos, para varios tipos de neoplasias malignas humanas, os
chamados modelos de tumores xenograficos derivados de pacientes ( Patient-derived
tumor xenografts - PDTX). Modelos PDTX consistem no transplante do tecido tumoral
humano diretamente para camundongos imunossuprimidos a fim de reproduzir, com
maior fidelidade, o tumor que existe no paciente e manter, pelo menos em parte, a
heterogeneidade molecular, genética e histopatoldgica do tumor de origem (Revisado
por Tentler et al., 2012).

Mediante o exposto, no presente estudo investigamos os efeitos do
bloqueio de FASN com orlistat, droga ja utilizada em estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa, associada ao quimioterapico paclitaxel, que em nossa Dissertacao
de Mestrado apresentou evidente sinergismo quando associado ao orlistat, sobre as
células metastaticas LN-1 in vitro e sobre o processo metastético in vivo,

considerando-se que linfonodos regionais metastaticos sdo marcadores de
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prognéstico importantes em pacientes com CEC oral. Nesta pesquisa, iniciamos
também o estabelecimento do modelo PDTX a partir de pacientes com CEC oral
diagnosticados no OROCENTRO da FOP-UNICAMP, visando reproduzir a lesdao do
paciente e possibilitar o teste da resposta tumoral frente a terapias convencionais e

em desenvolvimento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma espinocelular (CEC) oral

O céncer da cavidade oral é considerado um grave e crescente problema
de saude em muitas partes do mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, com uma estimativa global de incidéncia de aproximadamente 275
mil novos casos por ano, resultando em altas taxas de mortalidade e morbidade
(Warnakulasuriya, 2009; Vargas-Ferreira et al., 2012). No Brasil, segundo dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA), estimam-se para o ano de 2016, 15.490 novos
casos de CEC oral, sendo 11.140 em homens e 4.350 em mulheres, 0 que coloca este
tipo de cancer na sétima posicao em incidéncia na populacao brasileira (INCA, 2016).
No estado de Sao Paulo, dados da fundagdo Oncocentro mostraram a ocorréncia de
8.056 casos de cancer afetando a cavidade oral entre os anos 2000 a 2008, sendo
que destes, 55% foram diagnosticados em estadios avancados (Curado et al., 2016).

O CEC origina-se dos queratindcitos da membrana mucosa que reveste a
cavidade oral e representa aproximadamente 90-95% de todas as neoplasias
malignas que acometem a cavidade oral, sendo os demais, tumores malignos de
glandulas salivares, sarcomas, tumores odontogénicos malignos, neoplasias
hematopoiéticas e metastases (Daley & Darling, 2003; Scully & Bagan, 2009). O
principal fator de risco associado ao desenvolvimento desta doenga é o tabaco, sendo
que, este tem acdo sinérgica quando associado ao éalcool, o que favorece o
desenvolvimento do tumor (Scully & Peti, 2010). Outros fatores de risco vém sendo
estudados, como a associagdo com o papiloma virus humano (HPV), radiagao solar
(para os CECs de labio inferior) e imunossupressado devido a transplantes ou a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Revisado por Scully & Bagan, 2009). O perfil
classico do paciente acometido pelo CEC oral corresponde a homens, entre a sexta e
sétima décadas de vida, tabagistas e etilistas crénicos, sendo o principal sitio
acometido pelas lesbes a borda lateral da lingua (revisado por Moore et al., 2000;
Scully & Bagan, 2009). Entretanto, nas ultimas décadas vem se notando um aumento
do numero de casos de CEC em pacientes jovens e também do sexo feminino, em
contraste com o perfil classico estes apresentam limitada associag¢édo aos tradicionais
fatores de risco, 0 que sugere outros fatores de risco, como por exemplo instabilidade
genética (Santos-Silva et al., 2011; Majchrzak et al., 2014).
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Clinicamente, o aspecto de um CEC pode ser variado, podendo apresentar-
se de forma leucoplasica, eritroplasica ou eritroleucoplasica, estas ainda em estagios
iniciais, quando aumentos de volume ou ulceragdes n&o estédo presentes, sendo estes
geralmente assintomaticos. Entretanto, como a les&o é frequentemente diagnosticada
tardiamente, esta € encontrada como uma ulcera de curso crénico, com bordas
elevadas e endurecidas, com areas de necrose central, concomitante a sinais e
sintomas de doencga localmente avangada, como dor, disfagia, sangramento, perda
de peso, além de linfadenopatia regional (Barnes et al., 2005; Neville et al., 2009;
Pontes et al.,, 2012). Microscopicamente, ilhas e corddes invasivos de células
escamosas malignas, oriundas do epitélio de superficie, caracterizam os CECs orais.
As células apresentam variados graus de pleomorfismo, nucleos aumentados e
hipercromaticos, eventuais figuras mitoticas atipicas e frequentes pérolas de
queratina. Segundo o grau de diferenciacao histolégico, os CECs orais podem ser
classificados em bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pobremente
diferenciados ou indiferenciados, classificacao esta que mostra associacao direta com
o comportamento biolégico desta neoplasia (Regezzi et al., 2008; Neville et al., 2009).

Assim como outros canceres humanos, os CECs orais resultam do acumulo
de alteragbes genéticas e epigenéticas, dentre elas perdas de heterozigosidade,
inativacdes génicas por metilacdo e amplificacées génicas. Estudos mostram que a
ativacao de oncogenes, como aqueles que codificam EGFR, ciclina D1, COX-2 e Bcl-
2 e a inativacdo de genes supressores tumorais, dentre eles p53, p21 e p27, séo
eventos capazes de alterar o complexo mecanismo que regula o crescimento e a
proliferacdo celular, assim como as alteragcbes envolvidas no processo de
angiogénese, como a elevada expresséo das isoformas da proteina VEGF (Regezzi
etal., 2008; Scully & Bagan, 2009; Sinevici & O’sullivan, 2016). Além destas alteracdes
mais classicas, estudos recentes sugerem que a capacidade que as células de CEC
oral tém de invadir tecidos adjacentes, colonizar linfonodos regionais e disseminar-se
para oOrgdos distantes é influenciada por um fenémeno biolégico denominado
transicao epitélio-mesenquimal (Epithelial-Mesenchymal Transition - EMT) (Natarajan
etal.,, 2014). A EMT é um processo dindmico, no qual as células tumorais de natureza
epitelial adquirem, com o passar do tempo, caracteristicas mesenquimais como a
mudanca de polaridade, perda de adesao, aumento da capacidade de migracao e
invasdo além de adquirir resisténcia a apoptose (De Craene & Berx, 2013; Smith et
al., 2013).
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A disseminagcao metastatica dos CECs orais ocorre principalmente através
dos vasos linfaticos em direcao aos linfonodos cervicais ipsilaterais, com ocasionais
metastases contralaterais ou bilaterais, e cerca de 2% dos pacientes apresentam
metastases a distancia para os pulmoes, figado e ossos no momento do diagnéstico
(Neville et al., 2009). Apesar dos representativos avangos tecnoldgicos no tratamento
obtidos nas ultimas décadas, o CEC oral ainda é caracterizado por pobre prognostico
e baixas taxas de sobrevida que, ao longo das ultimas décadas, permaneceram em
torno de aproximadamente 50 a 55% no periodo de 5 anos (Revisado por Noguti et
al., 2012; van Dijk et al., 2016). No entanto, quando esta neoplasia é diagnosticada
em seus estadios mais iniciais, as taxas de sobrevida em 5 anos podem atingir de 80
a 90% (Bagan et al.,2010). Atualmente, o principal determinante do progndstico dos
CECs orais € a presenca de metastases cervicais, sendo que nddulos linfaticos
metastaticos podem ser observados em cerca de 40% dos pacientes (Revisado por
Noguti et al., 2012), e estudos tém mostrado que a incidéncia de metastases
linfonodais ocultas no estagio I/ll da doenga pode chegar a 30%, com uma taxa ainda
maior de metastase nodal vista em pacientes com céancer de lingua, visto que, a lesao
cresce de forma invasiva e se espalha através dos vasos linfaticos, ao invés de se
espalhar por disseminacao hematogénica (Sano & Meyers, 2007).

O estadiamento clinico da doenca, realizado pelo sistema TNM, e a
localizacdo anatémica do CEC oral norteiam a escolha do tratamento, que pode
consistir em excisdo cirurgica ampla, radioterapia, quimioterapia ou combinacao
destas modalidades (Neville et al., 2009). A cirurgia € o tratamento de escolha para
CECs orais em estadios iniciais e localizagdo acessivel. De modo geral, a radioterapia
€ empregada no tratamento de tumores localizados, comumente associada a cirurgia,
podendo aumentar a eficacia desta ultima. Entretanto, na ocorréncia de metastases
ou tumores nos quais a cirurgia é contraindicada, uma abordagem sistémica com
agentes quimioterapicos € utilizada, sendo os mais utilizados os agentes platinicos
(cisplatina e carboplatina), taxanos (paclitaxel e docetaxel) e as drogas
antimetabolicas (5-fluoruoracil e metotrexato), de maneira isolada ou combinada
(Barnes et al., 2005; Hennequin et al., 2009; Revisado por Fury & Pfiser, 2011; Feller
& Lemmer, 2012).

2.1.1 Paclitaxel
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O paclitaxel foi originalmente isolado da casca do tronco da arvore Taxus
brevifoliano ano de 1971, como parte de um programa do Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos, e é atualmente obtido de forma semissintética a partir de 10-
desacetilbaccatina lll, extraida das folhas do Taxus baccata (Yue et al., 2010; revisado
por Khanna et al., 2015). O paclitaxel € um agente quimioterapico extensivamente
utilizado, com um amplo espectro de atividade contra o cancer, e que teve seu uso
clinico aprovado pela FDA (Food and Drug Administration — FDA) em 1992 apéds
ensaios clinicos de fase I, Il e lll para canceres de ovario avang¢ados, sendo dois anos
mais tarde aprovado para o tratamento do cancer de mama metastatico, com
perspectivas promissoras contra outros tumores, como cancer de pulmao, eséfago e
cabeca e pescoco (Rowinsky & Donewoher, 1995; revisado por Khanna et al., 2015).

O paclitaxel pertence a familia dos taxanos, que atuam através da inibicdo
do fuso mitético e, consequente, estabilizacdo dos microtubulos, bloqueando a mitose
e provocando apoptose. Os microtubulos sao polimeros proteicos formados por varias
unidades das proteinas a e B tubulina, componentes essenciais do citoesqueleto
celular e cruciais no desenvolvimento e manutencado da forma da célula, motilidade,
sinalizacdo, transporte intracelular e divisao celular (Jordan & Wilson, 2004). O
paclitaxel atua ligando-se ao aminoacido N-31 da subunidade B-tubulina, formando
microtubulos estaveis que comprometem a metafase e impedem a transicéo da fase
G2 para M, levando a morte celular (Jordan & Wilson, 2004; Yue et al., 2010). Além
disso, o paclitaxel interage também com moléculas regulatérias, visto que a alteracéo
na formacao dos microtubulos ativa o gene supressor de tumor p53 e inibidores de
quinase dependentes de ciclina (p21wafl), além de modular diversas proteina-
quinases (Yang et al., 1999; Ferlini et al., 2003).

Nos CECs de cabeca e pescoco, alguns estudos mostram a efetividade do
tratamento com paclitaxel. Grau et al. (2009), analisaram a atividade antitumoral e a
toxicidade da terapia com paclitaxel em pacientes com CECs de cabega e pescoco
em estadio IV resistentes a terapia com agentes platinicos. Neste estudo, 60 pacientes
receberam paclitaxel semanalmente, destes, 43% responderam parcialmente e 15%
ficaram estaveis, apresentando como principais efeitos colaterais anemia (43%) e
fadiga (37%), assim, o uso deste agente quimioterapico apresenta-se como alternativa
plausivel para aqueles pacientes com resisténcia aos agentes platinicos. Tahara et al.
(2011), também avaliaram a terapia com paclitaxel em pacientes com CECs de cabeca

e pescoco em estadios avancados, recorrentes ou metastaticos, onde a taxa de
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resposta global ao tratamento foi de 29%, com um tempo médio de sobrevida destes
pacientes de 14,3 meses, observando assim, atividade favoravel da medicagédo com
graus de toxicidade aceitaveis.

Assim como ocorre com outros agentes quimioterapicos, o surgimento de
resisténcia ao paclitaxel pode interferir em sua eficacia clinica e esta, ocorre
principalmente devido a elevada expressao da glicoproteina P, capaz de transportar
a droga para o exterior da célula e diminuir sua concentragéo intracelular a niveis
subletais (Yue et al., 2010).

2.2 Acido graxo sintase (Fatty acid synthase - FASN)

Os acidos graxos sao constituintes essenciais das membranas biol6gicas
e importantes substratos para o metabolismo energético, sendo disponibilizados para
o metabolismo animal quando ingeridos na dieta ou sintetizados pela enzima
lipogénica acido graxo sintase (FASN) (Menendez & Lupu, 2007). FASN ¢é a enzima
metabdlica com papel central na homeostase energética, pois converte o excesso de
carbono em acidos graxos para armazenamento. Seu produto final € o palmitato
(acido graxo saturado de 16 carbonos), sintetizado a partir da condensacao dos
substratos de carbono acetil-CoA e malonil-CoA utilizando a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) como cofator (Baron et al., 2004; Flavin et al.,
2010). O palmitato pode ser conjugado a proteinas ou convertido em outros acidos
graxos vitais para 1) sintese de lipidios e estruturas de membrana, tais como as
jangadas lipidicas (lipid rafts), 2) modificacbes de proteinas e 3) ativagcdo dos
receptores e sinalizacao das principais vias oncogénicas, tal como a via P13K/ AKT/
mTOR (Jones & Infante, 2015).

Do ponto de vista estrutural, FASN é, em mamiferos, um homodimero
formado por duas cadeias polipeptidicas multifuncionais contendo em cada uma delas
sete diferentes sitios cataliticos, sendo um deles o sitio da proteina transportadora de
acil (ACP) (Figura 1). Estes sitios, ordenados a partir da extremidade amino terminal
sdo: [-cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-CoA transferases, B-hidroxiacil
desidratase, enoil redutase, B-cetoacil redutase, ACP e o dominio tioesterase, que
atuam em sequéncia até a liberacao da molécula de palmitato graxo recém sintetizada
(Brink et al., 2002; Smith et al., 2003; Flavin et al., 2010).
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Figura 1 — Enzima acido graxo sintase (FASN). Homodimero formado por duas cadeias
polipeptidicas multifuncionais contendo sete sitios cataliticos: 1: B-cetoacil sintase, 2: Acetil-CoA e
malonil-CoA transferases (sitios de entrada dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para subsequente
reagao de condensacéo), 3: B-hidroxiacil desidratase, 4: Enoil redutase, 5: 3-cetoacil redutase, 6: ACP
(atuam como redutores sobre o produto formado pela B-cetoacil sintase) e 7: Tioesterase (responséavel
pela hidrélise do palmitato, que entédo € liberado). Estes sitios cataliticos atuam em sequéncia até a
liberagao da molécula palmitato recém sintetizada.

Entrada dos substratos
acetil-CoA e malonil-CoA

- -
L

-

/ Palmitato

Fonte: Modificado a partir de Menendez & Lupu, 2007.

A primeira associacao da expressao de FASN com uma neoplasia maligna
ocorreu em 1994, quando Kuhajda et al. purificaram o entdo denominado antigeno
AO-519, encontrado em carcinomas de mama agressivos. Em seguida identificaram
que esta proteina era FASN por meio de andlises de homologia de sequéncia de
aminoacidos e enzimologia (Kuhajda et al., 1994). As células malignas sintetizam de
novo quantidades substanciais de acidos graxos, independentemente dos niveis
lipidicos circulantes, e como resultado podem adquirir vantagens para a proliferacéo,
sobrevivéncia e resisténcia a medicamentos (Baron et al., 2004). Kuemmerle et al.
(2011) mostraram que, além da sintese de novo, as células malignas possuem
também, a capacidade de obter acidos graxos pré-formados derivados da dieta por
absorcdo na corrente sanguinea. Assim, ao contrario das células normais (com
excecao dos hepatocitos e adipdcitos) que apresentam baixa expressao e atividade
de FASN, em varios tipos canceres ocorre elevada expressdao de FASN, como os
carcinomas de préstata, ovario, mama, endométrio, tireoide, colo e reto, bexiga,

pulmado, CEC oral e de cabeca e pescogco, CEC de eséfago, pancreas, figado e
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estbmago, bem como melanoma, mesotelioma, nefroblastoma e retinoblastoma,
sarcomas de tecido mole e mieloma multiplo (Flavin et al., 2010).

A regulacdo da expressao de FASN em células malignas é complexa e
envolve mecanismos transcricionais e pos traducionais. A nivel transcricional, dois
mecanismos principais estdo envolvidos (Figura 2A). O primeiro € a via do fator de
crescimento epidérmico (Epidermal growth fator ou EGF), ativada por meio dos
receptores EGFR e ErbB2 e o segundo envolve a via dos horménios esteroides
(estrogeno, progesterona e andrégenos) e seus respectivos receptores (Menendez &
Lupu 2007; Flavin et al.,, 2010). Na superficie das células tumorais, os fatores de
crescimento e seus receptores ativam a cascata de sinalizacdo celular da
fosfatidilinositol-3-quinase (PISK-AKT) e das quinases regulatérias de sinais
extracelulares (ERK1 e ERK2) e MEK (proteina ERK ativada por mitégeno), que
modulam a expressdao de FASN por meio da expressao ou maturagao nuclear das
proteinas SREBP1c (Sterol regulatory element binding protein 1c), as quais por sua
vez interagem com o sitio de ligacao do complexo SREBP no promotor do gene FASN.
Os horménios esteroides ligados a seus respectivos receptores podem ativar
mecanismos semelhantes (Menendez & Lupu, 2007; Raghow et al., 2008).

Além dos fatores envolvidos no processo de transcricdo, elevacao na
quantidade da proteina FASN pode ser gerada ap6s sua traducéao pela sua interacao
com a enzima desubiquitinante USP2a (Figura 2B). De uma maneira geral, enzimas
desubiquitinantes impedem a destruicao de substratos proteicos por retirar suas
etiquetas de ubiquitina, evitando a degradacao proteossémica. Em linhagem celular
derivada cancer de prostata (LNCaP), Graner et al. (2004) demonstraram que USP2a
interage e desubiquitina FASN, o que aumenta consequentemente sua meia vida. E
importante ressaltar ainda, que o microambiente tumoral também interfere na
expressao de FASN, pois os tumores de natureza sélida tém privagdo de nutrientes,
hipoxia e baixo pH em seu interior, 0 que contribui para a ativacao de varias vias de
sinalizacao que regulam a expressao de FASN (Menendez & Lupu, 2007).
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Figura 2 - Principais formas de regulacao da producao de FASN no cancer. (A) Na superficie das
células tumorais, fatores de crescimento (FC) e seus receptores (RFC) ativam a cascata de transducao
de sinais de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) - AKT e quinases regulatérias de sinais extracelulares
(ERK 1 e ERK2) e a cascata MEK. Além disso, hormdnios esteroides, incluindo estrégeno (E),
progesterona (P) e andrégenos (A), ligados aos seus respectivos receptores (R), também podem
desencadear mecanismos semelhantes. A expressao ou maturacao nuclear de proteinas SREBP1c
ativa a expressdo de FASN. As interacdes entre FC - RFC e entre horménios esteroides e seus
receptores (E-RE, P-RP, A-RA) convergem nas cascatas PI3K - AKT e MEK amplificando os sinais
para elevagao da expressao de FASN. (B) A expressdo de FASN também pode ser modificada apds a
sua traducgao pela sua interagdo com USP2a, uma isopeptidase que remove as etiquetas de ubiquitina
de FASN e previne sua degradacao proteossdmica.
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Fonte: Modificado a partir de Menendez & Lupu, 2007

A elevada expressao de FASN tem sido associada a um prognaostico ruim
e reducdo da sobrevida dos pacientes em diversos tipos de canceres (Flavin et al.,
2010). No entanto, o bloqueio da lipogénse de novo em células neoplasicas com
inibidores de FASN leva a um aumento nas taxas de morte por apoptose, o que ja foi
demonstrado em cancer de mama (Hsu et al., 2011), préstata (Brusselmans et al.,
2003), ovario (Uddin et al., 2011), estbmago (Dowling et al., 2009), no melanoma
(Carvalho et al., 2008), dentre outros, indicando que FASN tem um importante papel
na biologia das células tumorais (Jones & Infante, 2015). A expressao diferencial de
FASN em tecidos normais e neoplasicos faz desta enzima um potencial alvo no
tratamento oncolégico, pois seus inibidores farmacol6gicos parecem atuar
preferencialmente sobre as células neoplasicas e causar a morte destas por alterar a
sintese e organizagdo das membranas, modificar proteinas e vias de sinalizacao

oncogénica (Menendez & Lupu, 2007; Jones & Infante, 2015).
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Varios sdo os compostos inibidores da atividade de FASN, dentre eles
cerulenina, orlistat e C75, que foram os primeiros a demonstrarem atividade
antitumoral em linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas e modelos de
xenoenxertos, no entanto, nenhum deles chegou a ser clinicamente testado devido as
suas limitadas propriedades farmacoldgicas e efeitos colaterais (Flavin et al., 2010;
Jones & Infante, 2015). Por isto, uma nova geracao de moléculas como GSK2194069,
JNJ-54302833, IPI-9119 e TVB-2640 esta em desenvolvimento, entretanto apenas
TVB-2640 ja esta em testes clinicos (Jones & Infante, 2015).

No presente estudo, visando a comparagao com os resultados obtidos por
Agostini et al. 2014, nos concentramos especificamente no estudo dos efeitos
biolégicos do inibidor de FASN orlistat.

2.2.1 Orlistat

O orlistat (tetrahidrolipstatin) € um derivado semissintético da lipstatina,
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da obesidade
por inibir de maneira irreversivel as lipases gastricas e pancreaticas (Guerciolini et al.,
1997). E também capaz de inibir a atividade de FASN por formar adutos covalentes
com o dominio tioesterase da enzima, que é o responsavel pela liberagdo do palmitato
(Flavin et al., 2010). A identificagdo do orlistat como um potente inibidor de FASN foi
feita por Kridel et al. (2004), por meio de estudos protedmicos de enzimas especificas
do céncer de préstata. No mesmo trabalho, esta droga mostrou efeitos
antiproliferativos em diferentes linhagens celulares de cancer de prostata e provocou
inibicdo do crescimento tumoral em xenoenxertos de cancer de préstata. Por fim, este
estudo também mostrou que células tumorais sdo mais propensas a acao do orlistat
do que células epiteliais normais e fibroblastos.

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa tém mostrado resultados
favoraveis com orlistat. Carvalho et al. (2008) mostraram em camundongos portadores
de melanomas intraperitoneais provocados pela injecdo de células B16-F10, uma
reducdo de aproximadamente 50% no numero de metastases para linfonodos
mediastinicos. No mesmo trabalho, observou-se também inibi¢cdo da proliferacdo, com
bloqueio da passagem para a fase S do ciclo celular, apds o tratamento de células
B16-F10 com orlistat. Com o objetivo de esclarecer os mecanismos biolégicos
envolvidos nestes fendmenos, Zecchin et al. (2011) relataram que a inducdo da
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apoptose nas células B16-F10 ocorre por meio da ativacao das caspases -9 e -3 e
liberac&o de citocromo ¢, de maneira independente da ativagdo de p53 e da transicao
da permeabilidade mitocondrial. Seguin et al. (2012) também observaram reducao
(53,4%) de metastases pulmonares experimentais, produzidas a partir da inoculacao
das células B16-F10 nas caudas de camundongos C57BL/6. Ainda neste estudo, foi
descrita uma diminuicdo dos vasos sanguineos peritumorais em melanomas
experimentais cutdneos de camundongos expostos ao orlistat, além de reducao na
viabilidade, proliferacdo e capacidade de formacao de capilares in vitro por células
endoteliais RAEC. Por fim, Seguin et al. demonstraram ainda, aumento da secregao
de VEGFA total e das isoformas VEGFA121, 165, 189 € 1650 por células de melanoma
humano SK-MEL-25 e de CEC de lingua SCC-9.

Em nossa dissertacdo de mestrado (Moreira FS, 2014), mostramos que o
tratamento das células metastaticas de CEC de lingua (LN-1) com 5-Fluoruoracil,
cisplatina e paclitaxel reduz a secrecao de VEGFA e VEGF1es0, em comparacao com
o tratamento com orlistat sozinho. Um achado importante foi que, a secrecado da
isoforma antiangiogénica VEGFiesb pOdde ser parcialmente restabelecida pela
associacao do inibidor de FASN aos quimioterapicos, sendo que as taxas de apoptose
apos a associacao do orlistat ao paclitaxel foram aumentadas. Além da angiogénese,
orlistat parece atuar também no processo de linfangiogénese. Em recente estudo,
Bastos et al. (2017) mostraram que o tratamento com orlistat inibe a formacgéao de
capilares linfaticos, reduz a viabilidade, a proliferacdo a e migracdo nas células
endoteliais linfaticas HDLEC, além de reduzir em 39,25 % o volume das metastases
em linfonodos cervicais laterais de camundongos portadores de melanomas
experimentais B16-F10. Este mesmo grupo de autores descreveu ainda que orlistat
reduz a producédo de VEGF-C nestes tecidos tumorais, que atua sobre as células
endoteliais linfaticas favorecendo sobrevivéncia, proliferacao e migracao.

Mesmo com todos esses resultados positivos, orlistat apresenta limitagdes
farmacoldgicas, como baixa permeabilidade celular e baixa solubilidade, além de
baixa estabilidade metabdlica e reduzida absorcao por via oral, apresenta também
efeitos colaterais que restringem seu uso clinico no tratamento oncologico (Flavin et
al., 2010).
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2.3 FASN em CECs orais

Com o aumento progressivo nas ultimas décadas da quantidade de
publicagdes cientificas relacionando FASN com agressividade tumoral e metéstase,
esta enzima chegou a ser apontada como uma oncoproteina metabdlica em canceres
de prostata e mama (Menendez & Lupu, 2007; Flavin et al. 2010). Consequentemente,
alguns estudos foram realizados com CECs orais, inclusive em nosso laboratério. Em
1999, Krontiras et al. compararam, por meio de reacdes imunoistoquimicas, a
expressdao de FASN em amostras de mucosa oral morfologicamente normal e com
displasia epitelial e de 56 CECs primarios de lingua, onde observada maior
imunorreatividade no tecido epitelial displasico e nos CECs do que no epitélio normal.

Em nosso laboratério, Silva et al. (2008a) observaram, também em
amostras teciduais de CECs de lingua, que a expressado do receptor de superficie
ErbB2, da enzima FASN e enzima desubiquitinante USP2a é maior nos queratindcitos
malignos do que no epitélio oral morfologicamente normal adjacentes aos tumores.
Nesta mesma pesquisa, os autores notaram uma correlacdo positiva entre a
expressdo imunoistoquimica de ErbB2, FASN e Ki-67 com a progressdo tumoral e,
consequentemente, com maior taxa de recorréncia e menor tempo de sobrevida para
os pacientes. Utilizando as mesmas amostras, Silva et al. (2008b) avaliaram a
associacdo da expressdao de FASN com caracteristicas clinico-patolégicas dos
tumores. Aproximadamente 80% das amostras foram positivas para FASN, o que foi
significativamente correlacionado com o grau histolégico, presenca de permeacao
linfatica, infiltracao perineural e linfonodos metastaticos, sugerindo fortemente que a
expressao de FASN em CECs de lingua esta associada com a progressao da doenca
e seu prognéstico.

Mais recentemente, Agostini et al. (2014) mostraram que o tratamento de
células de CEC de lingua (SCC-9 e LN-1) com o inibidor de FASN orlistat reduz a
proliferacdo e migracao celular, promove apoptose e estimula ao mesmo tempo a
secrecao da isoforma antiangiogénica de VEGFA, o VEGFA1esb. In vivo, 0s mesmos
autores observaram, utilizando um modelo ortotopico de CEC de lingua por eles
padronizado, que os tumores primarios do grupo tratado com orlistat apresentaram
volume significativamente menor do que os do grupo controle, com nitida reducao do
indice de proliferacéo celular das células que compde nos primeiros. No entanto, ao
nosso ver, o principal achado deste estudo foi uma redugédo de 43% no numero de
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linfonodos cervicais metastaticos no grupo tratado com orlistat. Estes achados, em
conjunto, indicam que a inibicio de FASN pode ser benéfica no controle da
disseminagdo dos CECs orais, visto que, sua expressao neste tipo de neoplasia
também esta associada a agressividade tumoral e pior prognostico.

2.4 Modelos animais e a pesquisa do CEC oral e de cabeca e pescoco

Nas ultimas décadas, a pesquisa sobre o cancer avangou
significativamente quanto ao grau de compreensdo dos eventos moleculares
envolvidos na tumorigénse, tendo uma boa parte deste conhecimento sido obtida em
estudos explorando linhagens celulares e modelos animais. No entanto, os estudos
dos processos metastaticos, da angiogénse e da resposta imune tumoral, dentre
outros, ndo conseguem mimetizar in vitro 0 que ocorre in vivo, sendo bastante
artificiais. Assim, modelos animais, embora cada vez menos utilizados por diversos
laboratérios ao redor do mundo, ainda sdo essenciais na investigacao da progressao
tumoral e no desenvolvimento e teste de novos agentes terapéuticos (Lu et al., 2006;
Mognetti et al., 2006; Ruggeri et al., 2014).

Varios modelos animais ja foram estabelecidos ou estdo sendo
desenvolvidos, tendo como instrumento de estudo mais utilizado os camundongos,
principalmente nas pesquisas nas areas de imunologia, genética e oncologia. Isto se
deve: 1) ao fato de que estes animais compartilham grandes similaridades genéticas
e fisioldgicas com os seres humanos, permitindo que diversas caracteristicas da
doenca sejam estudadas, e 2) apresentarem caracteristicas conhecidas e
monitoradas por varias geracées das linhagens de camundongos, bastante
padronizadas (Hann et al., 2001). No cancer oral, os modelos animais mais utilizados
sdo os de inducdo quimica, os transgénicos e os de transplantes (revisado por
Mognetti et al., 2006).

Carcin6genos quimicos para produzir o cancer oral em animais
imunocompetentes ja foram muito utilizados, pois compostos quimicos presentes no
tabaco e no alcool sdo apontados como os principais responséaveis pela etiologia dos
CECs orais (Mognetti et al.,, 2006). Um dos modelos de cancer oral induzido por
carcin6genos quimicos mais utilizados até hoje é o que utiliza o éxido de nitroquinolina
(4-NQO) em ratos Wistar, geralmente adicionado a agua de beber. Esta substancia
pode provocar CECs no palato, lingua, es6fago e estdmago, precedidos por aumento



31

no grau de displasia epitelial, constituindo um bom modelo para o estudo de lesdes
pré-malignas, no entanto, os carcinomas formados ndo s&o invasivos como os que
ocorrem em humanos (Revisado por Mognetti et al., 2006; Kim, 2009; Supsavhad et
al., 2016).

Uma vez que os canceres humanos resultam de um conjunto de alteractes
genéticas e epigenéticas, modelos experimentais mais sofisticados foram
desenvolvidos. Camundongos podem ser geneticamente manipulados para expressar
(Knockin) ou deixar de expressar (Knockout) genes especificos e desta forma
investigar seu papel na patogénese dos CECs de cabeca e pescoco (Revisado por
Supsavhad et al., 2016). O primeiro modelo transgénico para CEC oral e esofagico foi
desenvolvido pelo cruzamento de camundongos L2 ciclina D1 (L2D1+), gerados com
o promotor ED-L2 do virus Epstein-Barr (EBV), com camundongos knockout para p53
heterozigotos (p53 +/-). Considerando-se que os camundongos L2D1+ exibem o
fenétipo microscépico de displasia nos epitélios oral e esofagico, quando sao cruzados
com camundongos knockout para p53 geram como descendentes animais portadores
de CEC oral e esofagico com evidéncias histologicas de invasédo (Opitz et al., 2002;
Revisado por Mognetti et al., 2006). Os papéis dos produtos codificados pelos genes
EGFR, p53 e CDK4 na patogénese dos CECs de cabeca e pescogco foram
demonstrados neste modelo (Revisado por Supsavhad et al., 2016). Outros modelos
transgénicos de CECs orais ja foram descritos, como o que utiliza os promotores dos
genes que codificam as queratinas 5 ou 14 para elevar a expressédo do oncogene K-
rasG?b no epitélio oral de camundongos, mostrando a importancia de K-ras na
iniciacao tumoral (Revisado por Kim, 2009). Apesar destes modelos reproduzirem
algumas das caracteristicas dos CECs, apresentam como limitacées diferentes
microambientes tumorais e a presenca de mutacdes semelhantes em praticamente
todas as células dos animais, ao contrario dos tumores humanos nos quais estas
surgem apenas em algumas células e novas mutagdes vao surgindo e se acumulando
com o tempo. Por fim, outra limitacdo destes animais é que neles podem se
desenvolver simultaneamente mais de um tumor primario, diferentemente do
encontrado na doenga humana (Revisado por Mognetti et al., 2006).

O transplante de células neoplasicas ou de fragmentos tumorais para
camundongos imunossuprimidos é bastante utilizado para se estudar muitos tipos de
cancer. Para os CECs de cabeca e pescoco, esta metodologia comegou a ser aplicada
no inicio da década de 80 (Mognetti et al., 2006). Tais transplantes podem ser
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realizados de forma subcuténea ou ortotépica. Os enxertos subcutaneos possibilitam
um acompanhamento mais preciso do crescimento dos tumores, porém, sem invasao
local e com rara disseminacdo metastatica. Além disto, a resposta aos agentes
quimioterapicos obtidas nestes modelos ndo parece se refletir na dos pacientes, o que
torna o uso deste modelo limitado (Revisado por Supsavhad et al., 2016). Por sua vez,
0s modelos ortotopicos sao mais apropriados e reprodutiveis para estudar
mecanismos envolvidos na progressao tumoral e também potenciais terapias, pois
sao desenvolvidos nas regides e estruturas anatdmicas correspondentes as dos seres
humanos, favorecendo o crescimento das células transplantadas (Mognetti et al.,
2006; Revisado por Supsavhad et al., 2016).

A utilizacdo de linhagens celulares origindrias de neoplasias malignas
humanas é uma préatica muito comum no desenvolvimento de modelos animais. No
entanto, os mecanismos responsaveis pela tumorigénese podem ser alterados ou
mesmo perdidos durante as diversas passagens do cultivo que acarretam alteracoes
genéticas artificiais. Com linhagens celulares, falta ainda o estroma tumoral, de
importancia reconhecida para o crescimento dos tumores, e o ambiente imunolégico,
0 que pode explicar a limitada eficiéncia para testar medicamentos em ensaios pré-
clinicos, com resultados muitas vezes falso-positivos (Schultz et al., 2014).

2.4.1 Modelo de transplante xenografico de tumor derivado de pacientes
(Patient-derived tumor xenografts - PDTX)

Nos ultimos anos, varios estudos, tendo como base a heterogeneidade
celular encontrada nos tumores primarios e suas metastases, tém estabelecido
modelos PDTX para diversos tipos de canceres humanos, com o objetivo central de
se estabelecer modelos pré-clinicos que apresentem com maior fidelidade a
complexidade e heterogeneidade dos tumores humanos, reproduzindo a doenga de
cada paciente de forma individual (Rubio-Viqueira & Hidalgo, 2009; revisado por
Tentler et al., 2012). Este modelo consiste na implantacao, ortotépica ou nao, de
pequenos fragmentos de tumores humanos em camundongos imunossuprimidos, 0s
quais carregam consigo a diversidade celular e genética do tumor. O crescimento de
tumores na forma de xenoenxerto assegura que suas células serao expostas a niveis
de oxigénio, de nutrientes e de horménios fisiologicamente relevantes, o que pode
fornecer os substratos naturais para a aderéncia das células malignas (Willians et al.,
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2013). Analises citogenéticas realizadas em modelos PDTX mostram significativa
preservacao da arquitetura cromossomal das células neoplasicas, além de
manutengao das caracteristicas histopatoldégicas dos tumores de origem (Willians et
al., 2013).

Varios tipos de neoplasias malignas humanas ja apresentam modelos
PDTX bem estabelecidos, dentre eles, os tumores de pancreas, colén e reto, pulmao,
mama e prostata, além do melanoma (Revisado por Tentler et al., 2012). Nos tumores
colorretais ja existe sucesso no estabelecimento, manutengéo e estudos pré-clinicos
em modelos PDTX. No ano de 2004, Fichtner et al. estabeleceram 15 modelos PDTX
bem sucedidos em camundongos Balb/c nude, todos mantendo as caracteristicas
histopatoldgicas e a expressdo de marcadores moleculares como E-caderina, EpCAM
e CEA muito semelhantes aos tumores dos pacientes doadores. Este estudo
comparou ainda a eficacia do tratamento dos animais transplantados com 5-
fluoruoracil, oxaliplatina e irotecano e mostrou concordancia entre as respostas destes
ultimos com aquelas obtidas nos pacientes correspondentes. Por outro lado, nos
canceres horménio-dependentes, como 0os de mama e prostata, os primeiros modelos
PDTX tiveram sucesso limitado, o que melhorou com a suplementacao hormonal dos
camundongos (Revisado por Tentler et al., 2012).

Modelos PDTX com pacientes portadores de CECs de cabeca e pescoco
também ja foram descritos, com taxas de sucesso variando de 29% a 44% (Revisado
por Tentler et al., 2012). Seshadri et al. (2009) estabeleceram modelos PDTX a partir
de trés sitios primarios distintos: regido retromolar, lingua e laringe, que foram
transplantados subcutaneamente em camundongos imunossuprimidos. Estes
enxertos demonstraram caracteristicas histopatolégicas semelhantes aquelas dos
tumores de origem, porém os enxertos oriundos de CECs da regido retromolar e da
laringe apresentaram maior queratinizacdo do que os tumores doadores. Peng et al.
(2013) realizaram o enxerto de 30 CECs de cabeca e pescoco primarios nos flancos
de camundongos nudes (nu/nu) e, destes, apenas 17% puderam ser passados em
série. Neste mesmo estudo, os tumores também mantiveram as caracteristicas
histopatolégicas das massas tumorais de origem, com perda do estroma humano ap6s
os enxertos. Recentemente, Li et al. (2016) realizaram uma analise proteémica
comparando os CECs primérios e seus respectivos xenoenxertos e descreveram a

manutenc¢ao da expressao de proteinas nos tumores primarios e respectivos enxertos,
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apresentando diferencas significantes somente com relagdo aos componentes do
estroma.

Dentre os modelos animais, os PDTX fornecem, sem duvida, a maior
aproximacéao, de maneira reprodutivel, com as neoplasias humanas e refletem com
maior precisdao a complexa biologia destas. A mais importante caracteristica dos
modelos PDTX, em relagdo aos modelos de xenoenxerto realizados com linhagens
celulares, é a possibilidade, mesmo que ainda remota, de se prever a resposta clinica
do paciente frente as terapias disponiveis para cada caso em particular. Por fim, este
modelo pode favorecer o desenvolvimento de novas terapias que possam impactar
significativamente na sobrevida global dos pacientes com cancer (Willians et al., 2013;
Lee et al., 2014).
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da combinagdo do inibidor de FASN orlistat com o
quimioterapico paclitaxel sobre a linhagem celular metastatica de CEC oral LN-1 e
sobre 0 processo metastatico in vivo, utilizando o modelo ortotopico de CEC de lingua.
Estabelecer o modelo de xenoenxerto ortotépico de CECs orais derivados de
pacientes (PDTX).

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Identificar as concentragdes de orlistat e de paclitaxel necessarias para inibir o
crescimento celular em 50% (ICs0), na linhagem celular LN-1.

3.2.2 Analisar in vitro os efeitos dos tratamentos com orlistat, paclitaxel e a
combinacao destes sobre as taxas de apoptose, a progressédo do ciclo celular e a
capacidade migratéria das células LN-1.

3.2.3 Avaliar in vitro os efeitos dos tratamentos com orlistat, paclitaxel e a associagao
destes sobre os seguintes marcadores de EMT: Vimentina, N-Caderina, E-Caderina,

Beta-Catenina, Twist e Snail.

3.2.4 Avaliar e comparar os efeitos in vivo da terapia com orlistat combinado ao
paclitaxel sobre os tumores primarios e respectivas disseminacdes metastaticas para

linfonodos cervicais no modelo ortotépico de CEC de lingua.

3.2.5 Estabelecer e padronizar o modelo de xenoenxertos ortotopicos derivados de
pacientes portadores de CECs orais pelo transplante de fragmentos de tumores
primarios de pacientes do OROCENTRO da FOP-UNICAMP para camundongos
NOD/SCID.

3.2.5.1 Comparar as caracteristicas histopatol6gicas dos enxertos, o grau de
diferenciacdo dos tumores e o0s padrdes de marcacdo em reagdes
imunoistoquimicas para FASN, p21, Ki-67 e CD44 com os tumores dos
pacientes doadores.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacao do comité de ética

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as
normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos e animais sob
deliberacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — UNICAMP (protocolo n° 141/2014 - anexo1) e do Comité de Etica em
Experimentacao Animal da UNICAMP (protocolos n°4142-1 e 4018-1 - anexos 2 e 3)

4.2 Cultura de células

A linhagem celular metastatica de CEC oral humano utilizada nesta
pesquisa - SCC-9 ZsGreen LN-1 (LN-1) — foi novamente estabelecida a partir da
linhagem SCC-9 ZsGreen, proveniente da transfeccao da proteina verde fluorescente
ZsGreen em células SCC-9 adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC,
E.U.A.) (Agostini et al., 2014). Para isso, 1x108 células SCC-9 ZsGren ressuspendidas
em 10 L de solugao salina tamponada com fosfato pH 7,4 (phosphate buffered saline
- PBS) foram transplantadas nas patas dianteiras de dois camundongos atimicos,
BALBc/nude machos, com auxilio de uma seringa de 0,3 mL com agulha de 30G (BD
Ultra-Fine 1l), estes previamente anestesiados com injecdo subcutanea de ketamina
(100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). Ap6s 60 dias de transplante das células, os
camundongos foram sacrificados e os linfonodos axilares coletados, colocados em
placa de petri de 40 x 11 mm (NUNC, Dinamarca) contendo meio de cultura DMEM/F-
12 (Invitrogen, E.U.A.) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab,
Brasil), 400 ng/mL de hidrocortisona (succinato sédico de hidrocortisona, Eurofarma,
Brasil) e solucdo antibidtica e antimicética (Invitrogen, E.U.A.) na diluicdo de 1:100, e
analisados sob microscépio de fluorescéncia para a deteccdo de células SCC-9
ZsGreen metastaticas. Apoés isso, os linfonodos metastaticos foram lavados com PBS,
seccionados com lamina de bisturi e colocados em cultura em frascos plasticos de 25
cm? contendo 0,5 mL de meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com 10% de SFB,
este, trocado a cada 2 dias. Trinta dias apds o plaqueamento, os fragmentos do tecido
foram removidos e as células passadas para frascos plasticos de 25 cm?
estabelecendo-se assim a nova linhagem celular denominada SCC-9 ZsGreen LN-1
(LN-1) (Figura 3).
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Figura 3 - Isolamento da linhagem celular LN-1. Em A, tumor induzido pela implantacdo de células
SCC-9 ZsGreen na pata dianteira de camundongo BALB/c nude. B representa um linfonodo axilar
metastatico invadido pelas células SCC-9 ZsGreen, os quais foram colocados em cultura, pela técnica
do explante, a partir do qual as células LN-1 foram isoladas (C e D).

Nesta pesquisa, as células SCC-9 ZsGreen e LN-1 foram cultivadas em
frascos plasticos de 75 cm? (Corning, E.U.A.) em meio de cultura DMEM/F-12
suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C em atmosfera contendo 5% de
CO2 e 95% de umidade, e, ao atingirem uma confluéncia de aproximadamente 70%,
0 meio de cultura foi removido, as células lavadas com 10 mL de PBS e incubadas a
37°C com 500 pL ou 2 mL de tripsina (Invitrogen, E.U.A.), para frascos de 25 cm? e
75 cm? respectivamente. Apds o desprendimento total das células do assoalho do
frasco, a acéo da tripsina foi inativada pela adigdo de 5 mL (para frascos de 25 cm?) e
10 mL (para frascos de 75 cm?) de meio de cultura DMEM/F-12 com 10% SFB. As
suspensoes de células foram entdo transferidas para tubos plasticos estéreis de 15
mL e estes centrifugados a 800 xg durante 3 minutos, apds isso os sobrenadantes
foram descartados, os pellets de células ressuspendidos em 5 mL de meio de cultura
DMEM/F-12 com 10% de SFB e 10 uL destas suspensdes utilizados para contagem
das células em contador automético Countess® Cell Counter (Invitrogen, E.U.A.) para
a realizacao dos experimentos.

Em todos os procedimentos de cultivo celular foram tomados os devidos

cuidados para manutengdo da esterilidade e para prevenir contaminagées com outras
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linhagens utilizadas em nosso laboratério. As células foram periodicamente testadas
para verificar contaminagdo por mycoplasma, por meio de reagdes em cadeia da
polimerase (Polymerase chain reaction - PCR). Com o intuito de trabalhar com células
apresentando caracteristicas morfologicas semelhantes e também evitar o acumulo
de alteracbes genéticas, as linhagens celulares foram subcultivadas neste trabalho
por no maximo dez passagens e entdo descartadas.

4.3 Preparo das solucoes de orlistat e de paclitaxel

Para os experimentos em cultura de células, o composto ativo do orlistat
(Orlistate®, Neoquimica, Brasil) foi extraido de acordo com Knowles et al. (2004),
dissolvendo-se o conteudo de uma capsula em 1 mL de etanol absoluto (Merck,
Alemanha), seguido de agitacdo a cada 10 minutos, por um periodo de 30 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, a solucao foi centrifugada a 12.000 xg por 5 minutos
a 4°C e o sobrenadante coletado e filtrado. Foram feitas aliquotas e estas foram
mantidas a - 80°C até o momento da realizagdo dos experimentos. Para os
experimentos in vivo, foram utilizadas solugcdes de orlistat preparadas de acordo com
Kridel et al. (2004), para as quais o conteudo de cada capsula foi solubilizado em 1
mL de etanol a 33% (diluido em PBS) durante 30 minutos e agitados a cada 10
minutos, 0 que foi seguido de 5 minutos de centrifugacdo a 12.000 xg a 4°C e os
sobrenadantes coletados, filtrados e armazenados a -80°C. O quimioterapico
paclitaxel (Ontax®, 150mg), adquirido na forma de solugao injetavel em frasco-ampola,
foi diluido em PBS antes do uso.

4.4 Ensaio de viabilidade celular por MTT e calculo da ICso e do indice de

combinacao

A viabilidade das células apds o tratamento com orlistat e paclitaxel foi
determinada utilizando-se o kit de proliferacao celular MTT (Cell Titer 96® Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay — Promega). O experimento com MTT (3 - (4,5-
dimetil-2-yl) -2,5 difeniltertrazolim brometo) baseia-se na clivagem do sal tetrazdlio,
que apresenta coloracdo amarela, para cristais azuis de formazan por células
metabolicamente ativas. Assim, 8 x 102 células ressuspendidas em 100 pyL de meio
suplementado com 10% de SFB foram semeadas em placas de 96 pogos (Corning,
E.U.A.). Apds 24 horas, o meio de cultura foi trocado por meio fresco contendo
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concentracdes crescentes de cada droga. Passadas 48 horas de tratamento, foram
adicionados 15 pL da solugdo corante em cada poc¢o e as células incubadas a 37°C
por mais 4 horas. Apés este periodo, 100 pL da solugéo de parada foram adicionados
e as ceélulas incubadas por 2 horas. A suspensao foi entdo homogeneizada, com
auxilio de uma micropipeta multicanal, e as absorbancias mensuradas em leitor de
placa de 96 pocos (BioRad, Hercules, CA, E.U.A) ajustado para 570 nm. A viabilidade
celular foi expressa em porcentagem em relagdo aos controles.

As andlises dose-efeito foram realizadas a partir do célculo da fragao de
efeito (Fe) de cada droga nas diferentes concentracées, através da equacéao: Fe = 1—
(absorbéancia das células tratadas / absorbancia das células controle). Assim, o valor
da ICso (metade da concentragdo inibitéria) foi calculado para a realizagcdo dos
experimentos in vitro. O efeito da combinacao de diferentes drogas, principalmente as
antineoplasicas, pode ser estimado pelo indice de combinagédo (Combination index-
Cl) método desenvolvido por Chou e Talalay (1984), onde o valor de Cl<1 indica
sinergismo, valor de Cl>1 indica antagonismo e valor igual a 1 indica efeito aditivo. O
ICs0 € o Cl foram calculados com auxilio do software CompuSyn (Chou & Martin,
2005).

4.5 Avaliacao das taxas de morte celular por apoptose e necrose

A deteccao das células em apoptose e necrose foi realizada por citometria
de fluxo, através da marcagéo com Anexina V-PE (BD Pharmingen™, E.U.A.) e 7AA-
D — PerCP (BD Pharmingen™, E.U.A.), respectivamente. Para isto, 3,5 x 10° células
LN-1 foram semeadas em 5 mL de meio DMEM/F-12 com 10% de SFB em frascos de
25 cm?2. Apds 24 horas, o meio de cultura foi removido e trocado por meio fresco,
suplementado com 2 % e 10 % de SFB, contendo as drogas orlistat, paclitaxel e orlistat
associado ao paclitaxel, todas nas concentracdes de seus respectivos ICso, além do
controle (etanol + PBS) e incubadas por 48 horas. Apds as incubacgdes, as células
foram lavadas com PBS, tripsinizadas e incubadas com 0,2 ug/pl de Anexina V-PE e
7AA-D—-PerCP em tampao de ligagdo contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4), 150 mM
de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgClze 1,8 mM de CaClz por 20 minutos protegidos
da luz e a temperatura ambiente. A aquisicdo das amostras foi realizada em citdmetro

de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) em canal FL2 e FL3 e as analises realizadas
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com o auxilio do programa CellQuest (Becton Dickinson). Foram analisados 10.000

eventos para cada uma das condi¢ces experimentais.

4.6 Analise do ciclo celular

A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi determinada
apds marcacao do conteudo total de DNA com iodeto de propideo. Foram semeadas
3,5 x 10 células em 5 mL de meio de cultura suplementado com 10% de SFB em
frascos de 25 cm? e apds 24 horas o meio de cultura foi trocado por meio fresco sem
SFB, a fim de se promover a sincronizagdo dos ciclos celulares em cada cultura
analisada. Passadas mais 24 horas, o meio de cultura foi trocado por meio fresco
suplementado com 10% de SFB contendo orlistat, paclitaxel e a associagéo destes
em seus respectivos ICso. Apds 36 horas, as células foram lavadas com 5 mL de PBS,
tripsinizadas, ressuspendidas em etanol 70% gelado e mantidas por 24 horas a - 20°C.
Em seguida, as células foram centrifugadas a 800 xg durante 3 minutos, o
sobrenadante descartado e estas tratadas com 10 ug/ mL de RNAse (Sigma) em PBS
a 37°C por 1 hora. Apos coloragdo com 50 ug / mL de iodeto de propideo a 4°C, no
escuro por 2 horas, as células foram analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur
(BD Biosciences) no canal FL2. A porcentagem de células em cada fase do ciclo
celular foi obtida através do programa ModFit LTTM (Verity Software House, E.U.A.).

4.7 Migracao celular

O potencial migratério das células LN-1 foi avaliado através do ensaio de
migragao em monocamada, utilizando o método “scratch’, baseado na criagao de uma
interrupcdo na continuidade da monocamada celular (“ferida”), como descrito por
Liang et al. (2007). Para isso, 2,4 x 10° células ressuspendidas em 500 pL de meio
suplementado com 5% SFB foram semeadas em placas de 24 pogos e mantidas por
24 horas, até formarem uma monocamada confluente. Em seguida, a “ferida” foi
confeccionada com auxilio de uma ponteira estéril de 200 yL (Figura 4), as culturas
lavadas 3 vezes com PBS para a remoc¢ao dos debris celulares e novo meio de cultura
suplementado com 2% de SFB, contendo orlistat, paclitaxel, a associacdo destes e o
controle, adicionados as células para nova incubagao de 24 horas.
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Figura 4- Esquema representativo do ensaio de migragao pelo método “scratch’. Uma area de
descontinuidade é confeccionada em uma monocamada confluente, dentro da qual posteriormente é
avaliado o potencial migratério das culturas celulares.

Modificado a partir de Hulkwoer & Herber, 2011.

Foram realizadas fotomicrografias em microscépio de contraste de fase nos
tempos 0 e 24 horas e a contagem das células presentes no interior das areas das

respectivas “feridas” feitas com o auxilio do software ImageJ.

4.8 Analise dos marcadores da transicao epitélio mesenquimal (epithelial-
mesenchymal transition — EMT) por western blotting

Para anadlise proteica em western blottings, os pellets das células tratadas
por 48 horas com as drogas estudadas foram obtidos através da raspagem dos
frascos de cultura com cell lifters descartaveis (Costar, E.U.A.). As proteinas foram
extraidas em aproximadamente 100 pL de tampao de lise (10 % de sacarose, 1 % de
Triton X-100, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 137 mM de NaCL, 10% de glicerol, 2 mM
de EDTA e 1 mM de NaF) suplementado com inibidores de protease (Complete Mini
Cocktail, Roche Diagnostics — Mannheim, Alemanha). Os pellets foram dissociados
por pipetagem e os homogenatos resultantes mantidos no gelo por 30 minutos, sendo
agitados a cada 10 minutos. Passado esse tempo, as amostras foram centrifugadas a
12.000 xg por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados e armazenados a -
80°C até o momento do uso. As concentracdes de proteinas totais foram estimadas
pelo método de Bradford (Sigma-Aldrich, E.U.A) com comprimento de onda de 595
nm em espectofotdmetro Spectronic Genesys 2.

Quantidades relativamente iguais de proteina de cada extrato obtido foram
misturadas com tampao de amostra redutor concentrado quatro vezes (8% de SDS,
0,25 M de Tris-HCI (pH 6,8), 30 % de glicerol e 0,2% de azul de bromofenol) contendo
20 % do volume total de Ditiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, E.U.A), aquecidas por 5
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minutos a 100°C (Thermoblock, Labnet, E.U.A.), separadas eletroforeticamente em
géis de poliacrilamida-SDS a 8% ou 12% e entdo transferidas para membranas de
nitrocelulose (Hybond, GE Healthcare, E.U.A.). Estas membranas foram bloqueadas
por 18 horas a 4°C em solucao de leite em p6 desnatado a 5% (Nestlé, Brasil)
dissolvido em tampéao contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM de NaCl e 1%
de Tween 20 (TBST) e incubadas com os anticorpos primarios (Tabela 1) diluidos em
TBST com 5% de leite em p6 desnatado, por 2 horas a temperatura ambiente e sob
agitagcao constante. Apds 3 lavagens consecutivas com TBST, as membranas foram
incubadas com os respectivos anticorpos secundarios (anti-mouse, conjungado com
APC cy7- ABCAM, na diluicao de 1:1000 e anti-rabbit, conjugado com Alexa fluor 790-
ABCAM, na diluicao de 1:10.000) e apdés uma nova série de lavagens com TBST, os
resultados foram documentados com o auxilio do equipamento Alliance 4.7 (Uvitec,
Cambridge, Inglaterra) e do software Alliance 16.06. Todas as bandas tiveram seus
valores normalizados pelo valor da leitura das bandas de B-actina, utilizada como

controle de loading.

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados para reagbes de western blotting.

ANTICORPO CLONE MARCA DILUICAO
FASN 23 BD Biosciences 1:1.000
E-caderina 24E10 Cell signaling 1:1.000
N-caderina 32/N-Cadherin BD Biosciences 1:1.000
Vimentina V9 Sigma-Aldrich 1:500
B-catenina 14/Beta-Catenin BD Biosciences 1:1.000
Twist H-81 Santa Cruz 1:200
Snalil H-130 Santa Cruz 1:200
B-actina AC-15 Sigma-Aldrich 1:30.000

4.9 Estudo da formacao de tumores primarios e metastases regionais em
modelo ortotopico murino de CEC de lingua

O transplante ortotopico das células LN-1 foi realizado em 64 camundongos
atimicos BALBc/nude machos, com idade entre 6 e 8 semanas obtidos junto ao Centro
de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
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ApGs anestesia com injecdes intramusculares de ketamina (100 mg / Kg) e
xilazina (10 mg / Kg), 1 x 10° células LN-1 ressuspendidas em 20 uL de PBS foram
transplantadas, com o auxilio de uma seringa de 0,3 mL com agulha 30 G (BD Ultra-
Fine Il), na borda lateral do lado direito da lingua de cada camundongo. Passadas 24
horas dos transplantes, iniciaram-se os tratamentos que totalizaram 14 dias. Os
animais foram divididos em 4 grupos: Controle, Orlistat, Paclitaxel e Orlistat +
Paclitaxel, cada um deles com 8 animais. Os grupos controles receberam injecdes
intraperitoneais diarias de etanol a 33% em PBS e os grupos Orlistat receberam
injecOes de orlistat pela mesma via (240 mg/Kg/dia), ambos por 14 dias ininterruptos.
A dose de paclitaxel utilizada neste estudo foi determinada previamente por nosso
grupo de pesquisa, por meio do ensaio de dose maxima tolerada (Almeida, L.Y; 2015).
Assim, os grupos Paclitaxel receberam injecdes intraperitoneais de paclitaxel diluido
em PBS (30 mg/Kg/dia), apenas nos quintos e nos décimos dias de tratamento,
totalizando dois ciclos quimioterapicos. Os grupos Orlistat + Paclitaxel receberam 14
dias de injegcdes de orlistat (240 mg/Kg/dia) e nos quintos e décimos dias de paclitaxel,
como descrito acima. Quando os experimentos chegaram ao décimo quinto dia de
duragao, os animais foram sacrificados através da inalagdo de CO2 e os tumores
primarios e linfonodos coletados. As linguas foram todas observadas em camara com
iluminacao ultravioleta e documentadas com o auxilio do equipamento Alliance 4.7
(Uvitec, Cambridge, Inglaterra) e os linfonodos foram observados e fotografados em
microscépio de epifluorescéncia (Nikon, Eclipse Ti - Japan) e posteriormente fixados
em formol 10%. Os volumes dos tumores foram calculados pela formula: V = 0,5 x
comprimento x largura? e expressos em cm?3. O experimento foi realizado duas vezes

de maneira independente.

4.10 Estabelecimento do modelo de enxertos xenograficos derivados de
pacientes (patient-derived tumor xenografts — PDTX) portadores de CECs orais

Visando aproximar o modelo ortotdpico de CEC de lingua, descrito acima,
da realidade clinica dos pacientes portadores desta neoplasia, iniciamos, durante a
parte experimental da presente tese, a padronizagdo dos modelos PDTX derivados
de pacientes com CECs orais. Para este fim, pequenos fragmentos de CECs orais
foram obtidos no momento da bidpsia de pacientes atendidos no OROCENTRO da
FOP-UNICAMP. Uma parte do material foi mantida em nitrogénio liquido para
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posteriores estudos de expressao génica e proteica e o restante foi seccionado em
pequenos pedagos de formato regular, com aproximadamente 2 mm3, os quais foram
lavados com meio de cultura contendo solucdo antibidtica e antimicética na diluigcao
de 1:50. Como receptores, 3 camundongos NOD.CB17-Prkdcscid/JUnib machos, com
6 a 10 semanas, adquiridos do CEMIB/UNICAMP, foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de ketamina (100mg/Kg) e xilazina (10mg/kg) e cada fragmento de
tumor acomodado em leitos cirurgicos preparados com lamina de bisturi na regiao
dorso-lateral da lingua, o que foi seguido de sutura com fio Vycril 6.0, Ethicon (Figura
5). Os animais foram acompanhados durante as semanas subsequentes, tendo o
aspecto geral, peso corporal e a taxa de crescimento dos enxertos avaliados
quinzenalmente. O momento do sacrificio (através de inalagdo de COg2) foi
determinado pelo volume dos tumores primarios e/ou peso corporal (perda de 20% do
peso inicial). Apds o sacrificio, as linguas foram coletadas, assim como os linfonodos
das cadeias cervicais, pulmdes, figados e rins, e fixados em formol a 10%. Todos os
tecidos foram incluidos em parafina e os cortes obtidos utilizados para coloragdo com
H&E e reagdes imunoistoquimicas. As caracteristicas histopatolégicas dos
transplantes e os padrdes de positividade observados nas rea¢des imunoistoquimicas
foram comparados com aqueles observados nos tumores primarios originais de cada

doador.
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Figura 5 — Esquema do protocolo de trabalho realizado para a padronizagao do modelo PDTX com

amostras derivadas de CECs orais de pacientes do OROCENTRO da FOP-UNICAMP.
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4.10.1 Reacoes imunoistoquimicas

As reagbes de imunoistoquimica foram realizadas no Laborat6rio de
Imunoistoquimica da Area de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP, com o auxilio da
doutoranda Celeste Sanchez Romero. Para isto, cortes de 3 um foram colocados
sobre laminas tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano  (Sigma, E.U.A.),
desparafinizados, hidratados e lavados em agua corrente. A recuperagao antigénica
foi feita utilizando-se acido citrico na concentracdao de 10 mM (pH 6,0) em panela de
pressao. Apos resfriamento por 20 minutos em temperatura ambiente foi feita uma
lavagem em agua corrente. Posteriormente, a peroxidase enddgena foi bloqueada
com H202 (10 volumes) em 5 trocas de 5 minutos cada, seguido de lavagem em agua
corrente, agua destilada e finalmente imersdao em PBS. Foram feitas incubag¢des com
anticorpos primarios por 16 horas a 4°C em camara umida, estes anticorpos foram
previamente diluidos em diluente de anticorpo (Antibody Diluent, Background
Reducing, Dako) (Tabela 2). Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com PBS,
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sendo estas de 1 minuto cada, subsequentemente foram realizadas as incubacdes
com os anticorpos secundarios biotinilados (Anti-rabbit e anti-mouse, LSAB2 Kits,
Universal, HRP) por 30 minutos a 37°C. As reac¢des foram evidenciadas com solugcéao
de tetracloreto de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) a 0,06% (Sigma, E.U.A.) em PBS
contendo H202 e dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, E.U.A.) a 37°C por 5 minutos
seguida de uma lavagem em agua corrente por mais 5 minutos. Por fim, os cortes
foram contra-corados com hematoxilina de Carazzi por 3 minutos e apés a eliminacao
dos excessos de corante, foi realizada desidratagdo, diafanizagdo e montagem com

Balsamo do Canada (Corporation, E.U.A.).

Tabela 2: Anticorpos primarios utilizados para reagdes de imunoistoquimica.

ANTICORPO CLONE MARCA DILUICAO
FASN 23 BD Biosciences 1:200
Ki67 MIB-1 Dako 1:100
CD44 DF1485 Dako 1:75
p21 C-19 Santa Cruz 1:150

4.11 Analise estatistica

Os resultados foram realizados através da analise de variancia One-Way
com as comparacdes multiplas de Bonferroni ou com o teste de comparacdes
multiplas de Dunnet. Foi ainda utilizado test t de Student pareado. O nivel de
significancia estabelecido foi de 5% (p < 0,05). Todos os dados foram analisados com

auxilio do programa GraphPad Prism, verséo 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do orlistat, paclitaxel e da combinacao destes sobre a viabilidade das
células LN-1 e calculo do ICso

Os efeitos do orlistat, paclitaxel e da combinagdo destas drogas sobre a
viabilidade das células LN-1 foram avaliados apds 48 horas de tratamento pelo ensaio
MTT. O tempo experimental de 48 horas e as concentracdes de orlistat aqui utilizadas
foram estabelecidos com base em estudo prévio realizado em nosso laboratorio
(Agostini et al., 2014). As concentragbes de paclitaxel foram escolhidas pela andlise
de dados existentes na literatura (Takahashi et al., 2002; Huang et al., 2004; Zoli et
al., 2005).

Nestes ensaios, pbde-se verificar uma redugcédo da viabilidade celular de
forma dose-dependente, em relagcdo aos controles, tanto nas células que foram

expostas ao orlistat quanto ao paclitaxel (Graficos 1 e 2).

Grafico 1 - O tratamento com orlistat reduziu a viabilidade das células LN-1 de forma dose-dependente.
As células LN-1 foram incubadas com doses crescentes de orlistat por um periodo de 48 horas, quando
a viabilidade celular foi determinada pelo método MTT. O gréfico representa a média de 3 experimentos
independentes. ORL: Orlistat; ** P<0,005, ***P<0,001. Teste de Dunnet.
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Grafico 2 - O tratamento com paclitaxel reduziu a viabilidade das células LN-1 de maneira dose-
dependente. As células LN-1 foram tratadas com doses crescentes de paclitaxel por um periodo de 48
horas e a seguir a viabilidade estimada com o método MTT. O gréfico representa a média obtida a partir
de 3 experimentos independentes. PTX: Paclitaxel; * P<0,05; *** P<0,001. Teste de Dunnet.
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Os valores obtidos a partir das analises colorimétricas descritas acima
foram analisados com auxilio do software CompuSyn, especificamente desenhado
para o estudo de intera¢des entre drogas (Chou, 2010), a partir dos calculos das ICso,
que correspondem as concentragdes nas quais os compostos estudados sdo capazes
de causar uma reducao de 50% na quantidade de células, aqui inferidas pelo grau de
atividade mitocondrial com MTT. Estes estudos revelaram os valores de ICso de 278
UM para o orlistat e de 0,01 uM para o paclitaxel (Graficos 3 e 4), concentracoes estas
que foram utilizadas para os tratamentos posteriores em todos os experimentos in

vitro.
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Grafico 3 - Calculo do ICso. O célculo dos efeito das concentragdes de orlistat em grafico gerado pelo
software CompuSyn, destacando a ICso de 278 pM. Representagdo dos mesmos 3 experimentos
mostrados no Gréfico 1.
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Grafico 4 - Calculo da ICso do quimioterapico paclitaxel, em grafico gerado pelo software CompuSyn,
destacando a ICso de 0,01 pM. Representacdo dos mesmos 3 experimentos exibidos no Grafico 2.
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5.2 Analise do indice de combinacao do orlistat com o quimioterapico paclitaxel

A quimioterapia combinada é uma das estratégias para o tratamento do
céancer, pois pode potencializar a resposta antitumoral. O efeito da combinacao de
diferentes drogas, principalmente as antineoplasicas, pode ser estimado pelo calculo
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do chamado indice de combinacao (Combination Index - Cl) (Chou e Talalay, 1984).
Com este célculo, temos que Cl<1 sugere efeito sinérgico, Cl=1 aponta efeito aditivo
e CI>1 efeito antag6nico. No sinergismo tem-se a potencializagdo dos efeitos de cada
droga, sendo o efeito resultante maior do que os seus efeitos individuais. O
antagonismo caracteriza-se por efeito oposto ao esperado, no qual o efeito individual
das drogas estudadas é maior do que aqueles da combinacao e, por fim, efeito aditivo
€ aquele no qual efeito combinatério é apenas igual aos efeitos individuais de cada
composto.

Assim, apds a determinacdo da ICso de cada droga, nosso préximo passo
foi avaliar o efeito da combinacao de orlistat com paclitaxel por meio do céalculo do ClI.
Para isto, as células LN-1 foram expostas, por periodos de 48 horas, a concentracdes
crescentes das drogas isoladas e associadas, em diferentes concentragbes (Tabela
3).

Tabela 3: Concentragdes utilizadas para determinagao do Cl entre orlistat e paclitaxel.

Droga Orlistat Paclitaxel Combinacao
75 0,25 75+ 0,25
150 0,50 150 + 0,5
Concentracao
300 1 300 + 1
(HM)
600 2 600 + 2
1200 4 1200 + 4

Os resultados dos ensaios colorimétricos com MTT realizados nas células
LN-1 tratadas com as combinacgdes descritas na Tabela 1 foram inseridos no software
CompuSyn, que apontou significativo efeito sinérgico para a combinagéo de orlistat
com paclitaxel, Cl com valor de 0,31, pois quanto menor o valor do Cl obtido maior o

sinergismo esperado (Grafico 5).
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Grafico 5 - Representagdo grafica da curva indice de combinagao/fragcdo de efeito, gerada pelo
software Compusyn, da associacao entre orlistat com paclitaxel na linhagem celular LN-1. Observa-se
valores de Cl inferiores a 1 (Cl=0,31), caracterizando um nitido efeito sinérgico.
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5.3 Efeitos dos tratamentos com orlistat, paclitaxel e com a combinacao destes
compostos sobre as taxas de apoptose e necrose nas células LN-1

As taxas de morte celular por apoptose e necrose foram avaliadas por meio
de citometria de fluxo com marcacao por anexina V-PE e 7AAD-PerCP. Nas células
em inicio de morte apoptotica, as membranas celulares permanecem impermeaveis,
porém, a fosfatidilserina da superficie interna da bicamada lipidica é translocada para
a superficie externa, permitindo a ligacao da anexina V. O 7-AAD, por sua vez, é um
corante nuclear que se intercala ao DNA desde que as membranas ja estejam
permeaveis, marcando células em processo de necrose ou estagios bastante
avancados de apoptose, caracterizadas pela formacdo dos corpos apoptoéticos
(Zembruski et al., 2011).

A combinacdo de orlistat com paclitaxel foi capaz de aumentar
significativamente as taxas de apoptose (11,22%) em comparacao as células controle
(0,64%) e ao orlistat (5,26%) ou paclitaxel (3,96%) sozinhos. Taxas mais baixas de
necrose foram detectadas, correspondendo a 3% na combinacdo de orlistat e
paclitaxel, 2,42% na presenca de orlistat, 1,62% com paclitaxel e 0,27% nas células
controle (Graficos 6 e 7). Avaliamos também, nestes experimentos, as populacdes
duplamente marcadas, positivas tanto para anexina V como para 7-AAD,
consideradas como em estagio de apoptose tardia. Similarmente ao que observamos
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com a apoptose inicial, porcentagens mais altas de dupla marcacao foram detecdadas
nas células tratadas com a combinacao de orlistat com paclitaxel (15,6%) e com
orlistat (12,34%). Paclitaxel sozinho provocou apoptose em 8,77% das células e as
células controle exibiram apenas 1,66% de dupla positividade (Grafico 8).

Grafico 6 - Analise das células em estagio inicial de apoptose (células marcadas somente com anexina
V_PE) apés periodos de 48 horas de tratamento com orlistat (ORL) e paclitaxel (PTX) sozinhos e com
a combinacdo de orlistat e paclitaxel (ORL+PTX). Pode-se observar significativo aumento das
porcentagens de células em processo de apoptose apés o tratamento com ORL+PTX com relagdo aos
demais tratamentos e as células controle. O grafico representa a média de 3 experimentos
independentes. ** P<0,005; *** P<0,001. Teste de Bonferroni.
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Grafico 7 - Analise das células em processo de morte por necrose apés 48 horas de tratamento com
orlistat (ORL) e paclitaxel (PTX) sozinhos e com a combinagdo destes compostos (ORL+PTX).
Observa-se que as taxas de necrose foram mais baixas do que de apoptose, entretanto, todas elas
superiores as encontradas nas células controle. Importante salientar aqui que ndo houve diferenga
estatisticamente significante entre o tratamento com ORL e ORL+PTX. Este gréfico representa a média
de 3 experimentos independentes. * P<0,05; ** P< 0,005; *** P<0,001. Teste de Bonferroni,
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Grafico 8 - Analise das células em apoptose considerada tardia, apés 48 horas de tratamento com
orlistat (ORL) e paclitaxel (PTX) sozinhos e com a combinagao destes (ORL+PTX). Pode-se observar
aumento das células em apoptose tardia em resposta a ORL e ORL+PTX quando comparados aos
demais tratamentos, produzindo um perfil relativamente semelhante ao encontrado para apoptose
inicial (Grafico 6). O grafico representa a média de 3 experimentos independentes. * P<0,05; **
P<0,005; *** P<0,001. Teste de Bonferroni.
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5.4 Avaliacao dos efeitos do orlistat, paclitaxel e da combinacao destas drogas
sobre a progressao do ciclo celular na linhagem LN-1

Como as taxas de apoptose foram avaliadas sempre apés 48 horas de
tratamento (item 5.3 deste capitulo), optamos por realizar as andlises de progresséo
do ciclo celular em periodo mais curto de tempo (36 horas). Quando comparado as
células controle, o tratamento isolado com orlistat resultou em aumento do nimero de
células nas fases G0/G1 (67,9%, p<0,001) e reducéao das células na fase S (p<0,001).
e na fase G2 nao foram observadas alteracdes significativas (p=0,3).Por outro lado, a
exposicao das células LN-1 ao paclitaxel promoveu um acumulo de 46,4% destas em
G2/M (p<0,001), ficando 25,7% na fase S (p<0,005) e 27,8% em G0/G1 (p<0,001). Ao
analisarmos a combinagcdo de orlistat com paclitaxel, nos deparamos com uma
evidente potencializacao dos efeitos do paclitaxel, com acumulo de 72,8% das células
em G2/M (p<0,001), além de reducao consideravel da quantidade de células na fase
S (apenas 3,1%), quando em comparacao ao paclitaxel isolado (25,7%) (p<0,001).
Por fim, verificou-se também discreta reducdo da populacado em GO/G1 na
combinacao (p=0,05), em comparacdo ao tratamento com paclitaxel isoladamente
(Grafico 9).

Grafico 9 - Distribuicao das células LN-1 entre as fases do ciclo celular ap6s 36 horas de tratamento
com orlistat (ORL) e paclitaxel (PTX) sozinhos e com a combinacdo destas drogas (ORL+PTX). O
grafico representa a média obtida de 3 experimentos realizados de maneira independente.
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5.5 Efeitos do orlistat e paclitaxel isoladamente e da combinacao destes
compostos sobre a capacidade migratéria das células LN-1

Tendo-se em vista que a linhagem celular LN-1 é altamente metastatica em
experimentos in vivo com camundongos imunossuprimidos (Agostini et al., 2014),
nosso proximo objetivo foi avaliar os efeitos do orlistat e paclitaxel isolados e da
combinacao destas drogas sobre o seu potencial migratério. A Figura 6 e o Grafico
10 mostram que os tratamentos aqui estudados foram capazes de reduzir a migragéao
das células em relagédo ao inicio do experimento (Oh). Apds 24 horas, foi possivel
observar a grande capacidade migratoria das células LN-1 na condi¢cao controle, na
qual praticamente todo o espago criado na “ferida” foi prontamente ocupado. A
exposicao ao orlistat sozinho inibiu em aproximadamente 50% a migracao das células
LN-1 (p<0,001), em comparagdo com as células controle, o que ficou ainda mais
evidente com paclitaxel (p<0,001) e também com a associagéo das drogas (p<0,001).
Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes quando
comparado o tratamento com orlistat ao tratamento com paclitaxel (p=0,2) e ao
tratamento com a combinagao (p=0,1), assim como nao observou-se diferenca no

tratamento com paclitaxel comparado a combinagéo (p>0,99).
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Figura 6 - Efeitos do tratamento com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX)e com a combinagdo destes
compostos (ORL+PTX) sobre o potencial migratério das células LN-1 em culturas com 2% de SFB.
Observa-se aqui imagens representativas do ensaio de migragdo em monocamada nos tempos Oh e
24h, mostrando inibicdo da migragdo em todas as condigbes testadas (microscopia de contraste de

fase, aumento original de 100x).
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Grafico 10 — Representacgao grafica dos efeitos do orlistat (ORL), do paclitaxel (PTX) e da combinagao
destas drogas (ORL+PTX) sobre o potencial migratério das células LN-1, durante o periodo de 24
horas, obtida a partir da contagem do ndmero de células presentes na “ferida”. Nota-se reducao
significativa do ndmero de células na area da “ferida” apds o tratamento com com ORL, PTX e
ORL+PTX. No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes quando
comparamos os tratamentos entre si. Os dados representam as médias de dois experimentos
independentes realizados em ftriplicata. ***P<0,001. Teste de Bonferroni.
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5.6 Influéncia do tratamento com orlistat, paclitaxel e da combinacao destas
drogas sobre a producao de marcadores de transicao epitélio-mesenquimal
(EMT) pelas células LN-1

A EMT é hoje considerada como um processo fundamental para a
progressdo das neoplasias malignas, pois proporciona as suas células a habilidade
de se afastar da massa do tumor primario, invadir o estroma e migrar para tecidos
adjacentes ou distantes (Nguyen et al., 2012). Um dos objetivos do presente trabalho
foi verificar, por meio de reacdes de western blotting, se orlistat, paclitaxel e a
combinacao destes poderiam modificar a produgdo de marcadores de EMT. Nesta
parte do nosso estudo, comecamos avaliando a producao da propria FASN, alvo
molecular do orlistat, e detectamos um aumento da quantidade desta enzima nas
células LN-1 tratadas com orlistat, paclitaxel e também com a combinacdo destas
drogas. No entanto, diferenga do ponto de vista estatistico sé foi encontrada com a

ultima condicao, em relagao ao controle (Figura 7).



58

Figura 7 - Producdo de FASN por células LN-1 expostas ao orlistat (ORL), ao paclitaxel (PTX) e a
combinagao destas drogas (ORL+PTX). Em A, imagem representativa de um dos experimentos de
western blotting realizados. Em B, o grafico mostra a analise densitométrica das bandas obtidas, que
evidenciou aumento significativo na quantidade de FASN nas células tratadas com ORL+PTX, em
relacdo ao controle. Estao representados dados de 3 experimentos independentes (*p<0.05). Teste de
Bonferroni.
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Uma das alteracdes mais significativas da EMT é o “cadherin switching”, ou
seja, a perda da expressdo de E-caderina concomitantemente ao aumento de N-
caderina, o que ja foi previamente descrito em nossa linhagem celular metastatica LN-
1. Uma observacao interessante do presente trabalho foi que, em comparagéo ao
controle, tanto o orlistat (p=0,04) como a combinagcdo de orlistat com paclitaxel
(p=0,01) foram capazes de aumentar a quantidade de E-caderina nos extratos
proteicos das células LN-1 (Figura 8). A combinagdo também provocou aumento
significativo de E-caderina quando comparada ao paclitaxel (p=0,02) usado de forma
isolada (Figura 8). Por outro lado, N-caderina foi detectada em quantidades menores
nas células LN-1 expostas tanto ao orlistat (p=0,006) quanto a combinacéao de orlistat
com paclitaxel (p=0,006), em relacado ao controle (Figura 9). Em comparacdo com as
células tratadas com paclitaxel, que praticamente ndo modificou a producado de N-
caderina, orlistat (p=0,02) e a combinagdo (p=0,03) também reduziram
significativamente quantidade desta proteina (Figura 9).
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Figura 8 — Quantidade da proteina E-caderina nos extratos proteicos obtidos das células LN-1 tratadas
com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) e com a combinacao destes compostos (ORL+PTX). Em A observa-
se a imagem representativa de um dos ensaios western blotting realizados. Em B, a andlise
densitométrica das bandas obtidas, revelando que tanto ORL como ORL+PTX aumentam as
quantidades de E-caderina, quando comparados ao controle. Fato semelhante também acontece
quando se compara ORL+PTX com PTX sozinho. O grafico contém dados de 3 experimentos
independentes (*p<0.05). Teste de Bonferroni.
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Figura 9 — Andlise da producao de N-caderina pelas células LN-1 tratadas com orlistat (ORL), paclitaxel
(PTX) e com a combinagao destes (ORL+PTX). Em A estd a imagem representativa de um dos ensaios
de western blotting realizados, mostrando bandas de N-caderina menos intensas com ORL e com a
combinacgéo. Em B, o gréfico representa analise densitométrica das bandas de N-caderina, confirmando
que ORL sozinho reduz a quantidade de N-caderina, assim como ORL+PTX, quando comparados ao
controle. ORL e ORL+PTX também exibem menos N-caderina do que PTX, o qual praticamente ndo
alterou a intensidade das bandas de N-caderina (*p<0.05). Teste de Bonferroni.
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Em nossos experimentos ndo conseguimos detectar alteragbes na
producgao de B-catenina pelas células LN-1, que foi praticamente a mesma em todas
condi¢des analisadas (Figura 10). As bandas de vimentina, por sua vez, foram menos
intensas de forma progressiva, a partir do tratamento com orlistat (p=0,02), passando
pelo paclitaxel (p=0,002) e pela combinagao das drogas (p=0,001), que apresentou a
menor quantidade desta proteina em relacdo ao controle (Figura 11).

Figura 10 — Quantidade de B-catenina nos extratos proteicos obtidos a partir das células LN-1 tratadas
com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) e com a combinacao destas substancias (ORL+PTX). Em A
observa-se uma imagem representativa de um dos experimentos de western blotting realizados,
mostrando que praticamente ndo héa diferengas de intensidade nas bandas de B-catenina, em cada
condicao estudada. Em B, o grafico confirma, apés as analises densitométricas, que ndo ha
modificagao na produgéo de B-catenina apos os tratamentos realizados. Resultados de 3 experimentos
independentes.
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Figura 11- Analise da quantidade de vimentina nas células LN-1 tratadas com orlistat (ORL), paclitaxel
(PTX) e com a combinacgao destes (ORL+PTX). Em A pode-se observar a imagem representativa de
um dos ensaios de western blotting realizados, o qual evidencia uma reducdo progressiva da
intensidade das bandas de vimentina, a partir do ORL. Em B, o grafico representa a analise
densitométrica das bandas obtidas, confirmando a redu¢ao da quantidade de vimentina com ORL e
PTX isolados, bem como ORL+PTX quando comparados ao controle. Pode-se notar ainda reducao da
intensidade das bandas de vimentina com ORL+PTX em relacdo ao ORL sozinho. Resultados de 3
experimentos independentes (*p<0.05; **p<0.005). Teste de Bonferroni.
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Por fim, os fatores de transcricao Snail e Twist, descritos como repressores
de E-caderina também foram avaliados. Nestes experimentos, observamos reducéo
da quantidade de SNAIL1 sob acao do paclitaxel (p=0,02) e da combinac¢ao de orlistat
com paclitaxel (p=0,005), quando comparados ao controle (Figura 12). As bandas
proteicas de SNAIL1 foram menos intensas nas células LN-1 tratadas com a
combinacao do que com orlistat sozinho (p=0,01) (Figura 12). Apesar das diferentes
condigdes experimentais testadas nesta tese, nao foi possivel detectar as bandas de
Twist em nossas reacdes de western blotting. Nosso laboratério ira retomar a
padronizacao destes ensaios, possivelmente com anticorpos primarios de outra marca

comercial.
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Figura 12 - Quantidade de SNAIL1 nos extratos proteicos preparados a partir das células LN-1 tratadas
com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) e com a combinagao de ambos (ORL+PTX). Em A, observa-se a
imagem representativa de um dos ensaios de western blotting realizados, que mostra, apesar da pouca
intensidade das bandas, reducao de SNAIL1 com PTX e ORL+PTX. Em B, o grafico representa os
dados obtidos a partir das andlises densitométricas de todas as bandas obtidas, apontando significante
reducao de SNAIL1 com PTX e com ORL+PTX, quando comparados ao controle. Observa-se ainda
reducao de SNAIL com ORL+PTX, em relagdo a PTX sozinho. Dados de 3 experimentos realizados de
maneira independente (*p<0.05; **p<0.005).
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5.7 Efeitos da combinacao de orlistat com paclitaxel no desenvolvimento de
tumores primarios e na disseminacao metastatica em modelo ortotopico murino
de CEC oral

Os efeitos da inibicdo da atividade de FASN com orlistat, bem como da
associacao deste ultimo com paclitaxel, no crescimento dos tumores primarios e na
disseminacdo metastatica para linfonodos regionais foram estudados em modelo
ortotopico de CEC oral padronizado com as células LN-1. Vinte e quatro horas apos
a injecao destas nas linguas de camundongos BALB/c nude, iniciou-se o tratamento
dos animais durante 14 dias, como descrito no item 4.9 do capitulo Material e Métodos.
Para isto utilizamos, em dois experimentos independentes, 64 camundongos que
foram sacrificados e dissecados no 15° dia apds a inoculacao das células.

Os tumores primarios, formados exatamente nos locais onde as células LN-
1 foram injetadas, exibiram volumes significativamente menores nos grupos tratados
com orlistat, com média de 0,0095cm?3, quando comparados aos tumores que
cresceram nos grupos controles, que apresentaram em média 0,020cm?3 (p=0,002).

Por sua vez, os tumores primarios que cresceram nos grupos de animais que
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receberam a terapia com paclitaxel apresentaram volumes ainda menores que 0s
tratados com orlistat, com uma média de 0,0025cm?3 (p<0,0001). O achado mais
importante relacionado aos tumores primarios foi que, nos grupos que receberam a
terapia com orlistat associado ao paclitaxel, houve o maior retardo no crescimento
tumoral, com volume médio de 0,00025cm?3 (p<0,0001) no segundo experimento
(nestas mesmas condicdes, no primeiro experimento ndao houve formacgao
clinicamente detectavel de tumores primarios) (Figuras 13, 14 e Grafico 11).
Portanto, quando comparados com os tumores desenvolvidos nos animais controle,
aqueles dos grupos tratados com orlistat tiveram uma inibicado de 55,9% do
crescimento, 0s tumores nos grupos que receberam paclitaxel mostraram 89,3% de
inibicao e, por fim, os grupos tratados com ambas as drogas tiveram inibigcdo de 99,6%

de crescimento das massas tumorais.
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Figura 13 - Tumores primarios formados pela inoculagdo das células LN-1 nas linguas de
camundongos BALB/c nude, ap6s 14 dias de tratamento com orlistat, paclitaxel e com a combinacao
destas drogas. Na parte superior da figura A, observa-se os tumores formados nos animais do grupo
controle, com grandes proporgdes e evidente coloracido esverdeada conferida pela proteina ZsGreen
presente em grandes quantidades nas células LN-1. Os mesmos tecidos, observados em cdmara com
iluminacao ultravioleta (parte central da figura), exibem tumores com extensdes ainda maiores. Na parte
inferior da figura A estdo estes tumores apo6s a dissecgdo. A figura B mostra as linguas dos animais
tratados com orlistat, com volumes visivelmente menores na macroscopia e na camara com luz
ultravioleta (partes superior e central da figura) e apos a dissecg¢ao (porgéo inferior da figura). Em C
estdo, na mesma sequéncia, as linguas dos animais que receberam somente paclitaxel (parte superior
e central da figura) e os tumores dissecados (parte inferior da figura), menores que os encontrados nos
controles e no grupo que recebeu orlistat. Por fim, a figura D mostra o importante efeito obtido com
orlistat e paclitaxel juntos, que fortemente inibiram o crescimento dos tumores primarios produzidos
pelas células LN-1, a tal ponto de impedir a observacao clinica e sua dissec¢do, sendo somente
possivel observa-los sob iluminagao ultravioleta. Imagens do primeiro experimento.
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Figura 14 - Experimento idéntico ao mostrado na Figura 1, feito de maneira independente e chamado
no texto de segundo experimento. Os tumores primarios foram formados através da injecao das células
LN-1 nas linguas de camundongos BALB/c nude, que foram tratados por 14 dias com orlistat, paclitaxel
e com a combinagao destes. Observa-se, na parte superior da figura A, os tumores dos animais do
grupo controle, facilmente detectaveis a macroscopia devido ao grande volume e coloragao esverdeada
conferida pela proteina ZsGreen. Os mesmos tecidos, documentados em camara com iluminagéo
ultravioleta (parte central da figura), revelam tumores primarios com extensdes ainda maiores. Na parte
inferior da figura A, estédo alinhados os mesmos tumores apés a disseccao. A figura B mostra as linguas
dos animais tratados com orlistat, com volumes visivelmente menores na macroscopia e na camara de
luz ultravioleta (partes superior e central da figura) e os respectivos tumores apds a dissecgao (porcéao
inferior da figura). Em C estao, na mesma sequéncia, as linguas dos animais que receberam paclitaxel.
Note que estes sao dificilmente observaveis na macroscopia, porém evidentes sob luz ultravioleta (parte
superior e central da figura), e os tumores dissecados (parte inferior da figura), menores que os
encontrados nos controles e no grupo que recebeu orlistat. Por fim, a figura D mostra o importante
efeito obtido com orlistat e paclitaxel juntos, os quais fortemente inibiram o crescimento dos tumores
primarios produzidos pelas células LN-1, a ponto de impedir a observagdo na macroscopia e
consequentemente e sua dissec¢gdo em 6 dos oito animais. Neste grupo, ainda foi possivel, com
excessao de um animal, observar estes tumores sob iluminagao ultravioleta.
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Grafico 11 - Volumes dos tumores primarios obtidos, nos dois experimentos realizados (Figuras 1 € 2),
dos animais tratados com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) ou com a combinagao destes (ORL+PTX) por
um periodo de 14 dias. Pode-se observar uma clara redugao dos volumes tumorais nos animais que
receberam ORL e PTX sozinhos, quando comparados aos controles. No entanto, o resultado que mais
chama a atencao foi obtido com ORL+PTX, que atuaram de maneira sinérgica e fortemente reduziram
os volumes dos tumores primarios. ** P<0,005; *** P<0,001. Teste tde Student.
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Nosso foco principal com estes estudos no modelo ortotépico de CEC oral
foi, além da observacao dos efeitos do orlistat, do paclitaxel e da combinagdo de
ambos sobre os tumores primarios gerados pela inoculacdo das células LN-1,
investigar o efeito destas drogas sobre o processo de disseminacao metastatica para
os linfonodos cervicais, um dos fatores mais relevantes na clinica para se estimar o
prognostico dos pacientes com esta doencga. De fato, no presente estudo, o tratamento
com o inibidor de FASN orlistat reduziu a disseminacdo metastéatica para linfonodos
cervicais em cerca de 47%, enquanto que paclitaxel sozinho diminuiu o
comprometimento linfonodal em 21,3% e a associagao de orlistat com paclitaxel

reduziu drasticamente (em 80,8%) estas metastases (Tabela 4 e Figuras 15 e 16).
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Tabela 4 - Efeitos dos tratamentos com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) e com a combinacao de ambas
as drogas (ORL+PTX) sobre o processo de disseminacdo metastatica de CECs de lingua ortotopicos
para linfonodos cervicais (dados referentes aos dois experimentos realizados).

Controle ORL PTX ORL+PTX
Numero de
camundongos 16 15 15 16
Numero de linfonodos
removidos 53 60 59 61
Numero de Ilpfonodos 3 14 18 5
com metastase
% de metastases 43,5% 23,3% 33,8% 8,1%
% de inibicao e 0% 47.4% 21,3% 80.8%

metastatica

Figura 15 — Imagens representativas dos linfonodos cervicais com metastases, provenientes dos CECs
de lingua ortotdpicos produzidos pelas células LN-1 em camundongos BABL/c nude, ap6s 14 dias de
tratamento com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) e com a combinacdo destes compostos (ORL+PTX).
Nota-se aqui uma maior intensidade de fluorescéncia dos focos metastaticos presentes nos linfonodos
dos animais controle, em relacdo aos camundongos tratamentos. A combinacdo ORL+PTX permitiu a
invasao de apenas dois linfonodos, que possuiam metastases de pequeno tamanho. Experimento 1.
Imagens obtidas com o auxilio de um de microscépio com epifluorescéncia, no aumento original de
100x.

CONTROLE ORL ORL+PTX
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Figura 16 - Imagens representativas dos linfonodos cervicais com metastases, provenientes de CECs
de lingua ortotopicos provocados pela injecao das células LN-1 em camundongos BABL/c nude, apés
14 dias de tratamento com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) e com a combinacdo destas drogas. Em
relacdo ao primeiro experimento (Figura 4), pode-se observar menor intensidade geral da fluorescéncia
dos linfonodos metastaticos, no entanto, maior positividade foi novamente encontrada nos linfonodos
do grupo controle, em relacdo aos que receberam algum tipo de tratamento. Neste experimento, a
combinagdo ORL+PTX permitiu a colonizacdo de apenas trés linfonodos cervicais. Experimento 2.
Imagens obtidas por meio de microscépio equipado com epifluorescéncia, no aumento original de 100x.

CONTROLE ORL PTX ORL+PTX
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5.8 Enxertos xenograficos derivados de pacientes (Patient-derived tumor
xenografts — PDTX): resultados dos primeiros transplantes

5.8.1 Estabelecimento do modelo PDX de CEC oral

Diversos modelos animais estdo em uso para o estudo de varios tipos de
neoplasias malignas humanas, incluindo-se aqui o proprio CEC oral. Um dos objetivos
iniciais da presente pesquisa foi estabelecer e validar um modelo PDX a partir de
pacientes portadores de CECs orais que foram diagnosticados no OROCENTRO da
FOP-UNICAMP. Durante todo o periodo de realizagao da presente tese de doutorado,
conseguimos transplantar fragmentos teciduais de 15 CECs a partir de pacientes com
a doenca em diversas localizacdes da mucosa oral. Destes, consideramos como bem
sucedidos 6 casos (40%), 4 enxertos (26,6%) nao puderam ser avaliados devido a
morte precoce dos animais durante 0 acompanhamento, causada principalmente por
agressdes entre os animais acondicionados nas mesmas gaiolas, e 5 enxertos
(33,3%) cresceram no periodo imediatamente apds o transplante, mas nao se
desenvolveram satisfatoriamente (Figuras 16 e 17) e foram considerados como

insucessos experimentais (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas dos pacientes doadores, gradagao histolégica dos CECs doadores, tempo
de vida dos animais apés os transplantes e resultados obtidos.

o Gradacao
Paciente Género Locahz:g;oégg tumor histolégjica Tzr'::('::tge Resultado
(OMS)

1 Masculino Soalho bucal ] 76 dias Sucesso

2 Masculino Soalho bucal ] 171 dias Falha

3 Feminino Rebordo alveolar superior I 58 dias Sucesso

4 Masculino Palato mole I 40 dias Nao avaliado
5 Masculino Soalho bucal I 159 dias Falha

6 Masculino Lingua Il 21 dias  Na&o avaliado
7 Masculino Lingua Il 119 dias Sucesso

8 Masculino Lingua Il 31dias  Na&o avaliado
9 Feminino Lingua ] 98 dias Falha

10 Feminino Rebordo alveolar superior Il 78 dias Sucesso
11 Feminino Palato mole Il 93 dias Sucesso
12 Feminino Lingua I 87 dias Sucesso
13 Masculino Soalho bucal Il 23 dias N&o avaliado
14 Feminino Lingua Il 93 dias Falha

15 Masculino Lingua Il 102 dias Falha
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Figura 16 - Enxertos xenograficos derivados de pacientes (PDTX) realizados em camundongos NOD/SCID. Fotomicrografias representativas de 4 diferentes
enxertos que obtiveram sucesso, nas quais podemos observar crescimento tumoral francamente invasivo em A e B, com células neoplasicas infiltrando o tecido
muscular adjacente, e crescimento mais circunscrito em C e D, com raros pontos de invasao do tecido muscular. Hematoxilina e Eosina, aumento original de
10x
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Figura 17 — Fotomicrografias representativas de quatro diferentes enxertos xenograficos derivados de pacientes (PDTX) que néo obtiveram sucesso no
desenvolvimento em camundongos NOD/SCID. Em A e B pode-se notar lojas nas quais houve o crescimento inicial do tumor, no entanto, houve perda do
tecido da regido central, além de revestimento periférico com aspecto cistico sem as caracteristicas microscopicas de malignidade do tumor de origem. C e D
representam casos nos quais nao ocorreu crescimento dos enxertos. Hematoxilina e Eosina, aumento original de 10x.
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5.8.2 Analise dos aspectos histopatologicos dos CECs orais parentais e de seus

respectivos xenoenxertos (PDTX)

As caracteristicas microscépicas presentes nas amostras teciduais
representadas pelas biopsias dos CECs orais dos pacientes doadores e de seus
respectivos PDTX foram analisadas e classificadas de acordo com o sistema de
gradacao desenvolvido por Broders (1920), preconizado pela Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS). Este critério de classificagcao histopatolégica leva em consideragéo a
estrutura tumoral, o grau de queratinizagéo e de pleomorfismo celular e nuclear e a
presenga de atividade mitética. De acordo com este sistema, as lesbes séo
categorizadas em bem diferenciadas (I), moderadamente diferenciadas (ll),
pobremente diferenciadas (lll) e indiferenciadas (IV). Dos 6 PDX que obtiveram
sucesso neste trabalho, 1 foi classificado como nivel |, 4 como nivel Il e 1 como nivel
lll (Tabela 6). Em 4 destes casos houve concordancia com as caracteristicas

histopatolégicas dos CECs orais de origem (Figuras 18, 19, 20, 21, 22 e 23).

Tabela 6 — Comparacgéo entre as gradacoes histolégicas das amostras teciduais representadas nas
biépsias dos CECs orais dos pacientes doadores e dos respectivos xenoenxertos (PDTX) que
obtiveram sucesso no presente estudo, de acordo com os critérios da OMS.

Paciente Localizacao do Gradacao histoldgica Gradacao histoldgica
tumor primario do tumor doador de todos PDTX
1 Soalho bucal 1l [, m
3 Palato duro Il i
7 Lingua Il I, L
10 Soalho bucal Il I, 1
11 Rebordo alveolar I I
superior ’

12 Lingua I I
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Figura 18 — Fotomicrografias representativas das principais caracteristicas histopatolégicas do CEC oral do paciente 3 e de um dos enxertos xenograficos
(PDTX) gerados a partir dele em camundongos NOD/SCID. Em A, observa-se o CEC doador, representado por uma massa de células pleomérficas com
nucleos hipercorados e discreta formacgao de pérolas de queratina. O crescimento deste tumor em camundongos NOD/SCID, apés 58 dias do transplante, esta
representado em B. Em C, pode-se observar o mesmo xenoenxerto mostrado em B em maior aumento, evidenciando o fronte tumoral caracterizado por cordées
invasivos de células neoplasicas entremeando as fibras musculares. Em D, observa-se com maiores detalhes a displasia das células que compdes a mesma
lesdo, além de pérolas de queratina. Hematoxilina e Eosina, aumentos originais: A:20x, B: 5x, C: 10x e D:40x.
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Figura 19 — Fotomicrografias representativas dos aspectos microscépicos observados no CEC oral do paciente10 e de um de seus enxertos xenogréaficos
(PDTX). Em A, observa-se o tumor doador, que exibe células pleomdrficas, com nucleos hipercorados, queratinizacao individual e poucas pérolas de
queratina. Em B, C e D observamos o padrao de crescimento dos transplantes resultantes em camundongo NOD/SCID. Esta evidente a falta de limites
precisos entre o tumor transplantado e o tecido muscular lingual do animal, que esta sendo infiltrado por corddes de células malignas. Em grande aumento
(D), pode-se observar células displéasicas, com presencga de mitoses (seta), invasao perineural (*) e células com queratinizagao individual. Hematoxilina e
eosina, aumentos originais: A:20x, B:5x, C 10xe D:40x.
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Figura 20 - Caracteristicas histopatolégicas observadas no CEC oral do paciente doador 1 e de um dos enxertos xenograficos (PDTX) dele derivados. Em A,
observa-se o CEC doador, formado por uma massa de células bastante pleomérficas, com nucleos hipercorados e entremeado por escasso estroma. Em B, C
e D pode-se observar o padrao circunscrito de crescimento de transplante dele derivado em camundongos NOD/SCID, apés um periodo de 76 dias. Em maior
aumento (D), é possivel notar ninhos de células neoplasicas (seta) entre as fibras musculares adjacentes.
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21 - Fotomicrografias representativas dos aspectos histopatolégicos do CEC oral do paciente 12 e do enxerto xenografico (PDTX) a partir dele gerado em
camundongos NOD/SCID. Em A, observa-se o CEC doador, com discreta area de invaséo no tecido conjuntivo (seta). O padréo de crescimento deste tumor,
apés 87 dias do transplante em animais NOD/SCID, esta representado em B. As figuras C e D representam o mesmo PDTX mostrado em B em maior
aumento, onde visualiza-se melhor o crescimento circunscrito e grande quantidade de queratina (*). Hematoxilina e Eosina, aumentos originais: A: 10x, B: 5x,
C:10x e D: 40x
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Figura 22 — Fotomicrografias representativas dos aspectos histopatoldgicos do CEC oral do paciente 11 e de um dos enxertos xenograficos (PDTX) a partir
dele obtidos em camundongos NOD/SCID. Em A, nota-se o CEC doador, caracterizado por uma massa de células neoplésicas pleomérficas com poucas
pérolas de queratina. O crescimento do PDTX, apés 93 dias do seu transplante para o camundongo recipiente, esta representado em B, C e D. Pode-se
observar um padrao de crescimento mais circunscrito, algumas areas de invasao no tecido muscular adjacente (setas) e area de queratinizagdo na porgao
central (*). Hematoxilina e Eosina, aumentos originais: A: 10x, B: 5x, C: 10x e D: 40x.
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Figura 23 - Caracteristicas histopatolégicas observadas no CEC oral do paciente 7 e de um dos enxertos xenograficos (PDTX) a partir dele derivados. Em A,
observa-se o CEC doador, formado por uma massa de células pleomérficas com vérias pérolas de queratina (*). Em B, C e D visualiza-se o padrao de
crescimento circunscrito do transplante em camundongo NOD/SCID, apds um periodo de 119 dias. Em maior aumento (C e D), pode-se notar a preservacgao
das fibras musculares adjacentes e abundante queratinizagao (*). Hematoxilina e Eosina, aumentos originais: A: 10x, B: 5x, C: 10x e D: 40x.
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5.8.3 Analise da expressao imunoistoquimica de FASN, Ki-67, p21 e CD44 nos
CECs orais primarios e respectivos xenoenxertos (PDTX)

Para uma analise imunoistoquimica preliminar dos CECs primarios dos
pacientes doadores e de seus respectivos PDTXs, decidimos investigar a expressao
das proteinas Ki-67 e p21, a fim de se estimar o potencial proliferativo destas lesdes.
CD44, uma molécula de adesdo celular que interage com acido hialurénico,
componente da matriz extracelular, foi escolhida por ser bastante expressa em CECs
orais, nos quais tem sido sugerida como marcador de células-tronco tumorais (Chen
et al., 2014). Juntamente com o estudo do padrao de positividade para FASN, estas
analises foram realizadas com o intuito de verificar como a produgéo destas moléculas
é afetada quando os CECs orais sado transplantados e se desenvolvem no
microambiente da lingua de camundongos NOD/SCID. Em geral, observou-se que 0s
xenoenxertos apresentam padrdes de positividade até certo ponto semelhantes
aqueles encontrados nos tumores doadores.

A positividade para FASN, como esperado, foi fraca no epitélio
morfologicamente normal que recobre a lingua dos camundongos, restringindo-se as
camadas epiteliais inferiores. Em contraste, intensa reatividade intracitoplasmatica foi
detectada nas células neoplasicas de todos os tumores doadores e xenoenxertos
analisados, ao passo que as areas ocupadas pelo estroma foram sempre negativas
(Figura 24). A proteina nuclear Ki-67 foi também expressa em todas as amostras
derivadas dos CECs orais dos pacientes desta pesquisa, bem como nos respectivos
xenoenxertos. Quando areas de epitélio morfologicamente normal adjacente as lesdes
estava presente nos cortes histolégicos analisados, a positividade para Ki-67 limitou-
se a camada basal (Figura 25). A analise quantitativa da positividade nuclear para
este antigeno mostrou que o potencial proliferativo dos tumores doares foi semelhante
em alguns conjuntos tumor primario/PDTX, embora diferengas significativas tenham
sido encontradas (Figura 26). Somente quatro dos seis tumores primarios e PDTXs
analisados exibiram marcacao para a proteina p21 (Figura 27), que foi semelhante
em trés conjuntos tumor primario/PDTX (Figura 28), porém, diferencas
estatisticamente significativas foram encontradas em um deles. Por fim, todas as
amostras estudadas foram fortemente marcadas nas reag6es imunoistoquimicas para

CD44, com um padréao nitidamente de membrana plasmatica (Figura 29)
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Figura 24 — Fotomicrografias representativas da expressao imunoistoquimica de FASN nos CECs orais primarios doadores e seus respectivos xenoenxertos
(PDTX). Pode-se notar intensa positividade intracitoplasmatica para FASN nas células dos tumores doadores (A e C) e em seus respectivos PDTX,
mostrados em B e D. Quando presente, o epitélio morfologicamente normal adjacente aos tumores e o epitélio que reveste a lingua dos camundongos
receptores foram fracamente positivos apenas nas suas camadas inferiores. Aumentos originais de 20x.
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Figura 25 — Fotomicrografias representativas do padrao de positividade imunistoquimica para Ki-67 nos CECs orais primarios e xenoenxertos (PDTX). Observa-
se nitida positividade nuclear para a proteina Ki-67 tanto nos tumores doadores (A e C) como nos PDTX (B e D). O epitélio morfologicamente normal adjacente
aos tumores primarios, quando presente, mostrou positividade somente nas suas camadas mais inferiores. Aumentos originais de 20x.
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Figura 26: Analise da marcacao para Ki-67 nos tumores doadores e seus respectivos xenoenxertos (PDTX). Observa-se potencial proliferativo dos tumores
doadores semelhante, até certo ponto, aos respectivos PDTXs. Em A, observa-se positividade semelhante, entretanto, os dois PDTXs tiveram
significativamente menos células marcadas. Em B, a marcacao também foi parecida, mas o PDX 2 mostrou menor positividade. Em C nao foram observadas
diferencas estatisticamente significantes, assim como em E. Em D, observa-se maior quantidade de Ki-67 no tumor doador, quando comparado aos dois
PDX, e o mesmo observa-se em F, com relagéo ao Unico PDX. (*p<0.05; **p<0.005) Teste tde Student.
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Figura 27 — Fotomicrografias representativas das reagdes imunistoquimicas para a detecgao de p21 em CECs orais primarios e xenoenxertos (PDTX). Pode-
se observar positividade nuclear nas células dos tumores doadores (A e C) e em seus respectivos PDTX (B e D). Aumentos originais de 20x.
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Figura 28: Analise da marcacao para p21 nos tumores doadores e seus respectivos xenoenxertos (PDTXs). Apesar de semelhantes em alguns dos
conjuntos tumor primario/PDTX, diferengas estatisticamente semelhantes foram detectadas. Em A, a porcentagem de células marcadas para p21 foi parecida
no CEC doador e seus dois PDTXs. Em B, observa maior quantidade de células positivas para p21 no tumor doador, quando comparado aocs PDTX. Em C e

D, também nota-se maior quantidade de células marcadas para p21 nos respectivos tumores doadores, com excessdo do PDTX 2 em C. (***p<0.001). Teste
tde Student.

FAY B

100 -

100 4
& ™
o o
- [l
£ 75 g 751
(=8 [=8
w w
o L
z z
% 50 4 s
8 g 509
o [= 8
w w
m L]
3 3
3 25 4 T 25 4
@ @
o o
= =
0 - 0 -
Paciente 1 PDX1 PDX 2 Paciente 3 PDX 1 PDX 2
100 - 100 -
275 3
o 1 s 751
L] L]
o [= 8
w w
g g
& 50 1 & 50 4
w w
o =]
o =8
o u
i i
3 25 4 3 25 -
W " ek
o o
[:1] @ E 3 = 3
= b=
-~ 9\_
o~ 0 J g 0 |
Paciente 7 PDX 1 PDX 2 PDX 3

Paciente 11 PDX 1 PDX 2



85

Figura 29: — Fotomicrografias representativas das rea¢des de imunoistoquimica para detecg¢do da proteina CD44. Pode-se observar em A e C as células dos
CECs orais priméarios com a membrana plasmatica fortemente marcada. Rea¢des com padrao de marcagéo semelhante (B e D) foram obtidas nos respectivos
xenoenxertos (PDTX). Aumentos originais de 20x.




6 DISCUSSAO

Uma profunda compreensdao dos aspectos moleculares envolvidos na
progressdo do CEC oral, especialmente aqueles relacionados aos processos de
invasdo e metastase, pode levar a identificagdo de marcadores moleculares e ao
desenvolvimento de terapias mais eficientes do que as hoje existentes. Mesmo com
todos os avangos alcancados, a sobrevida dos pacientes acometidos por esta leséao
permanece ao redor de 55% em 5 anos (Alam et al.,, 2012; van Dijk et al.,2016). A
enzima FASN vem sendo considerada como uma oncoproteina metabdlica, pois sua
expressao e a atividade sdo geralmente baixas ou até mesmo ausentes na maioria
dos tecidos humanos, no entanto, estdo elevadas em varios tipos de neoplasias
malignas, incluindo-se no CEC oral, o que tem sido associado nos ultimos 10 a 15
anos aos mecanismos de progressao tumoral, disseminagdo metastatica, diminuigéo
da resposta aos quimioterapicos e pior prognostico, o que torna esta enzima
metabdlica um potencial alvo terapéutico para o tratamento oncolégico (Menendez &
Lupo, 2007; Flavin et al., 2010; Heuer et al., 2017).

A terapia combinada € uma das estratégias utilizadas no desafiador
tratamento oncolégico, no qual drogas com diferentes mecanismos de acdo sao
empregadas em conjunto para potencializar os resultados e contornar a resisténcia
adquirida a alguns quimioterapicos (Damaraju et al., 2007). Desta forma, é possivel
que o uso de inibidores de FASN, associados aos agentes quimioterapicos
convencionais, possa resultar em aumento da eficacia do tratamento, visto que estes
causam 1) bloqueio da sintese de palmitato, que auxilia o metabolismo celular,
participa da estruturacdo das membranas e da sinalizacdo celular, 2) inibicdo da
sinalizacdo de vias reconhecidamente oncogénicas como Wnt-B-catenina e Akt e 3)
inducdo da apoptose em células malignas (Heuer et al., 2017). Recentemente, nosso
grupo de pesquisa avaliou in vitro os efeitos da combinacdo dos quimioterapicos
cisplatina, 5-fluoruoracil e paclitaxel, todos ja utilizados na pratica clinica para o
tratamento de CECs de cabeca e pescoco, em associacdo ao inibidor de FASN
orlistat. Neste estudo, observamos que a combinacao de orlistat com paclitaxel
apresenta maior sinergismo que as demais, com aumento significativo dos indices
apoptoticos em células de CEC oral (Moreira FS, dados nao publicados). No presente
estudo, nosso objetivo foi avaliar os efeitos desta combinacdo sobre as células
metastaticas LN-1 in vitro e também em modelo ortotépico de CEC oral.
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No comeco desta pesquisa foi necessario estabelecer uma nova linhagem
de células LN-1, a partir das células SCC-9 ZsGreen, pois, como relatado por Aimeida
etal. (2015), as LN-1 originais parecem ter sofrido altera¢des fenotipicas ao longo dos
sucessivos subcultivos no laboratério e perdido, em grande parte, sua capacidade
metastatica. As novas células LN-1 foram entdo submetidas aos tratamentos com
orlistat e paclitaxel, isoladamente e em diferentes concentra¢des, com o intuito de se
estabelecer a ICso de cada droga e evitar possiveis efeitos citotoxicos inespecificos.
Na sequéncia, avaliamos também o indice de combinagao entre estes compostos,
utilizando o método matematico desenvolvido por Chou e Talalay (1984), empregado
para avaliacao dos efeitos de diferentes drogas em combinacdo como uma espécie
de triagem pré-clinica (Zhao et al., 2004). O tratamento das novas células LN-1 com
orlistat e paclitaxel, isoladamente, mostrou redugé@o da viabilidade celular de modo
dose-dependente e, assim como observado em nossos experimentos anteriores, a
combinacao destas duas drogas apresentou elevado grau de sinergismo (Cl = 0,31),
lembrando que quanto menor em relagdo a 1 for o Cl maior o potencial de interacédo
tipo sinérgica.

A inducado da apoptose é um dos efeitos mais desejados no tratamento
quimioterapico e os inibidores da atividade de FASN sé&o capazes de bloquear a
progressao do ciclo celular, diminuindo a proliferacdo e ao mesmo tempo aumentando
as taxas de apoptose em células derivadas de neoplasias malignas (Pizer et al., 1998;
Zhou et al., 2003; Kridel et al., 2004; Carvalho et al., 2008, Agostini et al., 2014). Estes
estudos mostraram que a inibicdo de FASN com orlistat resulta no bloqueio do ciclo
celular na fase GO/G1 e retarda a entrada na fase S, desencadeando a morte celular
por apoptose. Paclitaxel, por sua vez, atua por meio da estabilizagdo dos microtubulos
e provoca o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, comprometendo a mitose e
também induzindo a apoptose, o que ja foi relatado em trabalhos com linhagens
celulares de carcinomas nasofaringeo, de ovario, de pulmao e de mama (revisado por
Rowinsky & Donehower, 1995; Shu et al., 1997; Frankel et al., 1997; Das et al., 2001;
Choi et al., 2012).

Publicacdes prévias ja mostraram que o tratamento conjunto de células
derivadas de cancer de mama com inibidores de FASN (cerulenina e C75) e
medicamentos antitubulinicos, como paclitaxel e docetaxel, resulta em efeito citotdxico
sinérgico com aumento das taxas de apoptose (Menendez et al., 2004b; Menendez et

al., 2004c; Menendez et al., 2005). No presente trabalho, os efeitos da terapia
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combinada com orlistat e paclitaxel também foram superiores aos das drogas
isoladas, resultando em aumento significativo das taxas de morte celular por apoptose
e acumulo das células LN-1 principalmente na fase G2/M do ciclo celular. Estes
resultados sugerem que ha um predominio do mecanismo de agao do paclitaxel, que
€ potencializado pelo orlistat, ou seja, que o tratamento com orlistat aumenta a
quimiossensibilidade destas células ao paclitaxel. De fato, Rysman et al. (2010)
mostraram, por espectrometria de massas, que tecidos tumorais com fendtipo
lipogénico apresentam maior grau de saturagao lipidica do que tumores nao
lipogénicos. Ainda neste estudo, foi mostrado que o tratamento de células LNCaP,
derivadas de carcinoma de prostata metastatico, com o inibidor de lipogénese
sorafeno A diminui acentuadamente os fosfolipideos saturados enquanto aumenta o
grau de poliinsaturagéo, o que, uma vez que as cadeias poliinsaturadas sao mais
suscetiveis a peroxidacao, altera as membranas e facilita a entrada de agentes
quimioterapicos. Estes resultados indicam que inibidores da lipogénese tornam as
células neoplasicas mais suscetiveis as quimioterapias convencionais. Vale ressaltar,
que a elevada expressao de FASN ja foi associada a resisténcia aos tratamentos com
cisplatina e paclitaxel em carcinomas de mama e de figado (Meena et al., 2013;
Warmoes et al., 2013), o que reforca a ideia de se inserir inibidores desta enzima nos
protocolos quimioterapicos em uso clinico.

As metastases sdo as principais causas de morte relacionadas ao cancer
e estdo associadas, pelo menos em parte, com o fenémeno biolégico denominado
transicao epitélio-mesenquimal (EMT). EMT é um processo crucial na progressao do
céancer, pois confere as células tumorais a habilidade de sair do tumor primario, invadir
o estroma que o circunda e entdo migrar para sitios anatémicos distantes (Nguyen et
al., 2012). Vérios eventos moleculares distintos estdo envolvidos neste processo,
dentre eles a ativacao de fatores de transcricdo, expressao de proteinas especificas
da superficie celular, reorganizacdo e expressao de proteinas do citoesqueleto e
producdo de enzimas que degradam a matriz extracelular (Natarajan et al., 2014).
Uma das alteracbes mais significativas na EMT é o fenbmeno conhecido como
“cadherin switching”, caracterizado pela diminuicdo da produgéo de E-caderina e
aquisicao da expressao de N-caderina por células epiteliais malignas, em contraste
com células normais que expressam somente E-caderina, sendo a N-caderina
produzida por células mesenquimais (Wheelock et al., 2008; revisado por Smith et al.,
2013).
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No presente estudo, observamos que as células LN-1 apresentam elevado
potencial migratério. De acordo, nossas reacdes de western blotting com extratos
proteicos destas mesmas células, na auséncia de qualquer tipo de tratamento,
evidenciaram reduzida quantidade de E-caderina e producdo de N-caderina e
vimentina, sendo que a ultima normalmente ndo é expressa por células epiteliais
normais e esta associada ao fenétipo invasivo (revisado por Smith et al., 2013). Por
fim, encontramos aumento da quantidade do fator de transcricao Snail1, que atua
reprimindo a expressdao do gene que codifica E-caderina, o que também esta
associado com diferenciagao tumoral, invasdo e metastase (revisado por Smith et al.,
2013). Em 2007, Pyo et al. mostraram, por meio de estudo imunoistoquimico com 71
casos de CECs orais, que a expressado reduzida de E-caderina concomitante ao
aumento de N-caderina esta associada ao potencial invasivo e disseminacao
metastatica para linfonodos regionais, reforcando que o “cadherin switching’
desempenha um papel critico no processo metastatico. Nijkamp et al, 2011,
observaram grande variacdo na expressao de E-caderina e vimentina em pacientes
com CECs de cabecga e pescoco, entretanto, os tumores com baixa expressao de E-
caderina tiveram incidéncia significativamente maior de metéstases (81%), quando
comparados aqueles com expressao elevada desta proteina (19%). No mesmo
estudo, a alta expressao de vimentina foi também associada a maior risco de
metastases (77%), em relagdo aos tumores que ndo expressaram esta proteina
(19%), e todos os pacientes com baixa expressado de E-caderina e alta expresséo de
vimentina desenvolveram metastases a distancia. Havry et al. (2010), por sua vez,
descreveram que a expressdao de Snaill em 73 CECs primarios de lingua se
correlaciona com a gradacao histolégica e com a profundidade de invasdo destes
tumores. De acordo, Mendelsohn et al. (2012) também mostraram que a positividade
imunoistoquimica para Snail1 esta significativamente associada a CECs de cabega e
pescoco pouco diferenciados, com invasao linfatica e metastases regionais.

No presente estudo, a exposi¢ao das células LN-1 a combinagéo de orlistat
e paclitaxel promove reversdo da EMT e inibicdo da capacidade migratoria, o que foi
evidentemente refletido no modelo ortotépico de CEC oral, que mostrou reducao
significativa do crescimento tumoral e do niumero de metastases regionais. Orlistat
sozinho foi capaz de aumentar a expressao de E-caderina e diminuir a expressao de
N-caderina, assim como quando combinado com paclitaxel. Por outro lado, paclitaxel

isoladamente mostrou-se mais efetivo na inibicdo da expressao de vimentina e de
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Snail 1, o que se refletiu na combinacao. Estudos prévios ja mostraram que a inibicao
farmacolégica de FASN reduz a proliferacdo em diversas linhagens tumorais, em
grande parte por inibir a sintese de acidos graxos necessarios para a sintese das
membranas (Menendez et al., 2005; Ho et al., 2007; Murata et al., 2010). De acordo,
células em processo de EMT, principalmente a EMT do tipo Il que é associada a
progressao tumoral e disseminacdo metastatica, mostram rapida proliferacdo em
decorréncia do aumento do metabolismo de acidos graxos (Li et al., 2014).

Os resultados aqui obtidos, com orlistat associado ao paclitaxel, nos
experimentos in vitro com as células LN-1 foram reproduzidos in vivo no modelo
ortotépico de CEC oral metastéatico. Neste, obtivemos uma surpreendente inibicao de
99,6% do crescimento dos tumores primarios formados ap0ds a inoculagao das células
LN-1 na borda lateral de lingua de camundongos Balb/c nude. Estudos anteriores ja
relataram a diminuicdo do tamanho de tumores xenograficos causada pela inibicao da
atividade de FASN, incluindo aquele realizado por Agostini et al. (2014), principal alvo
de comparagéo da presente pesquisa. O tratamento com cerulenina ou C75 causou
reducdo no tamanho de tumores em modelos xenograficos derivados de células de
cancer de ovario (Pizer et al., 1996; Wang et al., 2005; Uddin et al., 2011), mama
(Pizer et al., 2000), mesotelioma (Gabrielson et al., 2001), rim (Horiguchi et al., 2008),
tiredide (Uddin et al., 2008), coloretal (Uddin et al., 2009) e meningioma (Haase et al.,
2010). Recentemente, estudo realizado por Heuer et al. (2017) mostrou, utilizando o
novo inibidor de FASN TVB-3166 associado ao paclitaxel, uma eficacia antitumoral
muito significativa. Estes autores utilizaram modelos xenograficos de céncer de
pulmao, prostata e pancreas e encontraram, com a terapia combinada, regressao total
dos tumores de pulmao e inibicdo do crescimento dos tumores de préstata (97%) e de
pancreas (88%).

O foco principal do nosso estudo com o modelo ortotdpico foi a investigacao
do efeito destas drogas sobre o processo de disseminacdo metastatica para os
linfonodos regionais dos camundongos, que, em humanos, € um dos fatores mais
relevantes para se estimar o prognostico dos pacientes acometidos por esta lesdo. O
trabalho realizado por Agostini et al. (2014) ja havia mostrado que a inibicdo de FASN
com orlistat é capaz de reduzir a disseminagdo metastatica em 43% e resultado muito
similar foi encontrado na presente pesquisa, na qual o grupo de animais tratado com
orlistat sozinho apresentou 47% de inibicao das metastases. Importante ressaltar que
0 grupo que recebeu apenas paclitaxel apresentou somente 21,3% de inibicao
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metastatica e a terapia combinada com orlistat e paclitaxel reduziu drasticamente a
disseminacdo metastatica em 89,8%. Tais resultados sugerem que a atividade de
FASN é essencial para a disseminagdo metastatica das células LN-1, possivelmente
por reverter a EMT. Alguns trabalhos ja analisaram os efeitos da inibicdo da atividade
de FASN sobre a formagdo de metastases. Carvalho et al. (2008) verificou que
camundongos C57BL6 portadores de melanomas experimentais tratados com orlistat
tiveram reducao de até 50% na quantidade de linfonodos mediastinicos metastaticos.
Recentemente, Bastos et al. (2017) mostraram que o tratamento com orlistat inibe a
formacao de capilares linfaticos in vitro, reduz a viabilidade, a proliferacédo a e
migragao nas células endoteliais linfaticas HDLEC e reduz em 39,25% o volume das
metastases para linfonodos cervicais laterais de camundongos portadores de
melanomas experimentais B16-F10 nas orelhas. Portanto, os resultados aqui
relatados reforcam a hipétese de que FASN € um alvo para o tratamento oncoldgico
e revelam a importancia de mais estudos pré-clinicos e clinicos que incluam inibidores
desta enzima a protocolos quimioterapicos ja em uso, principalmente em associagéo
aos taxanos.

Relevantes do ponto de vista biolégico e clinico, os modelos animais séo
essenciais na investigacao da progressao de doencas e da eficacia de novos agentes
terapéuticos. Os modelos ortotépicos mimetizam o crescimento dos tumores no local
anatdmico em que ele acomete o paciente permitindo o estudo dos processos de
invasao local e sua disseminacao metastatica (Mognetti et al., 2006). No entanto, os
modelos ortotopicos em estudos pré-clinicos ndo tém a heterogeneidade celular das
neoplasias malignas humanas, pois sdo padronizados com linhagens celulares,
perdendo por isto seu potencial preditivo. Os modelos PDTX surgiram recentemente
como uma poderosa ferramenta, capaz de reter a heterogeneidade histopatolégica e
molecular de seus tumores de origem (Cassidy et al., 2015). O ultimo dos objetivos do
presente trabalho foi dar inicio ao estabelecimento de um modelo PDTX para CECs
orais, visando reproduzir com mais fidelidade a lesdo existente nos pacientes e,
futuramente, possibilitar o teste de terapias ja em uso clinico ou de novas drogas.

Modelos PDTX tem sido estabelecidos para varias neoplasias malignas,
dentre elas os canceres de ovario, pancreas, colorretal e de pulméao (revisado por
Tentler et al., 2012). No presente estudo, conseguimos estabelecer 6 diferentes PDTX
oriundos de CECs orais de sitios anatdmicos distintos, sendo a taxa de sucesso de
40%, que esta de acordo com a literatura que descreve taxas de sucesso entre 29 a
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44% (Tentler et al., 2012). Acreditamos que 0 sucesso dos enxertos aqui realizados
pode ser atribuido a rigorosa selecéao do tecido neoplasico, com exclusao de areas
com suspeita de necrose, e utilizagao fragmentos proximos uns aos outros, o que foi
necessario pois todos tecidos tumorais foram provenientes de bidpsias. Uma das
vantagens atribuidas aos modelos PDTX é a fiel representacdo da diversidade
genética e das caracteristicas microscopicas e moleculares existentes nos tumores
dos pacientes doadores (Peng et al., 2013). Em nosso estudo, ainda que preliminar e
nao finalizado, foi possivel observar, em quase todos os xenoenxertos obtidos, a
manutencdo das caracteristicas histopatoldégicas dos tecidos doadores. De forma
semelhante, os padrées de positividade para Ki67, p21, CD44 e FASN estdo se
mostrando semelhantes nos PDTXs obtidos e nos tumores parentais.

Em resumo, a presente pesquisa demonstra a relevancia da associa¢ao de
um inibidor de FASN ao quimioterapico paclitaxel em diversos aspectos da biologia
das células LN-1, seja potencializando a parada do crescimento celular, induzindo
apoptose, revertendo a EMT ou inibindo a migracdo, o que foi refletido nos
surpreendentes resultados obtidos no modelo ortotdpico, com drasticas redugdes de

crescimento dos tumores primarios e da disseminacao metastatica.
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7 CONCLUSAO

A associacao orlistat/paclitaxel apresentou efeito sinérgico nos estudos in
vitro desta pesquisa assim como no modelo ortotépico de CEC oral, no qual observou-
se reducédo de 99,6% no volume dos tumores primarios e de 80,8% na disseminacao
metastatica para linfonodos cervicais. Em conjunto, estes resultados podem servir de
base para futuros estudos clinicos. O modelo PDTX manteve as caracteristicas
histopatoldgicas dos respectivos pacientes doadores, mostrando-se uma ferramenta

em potencial para previsao da resposta dos pacientes a agentes quimioterapicos.
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