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RESUMO

Atualmente, ja estd bem estabelecido que o principal fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de colo de utero é a infecgao pelo papilomavirus humano
(HPV). Entre os tipos de HPV mais frequentes, podemos citar o HPV 16 e o HPV 18, os
quais sao responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer de colo de utero.
A proliferacao descontrolada e acelerada de células anormais observada em neoplasias
requer uma reprogramacado metabdlica para suprir as necessidades energéticas
utilizadas na divisao celular. Proteinas, lipidios e acidos nucleicos sdo fundamentais para
que a célula tumoral possa proliferar. A sintese de novo de acidos graxos surge como um
mecanismo importante no fornecimento de lipidios. Este processo ocorre no citoplasma
das células e é realizado pela enzima metabdlica acido graxo-sintase (FASN) através de
reacdes de condensacgao entre acetil-CoA e malonil-CoA. Ainda, a proteina FASN possui
um papel importante na homeostase energética, pois converte o excesso de carbono
ingerido em acidos graxos que podem ser utilizados para produzir energia através da -
oxidacdo. A FASN contribui para a producdo de lipidios de membrana através da
formagao do seu principal produto, o palmitato. Devido a dieta rica em acidos graxos, a
sintese de novo e a atividade da FASN encontram-se em niveis baixos na maioria dos
tecidos, com excegao do figado, cérebro, tecido adiposo, pulmao e glandulas mamarias
lactantes. Estudos tem demonstrado que muitas neoplasias malignas apresentam niveis
elevados de FASN e que sua inibigado, especifica ou farmacoldgica, resulta em atividade
antitumoral. A farmaco orlistate (ORL), foi originalmente desenvolvida para o tratamento
da obesidade pois € um inibidor de lipases pancreaticas no trato gastrointestinal. No
entanto, este composto mostrou ser um inibidor irreversivel de FASN ao se ligar ao
dominio tioesterase (TE), o qual é responsavel pela liberagdo do palmitato. Neste
trabalho foram utilizadas diferentes linhagens celulares de cancer de colo de utero (C-
33A, ME-180, HelLa e SiHa), com objetivo de estudar os efeitos da inibicdo da FASN
sobre a proliferagéo celular e indugéo de apoptose. As linhagens celulares foram tratadas
com diferentes concentracdes de ORL e estudos de proliferacdo e determinacdo de morte
celular foram realizados através de contagem celular e marcacdo com Anexina V e iodeto
de propidio. Assim como para outras linhagens celulares de diferentes neoplasias
malignas, a inibicdo da FASN pelo ORL foi capaz de diminuir a viabilidade celular e
causar apoptose em todas as linhagens celulares. No entanto, as linhagens SiHa e Hela,
que apresentaram uma maior expressao de FASN, foram também as linhagens em que
a inibicao da proliferagao foi maior quando comparada com as linhagens C-33A e ME-
180. Entre todas as linhagens estudadas a que menos expressou FASN foi a linhagem
ME-180, que também mostrou ter menor redugado na viabilidade celular. Também foi
possivel verificar que a diminui¢gdo na viabilidade ocorreu por apoptose e ndo por necrose,
visto que, a porcentagem de células em necrose foi baixa em todas as linhagens apds o
tratamento com ORL. O presente trabalho, demonstrou pela primeira vez que diferentes
linhagens celulares de cancer de colo de utero expressam FASN de forma desigual e que
podem ser afetadas pela inibigdo farmacoldgica desta com ORL.

Palavras chaves: FASN, cancer de colo de Utero, orlistate
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1. INTRODUGAO

O cancer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade que atingem a
populacdo mundial, com aproximadamente 14 milhdes de novos casos e 8 milhdes de
mortes em 2012 (IARC, 2012). Ainda, segundo dados do IARC, é esperado que estes
numeros aumentem em 70% nas proximas duas décadas afetando principalmente, os
paises da Africa, Asia, América Central, e América do Sul.

Cancer é o nome dado a um grande grupo de doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células anormais em diferentes tecidos e 6érgaos. O
processo se inicia quando uma célula normal comega a se dividir sem controle, gerando
células com potencial invasivo, que podem se multiplicar e invadir outros tecidos e érgaos
dando origem a metastase, a qual € um dos principais motivos de morte relacionadas ao
cancer (WHO, 2015).

Atualmente, esta bem estabelecido que fatores genéticos, ambientais e de estilo
de vida podem contribuir para o aparecimento do cancer (INCA, 2012). No entanto,
estudos visando o melhor entendimento da biologia celular do cancer e como esse
processo de transformacdo ocorre, tornam-se cada vez mais necessarios e podem

contribuir para a descoberta de novos alvos terapéuticos e tratamentos mais eficazes.

1.1.Cancer de Colo de Utero

O céancer de colo de utero representa um grande problema de saude publica, sendo
responsavel por aproximadamente 528 mil novos casos e 266 mil mortes por ano no
mundo (IARC, 2012). E a quarta neoplasia que mais afeta as mulheres e sua incidéncia
€ maior nos paises menos desenvolvidos (IARC, 2012). No Brasil, o cancer de colo de
utero é o terceiro tumor mais frequente na populagcédo feminina, com uma estimativa de
16.340 novos casos em 2016 (INCA, 2016).

Atualmente, ja estd bem estabelecido que o principal fator de risco para o
desenvolvimento do cancer do colo do utero é a infecgao pelo papilomavirus humano
(HPV) (Walboomers et al., 1999). O HPV infecta células normais da camada basal da

cérvice uterina, levando a uma transformacgéao progressiva das células, que pode evoluir



para lesdes precursoras do cancer de colo de utero, as quais, se nao diagnosticadas e
tratadas podem levar ao cancer (Ostor, 1993). A maioria das mulheres sexualmente
ativas, em algum momento de suas vidas séo infectadas pelo HPV, no entanto, 90% das
infecgbes regridem espontaneamente em um ou dois anos (WHO, 2016).

Até o momento mais de 170 tipos de HPV foram identificados (de Villiers, Fauquet,
Broker, Bernard, & zur Hausen, 2004) porém, aproximadamente 18 deles sao
considerados de alto risco e estdo associados ao cancer de colo de utero. Dentre estes,
podemos destacar o HPV 16 e o HPV 18 como sendo os de maior risco oncogénico e
responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer de colo de utero (Munoz
et al., 2003; Smith et al., 2007).

O HPV possui em seu genoma 8 genes que codificam proteinas importantes para
sua replicacdo (Baker et al., 1991), sendo os genes E6 e E7 os mais associados a
transformacao celular e consequente desenvolvimento do cancer (Ghittoni, Accardi,
Chiocca, & Tommasino, 2015). Em infecgbes persistentes, o HPV pode integrar seu
genoma ao da célula hospedeira. Este processo leva a transcrigdo dos genes das
oncoproteinas E6 e E7. A oncoproteina E6 causa a degradagéo e inativagao da proteina
p53, inibindo a apoptose (White et al., 2012). Ja a oncoproteina E7 se liga a proteina do
retinoblastoma (pRb), a qual é responsavel por regular a progressao do ciclo celular
(Darnell et al., 2007). Ao perder estes importantes mecanismos associados ao controle
da proliferacado, as células do epitélio uterino passam a proliferar descontroladamente
acumulando mutacgdes que resultam no desenvolvimento do cancer (zur Hausen, 2002).

O tratamento do cancer de colo de utero é baseado no estadiamento da doenga e
sua classificagdo € realizada utilizando exame histopatolégico e o sistema FIGO de
estadiamento (International Federation of Gynecology and Obstetrics). Para pacientes
em estagio I, onde a neoplasia ainda esta restrita ao 6rgao, geralmente € realizada
cirurgia, que na maioria dos casos é curativa. Ja para pacientes em estagio 2, onde ha
crescimento extra uterino sem disseminagao, e 3, onde ha crescimento com
disseminagdo para as paredes da pelve ou vagina, o tratamento de escolha é a
quimioterapia e a radioterapia, com taxas de sucesso menores que para pacientes em
estagio I. Para pacientes em estagio 4, onde ocorre a invasdo da bexiga e/ou reto, o

tratamento usualmente é paliativo e envolve quimioterapia, radioterapia e cirurgia (Denny,



Herrero, Levin, & Kim, 2015). Apesar dos inumeros beneficios, estas opgdes de
tratamentos geralmente causam efeitos adversos trazendo desconforto a paciente. Desta
forma, estudos que permitam identificar novos alvos terapéuticos e que possam contribuir
para o tratamento sdo ainda necessarios.

Neste trabalho foram utilizadas diferentes linhagens celulares de cancer de colo
de utero (C-33A, ME-180, HelLa e SiHa) com a finalidade de correlacionar os efeitos da
FASN com as diferentes caracteristicas celulares. A linhagem C-33" (ATCC®HTB-31™),
originada de um carcinoma uterino, nao possui cépias do HPV inseridas em seu genoma.
Ja as linhagens HelLa (ATCC®CCL-2™) e SiHa (ATCC®HTB-35™), possuem cépias do
HPV 18 e 16, respectivamente, inseridas no seu genoma. A linhagem Hela é originada
de um adenocarcinoma uterino e a linhagem SiHa de um carcinoma uterino de células
escamosas estagio Il. A linhagem ME-180 (ATCC®HTB-33™), derivada de um sitio
metastatico no peritbnio, possui copias do HPV com grande homologia ao HPV 68 e é

originada de um carcinoma epidermaoide da cérvice.
1.2. Metabolismo Lipidico no Cancer

A proliferacdo descontrolada e acelerada de células anormais observada em
neoplasias requer uma reprogramagao metabdlica para suprir as necessidades
energéticas utilizadas na divisdo celular. Proteinas, lipidios e acidos nucleicos sao
fundamentais para que a célula tumoral possa proliferar. Células que ndo sédo capazes
de se adaptar acabam por n&o sobreviver, e somente aquelas com fendtipo alterado
proliferam (Ghaffari, Mardinoglu, & Nielsen, 2015).

Otto Warburg foi o primeiro a sugerir uma associagao entre alteragcdes metabdlicas
e o desenvolvimento de neoplasias malignas. Ele verificou que células neoplasicas eram
capazes de obter energia através da glicolise, mesmo na presencga de O;, e que apesar
desse processo produzir menos energia, a produgcdo de ATP era mais eficiente que a
oxidagao mitocondrial. Esta observagéao foi chamada de glicolise anaerdbica ou efeito de
Warburg e durante muitos anos foi aceita como uma das principais alteragoes

metabdlicas importantes para o desenvolvimento do cancer (Warburg, 1956).



Entretanto, apesar do metabolismo aumentado da glicose ter sido inicialmente
descrito como fator fundamental para a formacao de neoplasias, muitos estudos tém
demonstrado alteracdes em outras vias metabodlicas e na expressdo de diferentes
enzimas, que por sua vez também contribuem para o fornecimento de energia e para a
producao de macromoléculas importantes na divisao celular. Um exemplo é a sintese de
novo de acidos graxos que é fundamental para a produgao de lipidios (Swinnen et al.,
2003).

Os lipidios sao essenciais para a divisdo celular pois além de serem utilizados na
construcdo da membrana plasmatica, fornecerem energia para processos Vvitais,
sinalizam e estimulam fatores de transcricdo. No tecido normal, os lipidios s&o obtidos
principalmente da alimentagao diaria, e a produgdo enddgena de acidos graxos esta
restrita ao tecido adiposo, pulmbes, endométrio, figado e glandulas mamarias lactantes
(Weiss et al., 1986). Por outro lado, as células neoplasicas sdo capazes de sintetizar
endogenamente os acidos graxos, uma vez que sua superexpressao tem sido encontrada
em diversas neoplasias malignas (Medes, Thomas, & Weinhouse, 1953; Swinnen et al.,
2003).

A sintese de novo de acidos graxos ocorre no citoplasma das células, onde
unidades de dois carbonos sao agrupadas a partir de uma molécula de acetil-CoA e uma
molécula de malonil-CoA. A sequéncia de reagdes comega quando a glicose é convertida
em acetil-CoA pela glicélise e em citrato na mitocéndria. O citrato, por sua vez, é
transportado para o citoplasma e convertido novamente a acetil-CoA pela ATP citrato
liase (ACLY). O acetil-CoA é entao carboxilado a malonil-CoA pela acetil-CoA carboxilase
(ACACA), possibilitando assim, que a acido graxo-sintase (FASN), na presenca de
NADPH possa condensar o malonil-CoA com o acetil-CoA para produzir o palmitato, um
acido graxo de 16 carbonos que posteriormente pode ser transformado em outros acidos
graxos (Figura 1) (Costello & Franklin, 2005).

Evidéncias de que a sintese de novo de acidos graxos esta ativada em células
neoplasicas foi observada primeiramente com a utilizagcao de C14-glicose. Neste estudo,
a maior parte dos acidos graxos esterificados encontrados no tumor foram produzidos

através da sintese de novo, mesmo na presenca de lipidios circulantes (Medes et al.,



1953). Posteriormente a este trabalho, outros estudos mostraram elevada expresséao de
FASN em diferentes tipos de cancer (Little & Kridel, 2008).
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Figura 1. Conexao entre o metabolismo da glicose e sintese de acidos graxos em células
malignas. (Menendez & Lupu, 2007).

Além disso, outras enzimas participantes da sintese de novo de acidos graxos
também demonstraram elevada expressdao em neoplasias. A enzima ATP-citrato liase
(ACLY), por exemplo, encontra-se superexpressa em células tumorais e sua inibigao in
vivo causou uma diminui¢do na proliferagdo tumoral (Hatzivassiliou et al., 2005). Outra
enzima importante desta via, acetil-CoA carboxilase (ACACA), também mostrou ser
importante para o desenvolvimento neoplasico ao estar expressa em elevados niveis em

células de cancer de mama (Chajes, Cambot, Moreau, Lenoir, & Joulin, 2006).



Tendo em vista, a importancia da producéo de acidos graxos endégenos para as
células tumorais, o bloqueio da sintese de acidos graxos se torna um mecanismo pelo
qual podemos impedir o desenvolvimento tumoral. Como visto anteriormente, sao
necessarias varias etapas para que a produgao de acidos graxos ocorra. Enzimas como
a citrato liase (ACLY), acetil-CoA carboxilase (ACACA) e acido graxo-sintase (FASN) sdo
alvos terapéuticos em potencial. Além disso, muitas dessas enzimas encontram-se em
niveis diminuidos em células ndo tumorais e sua associagao com o desenvolvimento do

cancer de colo de Utero ainda nao esta descrito na literatura.

1.3.Acido Graxo-Sintase (FASN)

A proteina FASN é a principal enzima responsavel pela sintese de novo de acidos
graxos através da condensagao do malonil-CoA com o acetil-CoA. Ela possui um papel
importante na homeostase energética, pois converte o excesso de carbono ingerido em
acidos graxos que, por sua vez, sao armazenados e utilizados quando necessarios para
produzir energia através da B-oxidagao. Além disso, ela contribui para a produgédo de
lipidios de membrana, e é importante para a produg¢ao do leite materno e substancia
surfactante dos alvéolos pulmonares (Chirala & Wakil, 2004).

Existem dois tipos de FASN, FASN | e FASN Il, e ambas tém a capacidade de
produzir acidos graxos. A FASN | (referida neste trabalho apenas como FASN),
encontrada em mamiferos, consiste em duas cadeias polipeptidicas idénticas de 270 kD,
onde cada uma possui 6 sitios cataliticos: B-cetoacil-ACP-sintase (KS), malonil/acetil-
CoA-ACP-transferase (MAT), B-hidroxiacil-ACP-desidratase (DH), enoil-ACP-redutase
(ER), p-cetoacil-ACP-redutase (KR), tioesterase (TE) e um dominio transportador
(proteina carreadora de acila - ACP) necessarios para sua atividade enzimatica (Maier,
Jenni, & Ban, 2006; Maier, Leibundgut, & Ban, 2008).

Todos os sitios cataliticos participam na formagao do palmitato, onde inicialmente
a por¢cao MAT transfere um grupo acetil oriundo do acetil-CoA para a por¢cao ACP, que
por sua vez transfere o grupo acetil para o sitio KS. Cada grupo malonil também é
transferido para o sitio ACP pela por¢cdo MAT. Em seguida, o sitio KS realiza a

condensacgao do malonil-ACP com o acetil-KS através de uma descarboxilagado do grupo
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malonil. O resultado desta reagcao forma o acetoacetil-ACP, que é reduzido a butiril-ACP
pelos sitios cataliticos DH, ER e KR. O butirilF-ACP é entao transferido para o sitio KS
onde sofre uma nova condensagao com outro grupo malonil. Cada molécula de malonil
fornece dois carbonos para a reacao e este ciclo de condensacgao e redugao se repete
até a formacéao do palmitato que é entao liberado pela porg¢ao TE (Figura 2) (Little & Kridel,
2008).

iE

Figura 2. Desenho esquematico da enzima FASN em sua estrutura homodimérica. FASN em sua
estrutura em forma de “X” onde os mondmeros (representados nas cores azul ou amarelo) permitem
interagdes multiplas intra (linhas simples) e inter cadeias (linhas pontilhadas). Dominios cataliticos: KS= -
cetoacil-ACP-sintase; MAT= malonil/acetil-CoA-ACP-transferase; DH= B-hidroxiacil-ACP-desidratase; ER=
enoil-ACP-redutase; KR= B-cetoacil-ACP-redutase; TE= tioesterase; ACP= proteina carregadora de acila.
(Liu, Liu, Wu, & Zhang, 2010).

Devido a dieta rica em acidos graxos, a sintese de novo e a atividade da FASN
encontram-se em niveis baixos na maioria dos tecidos, com excec¢ao do figado, cérebro,
tecido adiposo, pulméao e glandulas mamarias lactantes onde a lipogénese enddgena é
um importante processo (Jayakumar et al., 1995; Weiss et al., 1986). Além disso, estudos
tem demonstrado que muitos tumores apresentam niveis elevados de FASN e que seus

inibidores possuem atividade antitumoral (Menendez & Lupu, 2007).
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1.4.FASN e o cancer

De todas as enzimas envolvidas na sintese de novo de acidos graxos, a FASN
mostrou ser o melhor alvo terapéutico por sua distribuicdo e baixa expressdo em células
normais. Ainda, uma série de estudos tem demonstrado que sua expressao se encontra
elevada em diferentes tipos tumorais como cancer de mama, préstata, bexiga, ovario,
reto, eséfago, estomago, pulmao, tiredide, cabega e pescog¢o, boca e endométrio
(Kuhajda, 2000; Menendez & Lupu, 2007) e esta associada ao progndstico na maioria
destas neoplasias malignas. No entanto, apesar de sua superexpressdo estar bem
estabelecida em células tumorais, os mecanismos pelos quais isso ocorre ainda nao
foram totalmente esclarecidos.

Diferentes estudos tém associado a expressdo de FASN com a via de proliferacéo
PI3K/AKT. Nesta cascata de sinalizacao, receptores de fatores de crescimento ao serem
ativados, levariam a consequente ativacao da cascata PISK/AKT. A AKT ativada, por sua
vez, estimularia a sintese de fatores de transcricdo, como por exemplo o SRBP1c, que
entdo causaria um aumento na transcricdo da FASN. Essa teoria tem como suporte o
fato de que ao se inibir a cascata da PI3SK/AKT uma diminuicdo da expressao de FASN e
de seu fator de transcricdo também podem ser vistas (Van de Sande, De Schrijver,
Heyns, Verhoeven, & Swinnen, 2002).

A necessidade de produgcdo enddégena de FASN tem sido atribuida ainda, a
manutencdo dos niveis de lipideos necessarios para os processos vitais de células
altamente proliferativas como a palmitoilagao de proteinas, restauracdo do potencial de
oxidagao através do consumo de NADPH em condi¢gbdes de hipoxia, além da regulagao
dos “lipid rafts”, estruturas da membrana plasmatica que regulam a sinalizagéo celular,
trafico intracelular de moléculas, polarizagdo, migragao e invasado de células tumorais
(Coleman, Bigelow, & Cardelli, 2009; Swinnen et al., 2003).

A alta expressdao de FASN, também tem sido ligada a um pior prognéstico e
resisténcia a quimioterapia (Wu, Qin, Fako, & Zhang, 2014). Estudos utilizando inibidores,
mostraram que sua inibicdo levou a uma diminuicao na proliferagao celular, com posterior

morte por apoptose (Li et al., 2001; Pizer, Chrest, DiGiuseppe, & Han, 1998; Zhou et al.,
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2003). Ainda, ao se inibir a FASN, pode-se observar uma parada no ciclo celular e

aumento na sobrevida de modelos xenograficos (Flavin, Peluso, Nguyen, & Loda, 2010).

1.5.Inibidores da FASN

Muitos estudos tém demonstrado que a FASN pode se tornar um alvo terapéutico
de grande relevancia pois esta superexpressa e associada a um pior prognéstico em
diferentes tipos de cancer. Além disso, como descrito anteriormente, estudos que
utilizaram inibidores da FASN mostraram o importante papel desta enzima para a

sobrevivéncia e proliferacao das células neoplasicas.

Atualmente, sdo conhecidas diversas substancias com potencial para inibir a
atividade da FASN. Entre elas as mais conhecidas s&o: cerulenina, C75, orlistate, C93 e
polifendis naturais (Flavin et al., 2010; Mullen & Yet, 2015). A cerulenina, é um produto
metabdlico do fungo Cephalosporum caerulens, que tem poder de inibir a biossintese de
esterdis e acidos graxos (Flavin et al., 2010). A cerulenina foi o primeiro composto a
mostrar atividade inibitéria da FASN ligando-se ao dominio KS, e assim impedindo a
condensacao entre o acido graxo alongado e residuos de acetil e malonil (Mullen & Yet,
2015). Este composto mostrou ter atividade antitumoral em células de cancer de mama,
melanoma, céancer ocular e ovariano (Pizer et al.,, 1996). No entanto, a cerulenina
apresenta instabilidade quimica devido a um grupo epoxi altamente reativo e
consequentemente efeitos toxicos que impedem sua utilizagdo em modelos animais (Lupu
& Menendez, 2006).

Na tentativa de diminuir os efeitos adversos e melhorar a estabilidade da
cerulenina, o composto C75 foi sintetizado (Kuhajda et al., 2000). Ele apresenta efeito
inibitério da FASN ao se ligar aos dominios KS, ER e TE (Rendina & Cheng, 2005). Assim
como a cerulenina, apresenta atividade antitumoral em células de cancer de mama sendo
0 seu uso a primeira evidéncia in vivo da diminuicdo da progressao tumoral devido ao
bloqueio da FASN. Apesar dos esforcos em diminuir os efeitos adversos, o composto C75

promove perda de peso e anorexia em estudos in vivo (Kuhajda et al., 2000).
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O farmaco orlistate (ORL), foi originalmente desenvolvida para o tratamento da
obesidade pois € um inibidor de lipases pancreaticas no trato gastrointestinal. No entanto,
este composto mostrou ser um inibidor irreversivel de FASN ao se ligar ao dominio
tioesterase (TE), o qual é responsavel por terminar a produgdo do palmitato (Kridel,
Axelrod, Rozenkrantz, & Smith, 2004). O orlistate apresenta alguns problemas para sua
utiizagdo como droga antitumoral pois €é extremamente insoluvel, tem baixa
permeabilidade e possui baixa biodisponibilidade (Lupu & Menendez, 2006). Apesar
disso, muitos estudos tém demonstrado que o orlistate tem poder de inibir a FASN
diminuindo a proliferagdo e causando morte celular programada em diferentes tipos de
linhagens tumorais (Agostini et al., 2014; Carvalho et al., 2008; Mullen & Yet, 2015;
Seguin et al., 2012). Atualmente existe um esforgco da industria farmacéutica para
desenvolver analogos ao orlistate eliminando seus problemas farmacolégicos (Mullen &
Yet, 2015).

Muitos compostos naturais tém mostrado poder de inibir a FASN e entre eles
podemos citar o polifenol epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Mullen & Yet, 2015). O
EGCG, um composto derivado do cha verde, mostrou possuir atividade apoptoética e
capacidade de impedir a formacao e desenvolvimento de tumores em modelos animais
(Brusselmans, De Schrijver, Heyns, Verhoeven, & Swinnen, 2003). Outro inibidor
recentemente sintetizado para tentar eliminar os efeitos adversos da cerulenina e do C75
foi a molécula C93 (ou FAS93). Este composto mostrou atividade antitumoral em modelos
animais para cancer de pulméao de células ndo-pequenas e ovario. Mais importante, este
composto ndo causou anorexia ou perda de peso nos animais (Orita et al., 2007). Além
disso, devido ao potencial antitumoral que os inibidores da FASN apresentam, grandes
industrias farmacéuticas como Glaxo, AstraZeneca e Merck, ja4 demonstraram interesse
em desenvolver moléculas mais especificas e que sejam menos téxicas e causem menos
efeitos adversos (Mullen & Yet, 2015).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal estudar os efeitos da inibicdo da enzima
acido graxo-sintase (FASN) sobre a viabilidade celular e taxas de apoptose em diferentes

linhagens celulares de cancer de colo de utero.

2.1.Objetivos especificos

1. Verificar e comparar a expressao proteica da FASN nas linhagens de cancer de
colo de utero SiHa, HelLa, C-33A e ME-180.

2. Verificar e comparar o efeito do inibidor de FASN, orlistate, na viabilidade celular
das linhagens SiHa, HelLa, C-33A e ME-180.

3. Avaliar e comparar os efeitos da inibicdo da FASN apods tratamento com orlistate
na indugao de apoptose em linhagens SiHa, HeLa, C-33A e ME-180.

4. Comparar os efeitos da inibichio da FASN nas diferentes linhagens

correlacionando com a agressividade destas células.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Cultura de Células

Para a realizagao deste trabalho foram utilizadas as linhagens de cancer cervical
humano, SiHa (HPV 16-positiva), HeLa (HPV 18-positiva), C-33A (HPV-negativa), e ME-
180 (célula derivada de sitio metastatico e HPV 68-positiva). Todas as quatro linhagens
foram adquiridas da ATCC e gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Massimo Loda do
Departamento de Oncologia do Hospital Dana-Farber, Harvard. As linhagens SiHa, HelLa
e C-33A foram mantidas em meio de cultura DMEM Low Glicose (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, Grand
Island, NY) e mantidas em estufa a 37C e atmosfera de 5% de CO,. A linhagem ME-180
foi mantida nas mesmas condi¢des utilizando meio de cultura RPMI (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) também suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL,
Grand Island, NY).

3.2.0btencgao da solugao de orlistate

Orlistate (ORL) foi extraido de capsulas de Xenical de acordo com Knowles e
colaboradores (Knowles, Axelrod, Browne, & Smith, 2004). O conteudo de uma capsula
foi solubilizado durante 30 minutos em 1 mL de etanol e centrifugado durante 5 min a
12.000 g. O sobrenadante (250 mM de orlistate) foi mantido a -80 °C.

3.3.Western Blottting

As células C-33A, HeLA, ME-180 e SiHa foram plaqueadas em placas de 100mm
e mantidas em cultura por 48 horas. Apds, o meio de cultura foi descartado e meio de
cultura sem suplementacdo de SFB foi adicionado. Posteriormente ao periodo de
incubagao, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com PBS e lisadas com
tampao de lise contendo 10% de sacarose, 1% de NP-40, 20mM de Tris-HCI pH 8,0,
137mM de NaCl, 10% de glicerol, 2mM de EDTA suplementado com inibidores de
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protease de acordo com o fabricante (Complete Mini Cocktail EDTA-free, Roche
Diagnostics — Mannheim, Alemanha) e inibidores de fosfatases (0.1 mM de NaF e 2 mM
de NazVO4 e 1 mM de PMSF). A solugao proteica foi mantida no gelo por 30 minutos,
sendo homogeneizada a cada 10 minutos. Depois deste periodo, foi realizada
centrifugagédo a 14.000 g por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram coletados. A
concentracdo de proteina total dos extratos proteicos foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se o reagente de Bradford (Biorad, E.U.A.) e um
espectrofotdmetro Spectronic Genesys 2 ajustado para 595nm. Quantidades iguais de
proteinas de cada extrato celular (30ug) foram misturadas com um tampao redutor de
amostra concentrado quatro vezes (8% de SDS, 0,25M de Tris-HCI pH 6,8, 30% de
glicerol e 0,2% de azul de bromofenol), contendo 20% do volume total de DL-Ditiotreitol
(DTT, Sigma, E.U.A.), fervidas por 5 minutos e separadas eletroforeticamente em géis de
poliacrilamida- SDS a 8%. Em seguida, as proteinas foram transferidas para membranas
de nitrocelulose (Hybond, GE Healthcare, E.U.A.) e coradas com "Ponceau S" (Sigma,
E.U.A.) para verificar a eficacia da transferéncia. Apds bloqueio por 1Th em solugéo a 5%
de leite em pd desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tampao contendo 20mM de Tris-
HCI pH 7,6, 150mM de NaCl e 1% de Tween 20 (TBST), as membranas foram incubadas
overnight com anticorpos primarios anti-FASN (1:3.000, Transduction Laboratories,
E.U.A) e anti-pB-actina (1:40.000, clone AC-15, Sigma, E.U.A). O anticorpo contra a
proteina de citoesqueleto B-actina foi usado como controle da quantidade da proteina
aplicada em cada canaleta. Depois de lavadas e incubadas com anticorpo secundario
anti-mouse fluorescente 1:100 (Abcam) as reagdes foram reveladas através do aparelho
UVITEC utilizando filtros ultravioleta para deteccdo de fluorescéncia. Imagens
sequenciais de 30 segundos foram obtidas até que a saturagao da reacao foi atingida.
Analises densitométricas das bandas relativas a quantidade de proteinas FASN e -
actina foram realizadas em software Image J (National Institutes of Health, Bethesda,
MD).
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3.4.Contagem celular

As linhagens celulares foram plaqueadas (5X10° células) em placas de 24 pocos,
e mantidas em cultura por 48 horas. Apds, o meio de cultura foi removido e as células
foram incubadas durante 24 horas com meio de cultura sem suplementacdo de SFB.
Meio de cultura contendo SFB foi adicionado novamente e as células foram tratadas com
orlistate 300 uM por 24, 48 e 72 horas de acordo com Carvalho e colaboradores (Carvalho
et al., 2008). Apds, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas com 0,25% tripsina/EDTA, e o meio de cultura foi adicionado. As amostras
foram analisadas utilizando citdmetro de fluxo FACSVerse (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA).

3.5. Citometria de fluxo para Anexina V/IP

Para determinar o tipo de morte celular, as linhagens celulares foram tratadas com
orlistate nas concentragdes de 200 uM, 300 uM e 400 uM durante 48 horas de acordo
com Carvalho e colaboradores (Carvalho et al., 2008). Apdés o tratamento, o
sobrenadante foi recolhido, as células foram lavadas, tripsinizadas, e centrifugadas
durante 6 minutos na velocidade de 300 g. O sobrenadante foi descartado, as células
foram incubadas com 0,75 uL/amostra de anexina (quatroG, Porto Alegre, RS, BR) e 15
uL/amostra de iodeto de propidio (quatroG, Porto Alegre, RS, BR), diluidos em 150 uL de
tampao de ligacéo (0,1 M de HEPES/NaOH ph 7,4, 1,4 M de NaCl e 25 mM de CacCly),
por 15 minutos a temperatura ambiente. Foram utilizados como controle positivo de
apoptose, cisplatina 100 uM, e como controle positivo de necrose, Triton X-100 0,1%. As
amostras foram analisadas em citdbmetro de fluxo FACSVerse (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA).

3.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médiat DP (desvio padréo) de trés

experimentos em ftriplicata. Para distribuicdo paramétrica, os dados foram analisados
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utilizando andlise de uma via de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey no
programa Graph Pad Prism 5. Para distribuicdo n&o-paramétrica dos dados foi utilizado

o Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Os resultados foram considerados

significativos para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1.Expressao da proteina FASN nas linhagens de céancer de colo de utero

Para verificar a presenga da proteina FASN nas linhagens celulares de cancer
cervical SiHa (HPV 16-positiva), HeLa (HPV 18-positiva), C-33A (HPV-negativa), e ME-
180 (célula derivada de sitio metastatico), as células foram cultivadas até atingirem a
subconfluéncia e os niveis de FASN foram determinados através de separacao
eletroforética seguida por reagdo de Western Blottting. Como pode ser visto na Figura
3A, todas as linhagens estudadas apresentaram imunopositividade para FASN. No
grafico mostrado na Figura 3B nota-se que as linhagens SiHa e HelLa apresentaram

niveis mais elevados quando comparado com as demais linhagens.

A
C-33 A Hela ME-180 SiHa

wsw FASN
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Niveis relativos de FASN @

C-33A HelLa ME-180 SiHa

Figura 3. Expressao da proteina FASN nas linhagens de cancer de colo de utero. Os niveis da proteina
FASN normalizados pelo controle endégeno B-actina foram maiores nas células HeLa e SiHa quando
comparadas as células C-33A e ME-180. Resultado representativo de um Unico experimento.
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4.2.Inibicdo da FASN com Orlistate reduz a viabilidade de células de cancer de colo

de utero

Para avaliar os efeitos citotoxicos do ORL, as linhagens celulares SiHa, HelLa, C-
33A e ME-180 foram plaqueadas e tratadas com 300 uM de ORL durante 24, 48 e 72
horas. A contagem das células viaveis foi realizada em citémetro de fluxo. Na Figura 4
podemos observar que o tratamento com ORL por 48 e 72 horas reduziu
significantivamente o numero de células viaveis da linhagem C-33A em comparagao aos
respectivos controles. Além disso, podemos observar que a reducao ocorreu de maneira

tempo-dependente.
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Figura 4. Tratamento da linhagem celular C-33A com ORL 300 uM durante 24, 48 e 72 horas. O
tratamento com ORL por 48 e 72 horas reduziu significantemente o nimero de células viaveis da linhagem
C-33A em comparagao aos respectivos controles. Os valores representam médiat desvio padrao de n=3.

Os dados foram analisados através do Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Dunn. Valores
significativos para p<0,05.

Assim como para a linhagem C-33A, o tratamento com 300 uM de ORL também
reduziu o numero de células viaveis da linhagem HelLa apds 48 e 72 horas em relagao
aos respectivos controles (Figura 5), com maxima redugao apds 48 horas de tratamento.
Além disso, houve uma redugao importante do numero de células no grupo controle apés

48 horas de incubacgao seguido de recuperagao apos 72 horas de tratamento, o que nao
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foi observado no grupo tratado com ORL. Este fenébmeno se repetiu em 3 experimentos

independentes e, portanto, o que levou a este efeito necessita ser melhor investigado.
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Figura 5. Tratamento da linhagem celular HeLa com ORL 300 puM durante 24, 48 e 72 horas. O
tratamento com ORL por 48 e 72 horas reduziu significantemente o nimero de células viaveis da linhagem
HelLa em comparagéo aos respectivos controles. Os valores representam médiat desvio padrao de n=3.
Os dados foram analisados através do teste ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos
para p<0,05.

A linhagem ME-180 também apresentou uma redugdo no numero de células

viaveis, que ja pode ser observada a partir de 24 horas de tratamento. Além disso, esta

reducao foi tempo-dependente (Figura 6).
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Figura 6. Tratamento da linhagem ME-180 com ORL 300 uM durante 24, 48 e 72 horas. O tratamento

com ORL por 24, 48 e 72 horas reduziu significantemente o nimero de células viaveis da linahgem ME-

180 em comparagao aos respectivos controles. Os valores representam médiat desvio padrdo de n=3. Os

dados foram analisados através do teste ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos para
p<0,05.

Quando avaliamos o efeito do ORL nas células SiHa tratadas observamos uma
reducdo no numero de células viaveis em comparagao aos respectivos controles para os
tempos de 48 e 72 horas (Figura 7). Além disso, podemos observar uma redugao tempo-

dependente a partir de 48 horas de tratamento com ORL.
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Figura 7. Tratamento da linhagem SiHa com ORL 300 uM durante 24, 48 e 72 hora. O tratamento com
ORL por 48 e 72 horas reduziu significantemente o nimero de células viaveis da linhagem SiHa em
comparagao aos respectivos controles. Os valores representam médiat desvio padrdao de n=3. Os dados
foram analisados através do Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Dunn. Valores significativos
para p<0,05.

Os indices de morte celular também foram comparados entre as células de cancer
de colo de utero submetidas ao tratamento com ORL por 24 horas. Entretanto, nao
observamos diferengas significativas entre as linhagens estudadas neste tempo (Figura
8A). Apds 48 horas de tratamento, as células HelLa apresentaram maior porcentagem de
morte celular quando comparada com as células C-33A e ME-180 (Figura 8B). Além
disso, apds 72 horas de tratamento com ORL, a linhagem ME-180 apresentou menor
porcentagem de morte celular quando comparada com as células HelLa e SiHa (Figura
8C).
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Figura 8. Analise comparativa dos indices de morte celular entre as linhagens de cancer de colo de
utero submetidas ao tratamento com 300 uM durante os tempos de 24 horas (A), 48 horas (B) e 72
horas (C). Os valores representam médiat desvio padrdo de um n=3. Os dados foram analisados através
do Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Dunn. Valores significativos para p<0,05.

4.3.0 tratamento com Orlistate induz apoptose nas linhagens celulares de cancer

de colo de utero

Para investigar se a redugao na viabilidade celular esta relacionada com os
mecanismos de apoptose e necrose, foi realizado citometria de fluxo com dupla marcagao
para Anexina V e iodeto de propidio. As linhagens celulares de cancer de colo de utero

foram submetidas ao tratamento com ORL nas concentragdes de 200 uM, 300 uM e 400

uM por um periodo de 48 horas.
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Figura 9. Analise de citometria de fluxo para apoptose, apoptose tardia e necrose apés 48 horas de
tratamento com 200 pM, 300 uM e 400 uM de ORL nas linhagens celulares C-33A (A), HeLa (B), ME-
180 (C) e SiHa (D). Todas as linhagens apresentaram aumento no niumero células apoptéticas em todas
as concentragdes quando comparadas ao controle.

Como demostrado na Figura 9, as linhagens celulares de C-33A (Figura 9A), HeLa
(Figura 9B), ME-180 (Figura 9C) e SiHa (Figura 9D) apresentaram um aumento de células
em apoptose em todas os tratamentos, quando comparadas aos controles. Também
podemos observar que a proporcao de células em apoptose inicial e tardia acompanhou
o0 aumento das concentragdes, a excegao da linhagem C-33A, que se manteve constante.
Além disso, podemos observar que nao houve um aumento significativo na proporgao de
células marcadas por iodeto de propidio, mostrando que a diminuicdo na viabilidade

celular ndo esta ocorrendo por necrose.

25



A analise estatistica referente a Figura 9A esta representada na Figura 10.
Observamos que todas as concentragdes estudadas reduziram significativamente a
viabilidade das células C-33A (Figura10A). Além disso, o tratamento com ORL aumentou
significativamente as taxas de apoptose (Figura 10B) e apoptose tardia (Figura 10C). As

taxas de necrose nao foram alteradas nas células tratadas com ORL (Figura 10D).
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Figura 10. Citometria de fluxo com dupla marcacao para Anexina V e iodeto de propidio. Analise dos
resultados obtidos através da citometria de fluxo revelaram uma redugéo das células viaveis (A) e aumento
das taxas de apoptose (B) e apoptose tardia (C) sem afetar os indices de necrose (D) em relagdo ao
controle apds 48 horas de tratamento com ORL na linhagem celular C-33A. Os valores representam médiazt
desvio padrao de n=3. Os dados foram analisados através do Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo Teste
de Dunn. Valores significativos para p<0,05.

O tratamento da linhagem HelLa com 300 uyM e 400 uM de ORL, reduziu
significativamente a viabilidade (Figura 11A) e aumentou as taxas de apoptose (Figura

11B) e apoptose tardia (Figura 11C) sem afetar as taxas de necrose (Figura 11D).
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Figura 11. Citometria de fluxo com dupla marcacao para Anexina V e iodeto de propidio. Analise dos
resultados obtidos através da citometria de fluxo revelaram uma redugéo das células viaveis (A) e aumento
das taxas de apoptose (B) e apoptose tardia (C) sem afetar os indices de necrose (D) em relagdo ao
controle apés 48 horas de tratamento com ORL na linhagem celular HeLa. Os valores representam médiat
desvio padrao de n=3. Os dados foram analisados através do Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo Teste
de Dunn. Valores significativos para p<0,05.

Para a linhagem celular ME-180 podemos observar uma redugao significativa na
viabilidade celular apés 48 horas de tratamento com 200 uM, 300 uM e 400 uM de ORL
(Figura 12A). Além disso, os indices de apoptose (Figura 12B), apoptose tardia (Figura
12C) e necrose (Figura 8D) foram significativamente aumentados em todas as
concentragdes utilizadas de ORL. Além disso, a partir de 300 uM houve aumento dose-

dependente das taxas de apoptose, apoptose tardia e necrose.
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Figura 12. Citometria de fluxo com dupla marcacao para Anexina V e iodeto de propidio. Analise dos
resultados obtidos através da citometria de fluxo revelaram uma redugéo das células viaveis (A) e aumento
das taxas de apoptose (B) apoptose tardia (C) e necrose (D) em relagao ao controle apds 48 horas de
tratamento com ORL na linhagem celular ME-180. Os valores representam médiat desvio padrao de n=3.
Os dados foram analisados através do Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Dunn. Valores

significativos para p<0,05.

A inibicao farmacoldgica da FASN com ORL promoveu uma redugao significativa
da viabilidade de células SiHa tratadas com 300 uM e 400 uM de ORL apés 48 horas de
tratamento (Figura 13A) e um aumento nas taxas de apoptose e apoptose tardia quando
comparadas ao controle (Figura. 12B e 12C). As taxas de necrose foram
significativamente elevadas nas células SiHa em todas as concentragdes utilizadas.
Podemos observar ainda que houve um aumento dose-dependente das taxas de

apoptose a partir de 200 uM e das taxas de apoptose tardia a partir de 300 uM.
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Figura 13. Citometria de fluxo com dupla marcagao para Anexina V e iodeto de propidio. Analise
dos resultados obtidos através da citometria de fluxo revelaram uma redugéo das células viaveis (A) e
aumento das taxas de apoptose (B) apoptose tardia (C) e necrose (D) em relagao ao controle apds 48
horas de tratamento com ORL na linhagem celular SiHa. Os valores representam médiat desvio padrao
de um n=3. Os dados foram analisados através do Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Dunn.
Valores significativos para p<0,05.

A analise comparativa da porcentagem de células viaveis em relagéo ao controle
demonstrou que o tratamento com 200 uM de ORL afetou a linhagem celular C-33A em
maior proporg¢ao quando comparada com a linhagem HelLa e ME-180 e o tratamento com
400 uM reduziu a viabilidade da linhagem SiHa em maior propor¢ao que as demais
células analisadas (Figura 14A).

Os niveis de apoptose (Figura 14B) da linhagem SiHa foram maiores quando
comparados aos das Hela para a concentragdo de 200 uM e maiores que as linhagens
C-33A e HelLa para a concentragdao de 300 uM de ORL. Ainda, a linhagem SiHa

apresentou maiores niveis de apoptose que as demais células na concentragao de 400
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uM (Fig. 14B). Nas concentrag¢des de 200 uM e 300 uM, a linhagem ME-180 apresentou

maiores taxas de apoptose que a linhagem C-33A (Figura 14B).
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Figura 14. Analise comparativa dos resultados da citometria de fluxo com dupla marcagao para
Anexina V e iodeto de propidio entre as linhagens C-33A, HeLa, ME-180 e SiHa. As analises
comparativas entre as linhagens revelaram que de um modo geral, os niveis de apoptose e apoptose tardia
da linhagem SiHa tratadas com 200 yM, 300 uM e 400 uM de ORL foram maiores quando comparado com
as demais linhagens celulares. Os dados foram analisados através do Teste de Kruskall-Wallis seguido
pelo Teste de Dunn. Valores significativos para p<0,05.

Na Figura 14C, podemos observar que os niveis de apoptose tardia da linhagem SiHa
tratadas com 200 uM, 300 uM e 400 uM de ORL foram maiores quando comparado com

as demais linhagens celulares. Na figura 14D, os indices de necrose nao foram
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significativamente diferentes entre as linhagens celulares tratadas com 200 uM de ORL.
Para a concentragao de 300 uM, a linhagem SiHa apresentou um aumento dos niveis de
necrose quando comparadas com as linhagens HeLa e C-33A. Com relagdo ao
tratamento na concentragao de 400 uM de ORL, observamos que a linhagem SiHa obteve
uma populacdo de células necréticas maiores que da HelLa. Ja a linhagem ME-180

obteve maiores taxas de necrose quando comparada com a linhagem Hel a.
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5. DISCUSSAO

Células tumorais sintetizam a maior parte dos acidos graxos que necessitam
através da sintese de novo de acido graxos (Medes et al., 1953; Swinnen et al., 2003).
Por sua vez, os acidos graxos sao transformados em lipidios de membrana, fornecem
energia e podem estimular vias de sinalizagao.

Como principal enzima da sintese de novo, encontramos a acido graxo-sintase
(FASN), responsavel por produzir palmitato através da condensag¢ao de malonil-CoA e
acetil-CoA (Little & Kridel, 2008). A FASN encontra-se em baixa expressao na maioria
dos tecidos normais e em elevada expressao em tecidos tumorais (Kuhajda, 2000).
Ainda, estudos onde a FASN foi inibida, mostraram uma reducao na proliferagao, parada
no ciclo celular e morte por apoptose (Lupu & Menendez, 2006).

Neste trabalho, foi investigado a expressao da FASN, bem como os efeitos de sua
inibicdo, em diferentes células de cancer de colo de utero. Para tanto, foi utilizado a droga
orlistate (ORL), ja conhecida por causar diminuicdo na viabilidade celular e morte por
apoptose em cancer de mama, leucemia, linfoma, melanoma e cancer colorretal
(Carvalho et al., 2008; Chuang, Chang, & Hwang, 2011; Grube et al., 2014; Kridel et al.,
2004; Pallasch et al., 2008). Ainda, o ORL foi capaz de reduzir o desenvolvimento de
tumores em modelos xenograficos ou ortotopicos de melanoma, cancer de mama e
carcinoma espinocelular oral (Carvalho et al., 2008; Kridel et al., 2004). Contudo, até o
momento, nenhum estudo foi publicado associando a presenca da FASN com o
desenvolvimento do cancer de colo de utero ou os efeitos promovidos pelo ORL.

Assim como ja descrito para outras neoplasias, nossos resultados indicam que a
inibicdo da FASN pelo ORL foi capaz de diminuir a proliferacao celular e causar apoptose
nas linhagens de cancer cervical humano C-33A, HelLa, ME-180 e SiHa. No entanto, as
linhagens SiHa e Hela, que apresentaram uma maior expressao de FASN, também
mostraram uma maior reducdo na proliferagdo celular quando comparadas com as
linhagens C-33A e ME-180. Entre todas as linhagens estudadas a que apresentou menor
expressao de FASN foi a linhagens ME-180, que foi também a célula com menor redugao
na proliferagcao celular. Ainda, a linhagem SiHa, foi a que apresentou maior porcentagem

de células apoptoticas em todas as concentragdes de ORL utilizadas. Também foi
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possivel verificar que a diminuicdo na viabilidade ocorreu por apoptose e ndo por necrose,
visto que, a porcentagem de células em necrose foi baixa em todas as linhagens, apés o
tratamento com ORL.

Contudo, até o momento o mecanismo pelo qual a inibicdo da FASN retarda o
desenvolvimento de neoplasias nao foi totalmente esclarecido. Alguns estudos sugerem
que ao inibir a FASN ocorra uma diminuigao na disponibilidade de fosfatidilcolina, um dos
principais lipidios afetados pela modulacdo da FASN, causando a escassez de
fosfolipidios necessarios para sintetizar a membrana celular de novas células (Lupu &
Menendez, 2006). Também, foi proposto que a inibigdo da FASN levaria a um a acumulo
de malonil-CoA, com consequente inibicdo da carnitina-palmitoil transferase |, que por
sua vez levaria ao acumulo de ceramida e indugado dos genes pré-apoptéticos BNIP3,
TRAIL e DAPK2 (Bandyopadhyay et al., 2006; Pizer et al., 2000). Além disso, uma grande
quantidade de fosfolipidios € necessaria durante a fase G1 e S do ciclo celular e
consequentemente, o bloqueio da FASN levaria a uma alteragao da replicacdo do DNA,
causando assim uma parada no ciclo celular antes da fase G1 (Zhou et al., 2003).

Recentemente, estudos tem ligado a FASN com a replicagao viral e entrada do
virus na célula hospedeira. Yang e colaboradores, foram os primeiros a mostrar que a
expressao da FASN esta aumentada na infecgao pelo virus da hepatite C e que sua
presenca facilitaria a replicagao viral (Yang et al., 2008). Outro estudo realizado com
pacientes infectados pelo HIV, observou que a concentragdo de FASN no plasma desses
pacientes era significativamente maior quando comparado com pacientes nao infectados
(Aragones et al., 2010). Ainda, estudos posteriores tém relacionado a FASN com a
infeccao pelo virus da Dengue, Hepatite B e pelo virus sincicial respiratério (Heaton et
al., 2010; Ohol, Wang, Kemble, & Duke, 2015; Zhang et al., 2013). No entanto, nenhum
estudo foi publicado correlacionando a expressdo da FASN e a infecgcdo pelo
papilomavirus humano (HPV).

O HPV infecta as células da camada basal do epitélio uterino, causando uma
instabilidade genética das células infectadas, que pode gerar lesdes intraepiteliais. Essas
lesdes, algumas vezes, quando nao diagnosticadas e tratadas podem progredir e gerar
o cancer de colo de utero (Ostor, 1993). A primeira fase do cancer de colo de utero é

chamada de carcinoma in situ (McCredie et al., 2008). Nesta fase as células cancerigenas
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ficam limitadas a camada superficial do epitélio, local onde ainda ndo ha grande
vascularizacdo e oxigenagao (INCA, 2012). Além disso, em condi¢des de hipdxia,
grandes quantidades de lactato sdo produzidas pela glicélise aerdbica, prejudicando a
cadeia respiratoria. A FASN por sua vez tem a capacidade de realizar um balanco redox
ao consumir NADPH em excesso, favorecendo a respiragdo oxidativa (Hochachka,
Rupert, Goldenberg, Gleave, & Kozlowski, 2002). Outra vantagem que a presenga da
FASN fornece é a possibilidade dos acidos graxos necessarios para produzir fosfolipidios
de membrana serem produzidos diretamente pelas células neoplasicas, nao
necessitando de um aporte sanguineo para o fornecimento de lipideos exdégenos. Essas
vantagens fornecem as células tumorais uma maior capacidade de proliferacéo e
sobrevivéncia em comparacgao a células adjacentes (Baron, Migita, Tang, & Loda, 2004).
Por isso, a ativacdo da FASN em lesdes pré-malignas e em fases iniciais do cancer de
colo de utero pode representar uma estratégia para suprir as necessidades lipidicas e
gerar o equilibrio redox requeridos pelas células (Menendez, Colomer, & Lupu, 2005).

Os dados da literatura que correlacionam a infecgao pelo HPV e os niveis de FASN
sao escassos. O presente trabalho, demonstrou pela primeira vez que diferentes
linhagens celulares de cancer cervical humano expressam FASN de forma diferencial, e
podem ser afetadas por sua inibigdo farmacolégica. Além disso, as células SiHa que sao
infectadas pelo HPV16, parecem ser mais sensiveis a inibigdo farmacolégica da FASN
com o ORL, quando comparada com as demais linhagens celulares. Cabe ressaltar que
a infecgao pelo HPV16 é uma das mais comumente associadas ao desenvolvimento do
cancer cervical humano e a linhagem SiHa é, dentre as linhagens estudadas, a que tém
maiores niveis de FASN. Além disso, quando inoculada em camundongos nude, esta
linhagem resulta em tumores pouco diferenciados grau 3, mais agressivos que o0s
tumores promovidos pela linhagem ME-180 (infectada pelo HPV 68), que resulta em
tumores bem diferenciados (ATCC, 2016).
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho, demonstrou pela primeira vez que diferentes linhagens
celulares de cancer de colo de utero, infectadas ou ndo pelo virus HPV, expressam FASN
de forma desigual e podem ser afetadas pela inibigdo farmacolégica da mesma com ORL.
Estes resultados indicam que a FASN pode ser importante para a manutencdo da
proliferacdo das linhagens celulares SiHa, HelLa, C-33A e ME-180. Ainda, estudos
adicionais sao necessarios para auxiliar o entendimento dos mecanismos causados pela
inibicdo da FASN e na caracterizacdo desta enzima como um alvo terapéutico para

cancer de colo de utero.
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