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RESUMO 
 

A ácido graxo sintase (FASN) é a principal enzima envolvida na 

lipogênese neoplásica e apontada como uma oncoproteína metabólica por 

favorecer o crescimento e sobrevivência das células tumorais, nas quais sua 

expressão é em geral elevada. Vários são os compostos capazes de inibir a 

atividade de FASN, dentre eles o orlistat (Xenical®), que possui efeitos 

antineoplásicos em cânceres de mama e próstata e nos melanomas. O carcinoma 

espinocelular (CEC) representa aproximadamente 90% de todas as neoplasias 

malignas que acometem a cavidade oral, sendo diagnosticado em estágios 

avançados em grande parte dos casos. Nestes pacientes, geralmente com 

metástases, é realizada uma abordagem sistêmica com agentes quimioterápicos 

como a cisplatina, o 5-fluorouracil (5-FU) e o paclitaxel, de maneira isolada ou 

combinada. Este trabalho tem como objetivo investigar in vitro se cisplatina, 5-FU 

ou paclitaxel potencializam o efeito antitumoral do orlistat no CEC oral. Para isto, 

células de CEC de língua altamente metastáticas (SCC-9 LN1) foram tratadas com 

estas drogas isoladamente ou combinadas com orlistat e avaliadas com relação às 

taxas de apoptose e necrose, progressão do ciclo celular e secreção de VEGFA e 

VEGFA165b. As maiores taxas de apoptose foram encontradas com o uso da 

combinação de orlistat com paclitaxel, após 48 horas de tratamento. Com relação 

ao ciclo celular, houve acúmulo de células na fase S com a combinação de orlistat 

com cisplatina e na fase G2 com a combinação de orlistat com paclitaxel. O 

tratamento das células SCC-9 LN1 com os agentes quimioterápicos reduziu a 

secreção dos fatores VEGFA e VEGFA165b, em comparação ao tratamento com 

orlistat isolado ou em combinação. Em conjunto, estes resultados mostram a 

existência de sinergismo na combinação de orlistat com paclitaxel com evidente 

potencialização do efeito pró-apoptótico nas células derivadas de CEC oral 

metastático. 

Palavras chave: Ácido graxo sintase. Orlistat. Cisplatina. 5-Fluorouracil. Paclitaxel.  
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ABSTRACT 
 

Fatty acid synthase (FASN) is the main enzyme involved in the 

neoplastic lipogenesis. The expression of FASN is elevated in many tumor cells, 

suggesting a role as a metabolic oncoprotein, with the ability to promote growth 

and survival of tumor cells. There are several compounds that inhibit FASN activity, 

including orlistat. Orlistat has evident antineoplastic effects in breast and prostate 

cancers, as well as melanomas. Oral squamous cell carcinoma (OSCC), 

corresponds to approximately 90% of all cancers that affect the oral cavity, and is 

diagnosed in advanced stages in most cases. Distant metastases of OSCC are 

systemically treated with chemotherapeutic agents, such as cisplatin, 5-fluorouracil 

(5-FU) and paclitaxel. This study aims to investigate the in vitro antitumor effect of 

orlistat combined with cisplatin, 5-FU and/or paclitaxel in OSSC cells. Highly 

metastatic tongues squamous cell carcinoma cells (SCC-9-LN1) were treated with 

these drugs separately or combined with orlistat, in concentrations close to their 

respective IC50. Next, the cultures were evaluated regarding the rates of cell death 

(apoptosis and necrosis), cell cycle progression and the secretion VEGFA and 

VEGFA165b. The highest rate of apoptosis was observed with the combination of 

orlistat and paclitaxel, after 48 hours of treatment. Cell cycle analysis assay 

demonstrate as an accumulation of cells SCC-9 LN1 in the S phase, after 

incubation with the combination of orlistat with cisplatin, and in the G2 phase with 

orlistat plus paclitaxel.  The 5-FU alone, promoted accumulation of cells in the 

G1/S. Additionally, secretion of VEGFA and was VEGFA165b was inhibited in SCC-

9-LN1cells by the combined treatments. These results demonstrate the synergism 

existence of the mixture orlistat and paclitaxel with potentiation of their pro-

apoptotic effects in SCC-9 LN1 cells.  

Key Words: Fatty acid synthase. Orlistat. Cisplatin. 5-Fluorouracil. Paclitaxel.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A ácido graxo sintase (FASN) é a principal enzima envolvida na 

lipogênese neoplásica, responsável pela síntese de ácidos graxos saturados de 

cadeia longa a partir dos precursores malonil-CoA e acetil-CoA (Baron et al., 2004; 

Flavin et al., 2011). Sua expressão é elevada em vários tipos de neoplasias 

malignas, tais como câncer de mama (Bershtein et al., 2009), pulmão (Piyathilake 

et al., 2000), próstata (Rossi et al., 2003; Shah et al., 2006) e carcinoma 

espinocelular oral (CEC oral) (Silva et al., 2004), sendo apontada como uma 

oncoproteína metabólica devido a sua habilidade em favorecer o crescimento e 

sobrevivência das células tumorais. Inibidores da atividade de FASN causam 

aumento nas taxas de morte celular por apoptose em células de câncer de mama 

(Lee et al., 2009; Hsu et al., 2011), ovário (Uddin et al., 2011), endométrio 

(Menendez et al., 2004b), estômago (Dowling et al., 2009), próstata (Brusselmans 

et al., 2003; de Schrijver et al., 2003) e melanoma (Ho et al., 2007; Carvalho et al., 

2008; Zecchin et al., 2011). Como a expressão elevada de FASN está associada à 

agressividade tumoral e desenvolvimento de metástases, esta enzima é 

atualmente considerada um potencial alvo terapêutico para o tratamento 

oncológico (Menendez & Lupu, 2007; Flavin et al., 2010). 

Vários são os compostos capazes de inibir a atividade de FASN, dentre 

eles a cerulenina, seu análogo sintético c75 e orlistat (Menendez & Lupu, 2007). 

Outros inibidores, como C93, C247, FAS31, têm sido estudados com a finalidade 

de reduzir a toxicidade e melhorar a bioviabilidade oral (Flavin et al., 2010; 

Eberhard et al., 2011). O orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche 

como Xenical®) é um derivado semissintético da lipstatina, usado no tratamento da 

obesidade por inibir de forma irreversível a ação de lipases gástricas e 

pancreáticas (Guerciolini et al., 1997). Esta droga é também um potente inibidor 

da atividade de FASN, atuando através da formação de adutos covalentes com o 

domínio tioesterase, que é o responsável pela liberação do palmitato (Kridel et al., 

2004; Flavin et al., 2010). 
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Os CECs representam aproximadamente 90% de todas as neoplasias 

malignas que acometem a cavidade oral. Classicamente, a doença ocorre em 

homens entre a sexta e sétimas décadas de vida, fumantes e etilistas por vários 

anos, sendo a borda lateral da língua o local de maior incidência (Scully & Bagan, 

2009; Warnakulasuriya, 2009; Vargas-Ferreira, 2012). A disseminação metastática 

dos CECs orais ocorre principalmente através dos vasos linfáticos para os 

linfonodos cervicais ipsilaterais, sendo que cerca de 2% dos pacientes apresentam 

metástases à distância no momento do diagnóstico, mais comumente nos 

pulmões, fígado e ossos (Neville et al., 2009). A localização do tumor e seu 

estágio de desenvolvimento determinam a melhor estratégia de tratamento, que 

pode ser cirúrgico, radioterápico, quimioterápico ou combinações destes. Para 

tumores onde a cirurgia é contraindicada ou na presença de metástases, uma 

abordagem sistêmica com agentes quimioterápicos é necessária, sendo as 

principais drogas utilizadas os agentes platínicos (cisplatina e carboplatina), 

taxanos (paclitaxel e docetaxel) e drogas antimetabólicas (5-FU e metotrexato), de 

maneira isolada ou combinada (Chabner & Roberts Jr, 2005; Kowalski et al., 2005; 

Hennequin et al.,2009;  revisado por Fury & Pfister, 2011). 

Em um estudo recente realizado no laboratório de Patologia Bucal da 

FOP-UNICAMP, foram produzidas células SCC-9 capazes de expressar de forma 

estável a proteína verde fluorescente ZsGreen (Agostini et al., 2013). Estas, após 

injeção nas patas dianteiras de camundongos atímicos, formaram metástases nos 

linfonodos axilares, que foram utilizados para estabelecer a linhagem celular SCC-

9 LN1 (Agostini et al., 2013). As células desta nova linhagem são capazes de 

formar metástases nos linfonodos cervicais 15 dias apenas após a injeção na 

língua de camundongos BALB/c nude. Utilizando este modelo ortotópico de CEC 

de língua Agostini et al. (2013) observaram que os tumores primários do grupo 

tratado com orlistat apresentaram volume significativamente menor do que 

aqueles do grupo controle, com nítida redução do índice de proliferação celular. 

No entanto, o principal achado deste estudo foi uma redução de 43% no número 
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de linfonodos positivos no grupo tratado com orlistat, sugerindo que a inibição de 

FASN pode ser útil no controle da disseminação dos CECs orais. 

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo investigar in vitro se 

o bloqueio de FASN com orlistat em associação aos quimioterápicos cisplatina, 5-

FU e paclitaxel, empregados na prática clínica para o tratamento do CEC oral em 

estágios avançados, é capaz de potencializar os efeitos do orlistat isoladamente. 

Estes estudos irão servir de base para a aplicação destas combinações no modelo 

ortotópico desenvolvido por nosso grupo e avaliação in vivo do potencial clínico da 

inibição de FASN em CECs orais. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

2.1 A enzima Ácido Graxo Sintase (Fatty acid synthase - FASN) 
 

Muitos tipos de neoplasias malignas apresentam fenótipo lipogênico, 

pois suas células necessitam de um fornecimento extra de ácidos graxos (AG) 

para proliferação e sobrevivência (Kuemmerle et al., 2011). Os ácidos graxos são 

constituintes essenciais das membranas biológicas e importantes substratos para 

o metabolismo energético. As duas principais fontes de AG para o metabolismo 

animal são a dieta e a síntese endógena através de FASN. Apesar das células 

malignas aparentemente darem preferência à segunda, possuem capacidade 

recentemente demonstrada de obter AG pré-formados derivados da dieta por 

absorção na corrente sanguínea (Menendez & Lupu, 2007; Kuemmerle et al., 

2011). 

FASN é a enzima metabólica com papel central na homeostase 

energética, através da conversão do excesso de carbono em AG para 

armazenamento. Seu principal produto enzimático, o ácido graxo saturado de 16 

carbonos palmitato, é sintetizado a partir da condensação dos substratos de 

carbono acetil-CoA e malonil-CoA utilizando a nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato reduzida (NADPH) como cofator (Baron et al., 2004; Lee et al., 2009; Migita 

et al., 2009; Flavin et al., 2010). Estruturalmente (Figura 1), FASN é um 

homodímero formado por duas cadeias polipeptídicas multifuncionais, com massa 

molecular de 250-270 kDa, contendo em cada cadeia sete diferentes sítios 

catalíticos e um sítio para a proteína transportadora de acil (ACP). Esses sítios em 

ordem linear a partir da extremidade amino terminal em direção à carboxil terminal 

são β-cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-CoA transferases, β-hidroxiacil 

desidratase, enoil redutase, β-cetoacil redutase, ACP e tioesterase, que atuam em 

sequência até a liberação da molécula de ácido graxo recém-sintetizada (Wakil, 

1989; Jayakumar et al., 1995; Brink et al., 2002; Smith et al., 2003; Flavin et al., 

2010). 
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Figura 1: Conformação estrutural da enzima FASN. Homodímero formado por duas cadeias 
polipeptídicas multifuncionais contendo sete sítios catalíticos e um sítio para a proteína 
transportadora de acil (ACP). Estes sítios são, a partir da extremidade amino terminal: β-cetoacil 
sintase (responsável pela condensação dos resíduos malonil e acetil com a cadeia de ácido graxo 
em formação), acetil-CoA e malonil-CoA transferases (sítios de entrada dos substratos acetil-CoA e 
malonil-CoA para a subsequente reação de condensação), β-hidroxiacil desidratase, enoil 
redutase, β-cetoacil redutase e ACP (atuam como redutores sobre o produto formado pela β-
cetoacil sintase) e o sítio tioesterase (promove a hidrólise do palmitato). Modificado a partir de 
R.Paselk, 1997. 

 

Em tecidos normais, com exceção do fígado, glândulas mamárias e do 

tecido adiposo, é baixa a expressão e atividade de FASN. Por outro lado, nas 

células malignas, que proliferam rapidamente, os ácidos graxos podem ser 

sintetizados de novo, a fim de produzir os lipídios necessários para a formação 

das membranas, produção de energia através da β-oxidação e para modificações 

lipídicas das proteínas (Flavin et al., 2010). Dentre as neoplasias malignas que 

têm elevada expressão de FASN estão os cânceres de mama (Alò et al., 2001; Li 

et al., 2008; Bershtein et al., 2009), próstata (Shurbaji et al., 1992; Epstein et al., 

1995; Shurbaji et al., 1996; Swinnen et al., 2002; Rossi et al., 2003; Shah et al., 

2006), ovário (Alò et al., 2000; Wang et al., 2005;  Ueda et al., 2010), endométrio 
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(Pizer et al., 1998a; Sebastiani et al., 2004), esôfago (Nemoto et al., 2001; Orita et 

al., 2010), estômago (Kusakabe et al., 2002; Rossi et al., 2006), pulmão 

(Piyathilake et al., 2000; Wang et al., 2002, Visca et al., 2004), bexiga (Visca et al., 

2003), os carcinomas de células renais (Horiguchi et al., 2008), espinocelular oral 

(Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Silva et al., 2008; Silva et al., 2009), 

colorretal (Rashid et al., 1997; Ogino et al., 2009), de pâncreas (Witkiewicz et al., 

2008;  Yang et al., 2011) e da tireoide (Vlad et al., 1999), o mieloma múltiplo 

(Wang et al., 2008), melanomas (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005; de 

Andrade et al., 2011), além dos sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003) 

e linfomas não-Hodgkin (Uddin et al., 2010).  

Estudos relativamente recentes sugerem um papel oncogênico para 

FASN. Migita et al. (2009) demonstraram que a expressão de FASN em células 

epiteliais de próstata imortalizadas (PEC) provoca o crescimento e aumenta 

significativamente a proliferação celular, por inibir a via intrínseca da apoptose, 

tornando-as tumorigênicas.  Menendez  et al. (2005a) mostraram , em linhagens 

celulares de câncer de mama e de ovário, que a inibição de FASN suprime a 

expressão de ErbB2 e causa elevada regulação de PEA3, um repressor da 

transcrição de ErbB2. Knowles et al. (2004) observaram que, em linhagens 

celulares de câncer de mama, o bloqueio farmacológico de FASN ou o seu 

silenciamento através de RNAs de interferência (RNAi) diminuí a proliferação 

celular, reduz a fosforilação de pRb, aumenta os níveis de p27Kip 1  e diminui a 

quantidade de Skp2. Sendo assim, FASN parece ter uma participação ativa na 

regulação de proteínas oncogênicas relacionadas com a transformação maligna. 

A regulação da expressão de FASN no câncer é complexa e envolve 

fenômenos como transcrição e controle pós-traducional, sofrendo influências do 

microambiente tumoral (Flavin et al., 2010). Dois mecanismos principais envolvem 

a transcrição, a via do fator de crescimento epidérmico (EGF), através dos 

receptores EGFR e ErbB2, e a via dos hormônios esteroides (estrógeno, 

progesterona e andrógenos) e seus respectivos receptores (Figura 2A) (Kumar-

Sinha et al., 2003; Menendez et al., 2004c; Zhang et al., 2005; Mashima et al., 
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2009). Na superfície das células tumorais, os fatores de crescimento e seus 

receptores levam à ativação da cascata de transdução de sinais da 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K-AKT) e das quinases regulatórias de sinais 

extracelulares (ERK1 e ERK2) e MEK (proteína ERK ativada por mitógeno), as 

quais modulam a expressão de FASN através da expressão ou maturação nuclear 

das proteínas SREBP1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein 1c) que se 

ligam ao promotor de FASN. Os hormônios esteroides ligados a seus respectivos 

receptores podem desencadear mecanismos semelhantes (Menendez & Lupu, 

2007; Flavin et al., 2010). Em estudo recente, Eberhard et al. (2011) 

demonstraram que o silenciamento de SREBP1c, através de RNAi, restaura a 

sensibilidade de células HeLa, derivadas de câncer de colo de útero, aos 

mecanismos de apoptose via receptores de morte celular Fas - Fas ligante,  

possivelmente devido à inibição da expressão de FASN. No entanto, alguns 

estudos têm mostrado que a expressão de FASN envolve outros fatores de 

transcrição, tais como a família das proteínas p53 e SPOT14 (proteína nuclear 

relacionada à lipogênese), a última com altos níveis de expressão em cânceres de 

mama (D’Erchia et al., 2006; Martel et al., 2006).  

Outro mecanismo que regula a produção de FASN, contribuindo para 

sua alta expressão em células de neoplasias malignas, é o controle pós-

traducional (Figura 2B). Em estudo sobre câncer de próstata, foi descrito que a 

desubiquitinase USP2a interage com FASN e remove etiquetas de ubiquitina de 

moléculas já marcadas para a degradação no proteossomo 26S, protegendo 

FASN da degradação e aumentando sua meia-vida (Graner et al., 2004). Silva et 

al. (2008) mostraram que em CEC oral a expressão do receptor ErbB2, da enzima 

FASN  e da desubiquitinase USP2a é maior, quando comparada a epitélios 

normais. Neste mesmo estudo, houve também uma correlação positiva entre a 

expressão imunoistoquímica de ErbB2, FASN e Ki-67 com a progressão tumoral, 

maior taxa de recorrência e menor sobrevida dos pacientes.  O microambiente 

tumoral também interfere na expressão de FASN, pois tumores sólidos 

apresentam privação de nutrientes, hipóxia e baixo pH, o que contribui para a 
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ativação de várias vias de sinalização que promovem a progressão tumoral e 

regulam a expressão de FASN (Menendez & Lupu, 2007; Furuta et al., 2008).  

 

 

 

 
Figura 2: Principais formas de regulação da produção de FASN em neoplasias malignas. (A) 
Na superfície das células tumorais, fatores de crescimento (FC) e seus receptores, tais como fator 
de crescimento epidérmico (EGFR) e ErbB2, levam à ativação da cascata de transdução de sinais 
de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) - AKT e quinases regulatórias de sinais extracelulares (ERK 1 
e ERK2) da cascata MEK. Além disso, hormônios esteroides, incluindo estrógeno (E), progesterona 
(P) e andrógenos (A), ligados aos seus respectivos receptores (R), também podem desencadear 
mecanismos semelhantes. A expressão ou maturação nuclear de proteínas SREBP1c ativa a 
expressão de FASN. As ligações entre FC - RFC e entre hormônios esteroides e seus receptores 
(E-RE, P-RP, A-RA) convergem nas cascatas PI3K - AKT e MEK (proteína ERK ativada por 
mitógeno) – ERK, amplificando as respostas de expressão de FASN em células neoplásicas. (B) A 
expressão de FASN também pode ser modificada em nível pós-traducional, através da interação 
com USP2a, isopeptidase que remove etiquetas de ubiquitina de FASN. Modificado a partir de 
Menendez & Lupu, 2007. 

 

Portanto, alta expressão e atividade de FASN favorecem a proliferação 

a sobrevivência das células malignas, o que torna esta enzima um potencial alvo 

terapêutico para o tratamento oncológico (Menendez & Lupu, 2007).  
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2.2 Os inibidores de FASN 
 

A inibição da enzima FASN tem sido estudada em diversas linhagens 

celulares. Devido à alta expressão de FASN em tecidos neoplásicos, seus 

inibidores farmacológicos parecem atuar preferencialmente sobre as células 

malignas. De fato, em modelos xenográficos, inibidores de FASN retardam o 

crescimento tumoral sem danos evidentes às células sadias (Menendez & Lupu, 

2007; Wang et al., 2008). O bloqueio da lipogênese em células neoplásicas com 

inibidores de FASN leva a um aumento nas taxas de morte por apoptose, como 

demonstrado em câncer de mama (Bandyopadhyay et al., 2006; Lee et al., 2009; 

Hsu et al., 2011), próstata (Brusselmans et al., 2003; de Schrijver et al., 2003), 

ovário (Uddin et al., 2011), endométrio (Menendez et al., 2004b), estômago 

(Dowling et al., 2009), intestino (Murata et al., 2010; Chuang et al., 2011), rim 

(Horiguchi et al., 2008) e no melanoma (Ho et al., 2007; Carvalho et al., 2008; 

Zecchin et al., 2011).  

Dentre os diferentes inibidores da atividade de FASN, a cerulenina, seu 

análogo sintético c75 e o orlistat, têm sido bastante utilizados, enquanto inibidores 

sintéticos como C93, C247 e FAS31 têm sido mais recentemente avaliados com a 

finalidade de suprir deficiências dos primeiros como a toxicidade e bioviabilidade 

oral (Menendez & Lupu, 2007; Flavin et al., 2010).  

 A cerulenina ([2R, 3S] –2,3 epoxi-1-oxo-7,10 trans, 

transdodecadienamida) é um produto natural do fungo Cephalosporium ceruleans 

que inibe a síntese de ácidos graxos bloqueando irreversivelmente a atividade de 

FASN através de uma ligação covalente no sítio β-cetoacil sintase, o responsável 

pela reação de condensação de acetil-CoA e malonil-CoA (Pizer et al., 1996; 

Kuhajda et al., 2000). A aplicação in vivo da cerulenina é limitada devido à 

instabilidade química da sua molécula, causada pela presença de um grupo epóxi 

extremamente reativo que pode interagir também com outras proteínas (Lupu & 

Menendez, 2006). 
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C75 é o derivado sintético da cerulenina que não apresenta o grupo 

reativo epóxi, é formado por uma cadeia de sete carbonos (-metileno--

butirolactona), com efeitos inibitórios similares aos da cerulenina sobre a atividade 

de FASN. Entretanto é mais estável e tem melhor efeito in vivo (Kuhajda et al., 

2000; Li et al., 2001). Todavia, o tratamento com c75 causa rápida perda de peso 

em animais de laboratório por inibir a expressão do neuropeptídio Y (NPY), 

responsável por estimular a ingestão de alimentos através de mecanismos 

independentes da ação de leptina (hormônio inibidor do NPY) (Loftus et al., 2000; 

Wortman et al., 2003). Esta inibição ocorre devido à interação do c75 com dois 

alvos no metabolismo lipídico: FASN e carnitina-palmitoiltransferase 1 (CPT-1) 

(Lupu & Menendez, 2006). 

O orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche como Xenical®) 

é um derivado semissintético da lipstatina, aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA) para o tratamento da obesidade por inibir de forma 

irreversível a ação das lipases gástricas e pancreáticas (Guerciolini et al., 1997). É 

também um potente inibidor de FASN, atuando através da formação de adutos 

covalentes com o domínio tioesterase, responsável pela liberação do palmitato 

(Flavin et al., 2010). Orlistat tem efeito antiproliferativo em células de câncer de 

mama e próstata e efeito antitumoral em modelo xenográfico de câncer de 

próstata (Knowles et al., 2004). Menendez et al. (2005a, 2005b) observaram que o 

tratamento de células derivadas de câncer de mama (SK-Br3) e de estômago 

(NCI-N87) com orlistat causa aumento do índice apoptótico e bloqueio do ciclo 

celular em G0/G1.  Estudo realizado no laboratório de Patologia da FOP-

UNICAMP (Carvalho et al., 2008) mostrou que camundongos C57BL/6 com 

melanomas intraperitoneais provocados pela injeção de células B16-F10 têm 

redução de cerca de 50% no número de metástases para linfonodos mediastínicos 

após o tratamento com orlistat. Nas células B16-F10, orlistat causa inibição da 

proliferação, com bloqueio da passagem para a fase S do ciclo celular (Carvalho 

et al., 2008). No mesmo grupo de pesquisa, Zecchin et al. (2011) mostraram que a 

inibição de FASN com cerulenina ou orlistat reduz o crescimento e induz apoptose 
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nas mesmas células B16-F10, o último fenômeno causado pela ativação das 

caspases -9 e -3 e liberação do citocromo c, independente da ativação de p53 e 

da transição da permeabilidade mitocondrial (TPM). Nesta mesma linha de 

pesquisa, Seguin et al. (2012) mostraram uma redução de 53,4% nas metástases 

pulmonares experimentais a partir da inoculação das células de melanoma B16-

F10 na cauda de camundongos C57BL/6. Observaram também diminuição dos 

vasos sanguíneos peritumorais em melanomas experimentais cutâneos de 

camundongos tratados com orlistat, além de redução da viabilidade, da 

proliferação e da capacidade de formação de estruturas do tipo capilar in vitro por 

células endoteliais RAEC. Agostini et al. (2013) estudaram os efeitos do orlistat em 

um modelo murino ortotópico de metástase espontânea de CEC de língua, no qual 

foi observada redução de 43% no número de linfonodos cervicais metastáticos, 

além de aumento no índice apoptótico das células tumorais e da secreção da 

isoforma antiangiogênica de VEGFA, o VEGFA165b. 

Apesar dos bons resultados do tratamento com orlistat em células de 

neoplasias malignas, esta droga apresenta limitações farmacológicas como baixa 

solubilidade e estabilidade metabólica, falta de seletividade e reduzida absorção 

por via oral (Flavin et al., 2010). 

 

2.3 O carcinoma Espinocelular (CEC) Oral  
 

O CEC oral é um problema grave e crescente em muitas partes do 

mundo, representando a oitava neoplasia maligna mais comum, com uma 

estimativa de incidência de 275 mil novos casos por ano (Warnakulasuriya, 2009). 

Apresenta elevada prevalência, especialmente nas regiões Sul e Sudeste da Ásia 

(Sri Lanka, Índia, Paquistão e Taiwan), oeste europeu (França) e Europa Oriental 

(Hungria, Eslováquia e Eslovênia), partes da América Latina e Caribe (Brasil, 

Uruguai e Porto Rico) e em regiões do Pacífico (Papua Nova Guiné e Melanésia) 

(Warnakulasuriya, 2009, Scully & Bagan, 2009). No Brasil, segundo dados do 

Instituto Nacional do Câncer (INCA), para o ano de 2014, estimam-se 11.280 
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novos casos de câncer de cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres. O CEC 

oral é considerado um problema de saúde pública, principalmente em países em 

desenvolvimento, pois é diagnosticado geralmente em estágios avançados, o que 

resulta em altas taxas de mortalidade e morbidade (Parkin et al., 2005; Vargas-

Ferreira et al., 2012). 

O CEC oral origina-se dos queratinócitos da mucosa bucal e representa 

aproximadamente 90% de todas as neoplasias malignas que acometem a 

cavidade oral, sendo os demais, tumores malignos de glândulas salivares, 

sarcomas, tumores odontogênicos malignos, neoplasias hematopoiéticas ou 

tumores metastáticos (Epstein et al., 2002; Daley & Darling, 2003; Scully & Bagan, 

2009). Classicamente, a lesão acomete principalmente homens entre a sexta e 

sétimas décadas de vida, fumantes e etilistas por vários anos, ocorrendo 

principalmente na borda lateral da língua (Sturgis & Cinciripini, 2007; Petti, 2009; 

Scully & Bagan, 2009; Warnakulasuriya, 2009; Vargas-Ferreira et al., 2012). No 

entanto, nos últimos anos notou-se um aumento no número de casos de CEC em 

pacientes jovens, do sexo feminino e com associação limitada aos fatores de risco 

tradicionais, o que pode indicar novos fatores de risco, como instabilidade genética 

(Ribeiro et al., 2009; Westra, 2009; Soudry et al., 2010; Santos-Silva et al., 2011). 

Como em diversos tipos de cânceres, os CECs orais são oriundos de 

mutações induzidas por exposição a agentes mutagênicos, oriundos do tabagismo 

e do álcool, sendo que a combinação destes dois fatores e a relação entre a dose 

e o tempo de exposição aumenta significativamente o risco para o 

desenvolvimento do tumor (Hunter et al., 2005; Scully & Petti, 2010, Hoffmannová 

et al., 2010; Brown et al., 2012). Além disso, indivíduos tabagistas e etilistas 

apresentam um risco 20 vezes maior para o desenvolvimento de recidivas ou 

segundos tumores primários na cavidade oral ou no trato aerodigestivo superior, 

principalmente quando mantêm o hábito após o diagnóstico do tumor primário 

(Carvalho et al., 2004; Dios & Leston , 2010). O tabaco é o principal fator de risco 

para o desenvolvimento do CEC oral, sendo seus carcinógenos (nitrosaminas e 

benzopirenos) conhecidos por causarem uma transversão em nucleotídeos 
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guanina em genes envolvidos na carcinogênese oral, como por exemplo, o tp53 

(Burns et al., 1993; Brennan et al., 1995; Warnakulasuriya & Ralhan, 2007). 

Embora o álcool não seja diretamente um agente carcinogênico, este parece atuar 

como um co-carcinógeno por meio da sua metabolização em acetaldeído, que 

pode danificar o DNA (Scully et al., 2000; Pöschl & Seitz, 2004). O tabaco e o 

álcool apresentam ação sinérgica, pois o tabaco aumenta a carga de acetaldeído 

produzida pelo consumo de álcool e o álcool, por sua vez, aumenta a ativação de 

pró-carcinógenos presentes no tabaco, favorecendo assim o desenvolvimento do 

tumor (Scully & Peti, 2010). A exposição crônica aos raios ultravioletas da 

radiação solar é o principal fator associado aos casos de CEC de lábio, 

principalmente inferior (Busick et al., 2005). Outros fatores de risco, de natureza 

controversa, vêm sendo estudados, como a associação do tumor ao papiloma 

vírus humano (HPV), o baixo nível socioeconômico associado a uma higiene oral 

precária e ao estado sistêmico do paciente, como desnutrição, anemia ferropriva e 

deficiência de algumas vitaminas (Pelucchi et al., 2003; Sciubba, 2001; Hermsen 

et al., 2001; Feller et al., 2010; Hoffmannová et al., 2010; Carnelio et al., 2011). 

O CEC oral pode surgir a partir de leucoplasias, eritroplasias ou uma 

associação de ambas, sendo muitas vezes assintomático. Entretanto, a maioria 

dos pacientes apresenta-se no momento do diagnóstico, com sinais e sintomas de 

doença localmente avançada, como dor, dificuldade para falar e deglutir, 

sangramento, perda de peso, além de linfadenopatia regional (Barnes et al., 

2005). A lesão mais frequentemente encontrada ao diagnóstico é uma úlcera, de 

curso crônico, com bordas elevadas e áreas de necrose central (Pontes et al., 

2012). Entre as localizações de maior risco para o desenvolvimento do CEC oral 

estão as margens póstero-laterais e a base da língua, além do assoalho bucal 

(Hoffmannová et al., 2010; Dragomir et al., 2012). 

Do ponto de vista microscópico, ilhas e cordões invasivos de células 

escamosas malignas, oriundas do epitélio de superfície, caracterizam o CEC oral. 

As células apresentam graus variados de pleomorfismo, com núcleos aumentados 

e hipercromáticos, eventuais figuras mitóticas atípicas e pérolas de queratina. De 
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acordo com o grau de diferenciação celular, os CECs orais podem ser 

classificados em bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pobremente 

diferenciados. A gradação histopatológica de um tumor está relacionada ao seu 

comportamento biológico (Regezi et al., 2008; Neville et al., 2009). 

A disseminação metastática dos CECs orais ocorre principalmente 

através dos vasos linfáticos para os linfonodos cervicais ipsilaterais, com 

ocasionais metástases contralaterais ou bilaterais, e pelo menos 2% dos pacientes 

apresentam metástases à distância ao diagnóstico, mais comumente nos 

pulmões, fígado e ossos (Neville et al., 2009). A disseminação extracapsular está 

correlacionda com uma menor sobrevida e consequente pior prognóstico para o 

paciente. Em uma revisão retrospectiva com 250 pacientes com CEC de língua, a 

taxa de sobrevida global para pacientes com disseminação metastática 

extracapsular foi de apenas 30% e as metástases à distância foram desenvolvidas 

em 24,4% dos pacientes com metástase regional e em apenas 3,3% dos 

pacientes sem envolvimento cervical (Myers et al., 2001). 

O prognóstico dos CECs orais e suas abordagens terapêuticas 

dependem do estadiamento da doença através do sistema TNM (Cotran et al., 

2005; Neville et al., 2009). Mesmo com suas limitações, o sistema TNM é o 

principal indicador de prognóstico para os CECs orais. Entretanto, pacientes com 

o mesmo estádio da doença podem apresentar evoluções clínicas e tempos de 

sobrevida distintos (Bitu et al., 2012). Outros fatores têm sido investigados como 

marcadores de prognóstico, como a espessura do tumor (Huang et al., 2009), a 

classificação histológica (Woolgar et al., 2009), a profundidade de invasão, a 

propagação extracapsular e a invasão vascular ou perineural (Genden et al., 

2010).  No entando, apesar dos inúmeros estudos existentes na literatura, não há 

até o presente momento, marcadores moleculares que apresentem aplicação 

clínica na estimativa do prognóstico ou que influenciem as decisões terapêuticas 

nos casos de CECs orais. 
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2.4 Tratamento do CEC oral  
 

Os CECs orais apresentam cursos clínicos altamente variáveis, nos 

quais o atraso no diagnóstico contribui decisivamente para a disseminação 

tumoral e consequente piora no prognóstico do paciente. A taxa de sobrevida 

global é de aproximadamente 50-60% em cinco anos e está associada ao estágio 

avançado no momento do diagnóstico, que por sua vez facilita recorrência local e 

o desenvolvimento de metástases regionais e à distância (Scully & Bagan, 2009; 

Warnakulasuriya, 2009; Sklenicka et al., 2010; Shah et al., 2011). 

 A cirurgia é eficaz desde que os tumores não apresentem metástases. 

De modo geral, a radioterapia é empregada no tratamento de tumores localizados, 

comumente em conjunto com a cirurgia, o que pode aumentar a eficácia do 

tratamento. Entretanto, na ocorrência de metástases ou tumores onde a cirurgia é 

contraindicada, uma abordagem sistêmica com agentes quimioterápicos é 

necessária (Chabner & Roberts Jr, 2005; Barnes et al., 2005; Hennequin et 

al.,2009;). Os principais tipos de drogas utilizadas no tratamento quimioterápico 

dos CECs orais são agentes platínicos (cisplatina e carboplatina), taxanos 

(paclitaxel e docetaxel) e drogas antimetabólicas (5-fluorouracil e metotrexato), de 

maneira isolada ou combinada (revisado por Fury & Pfister, 2011). Atualmente, 

têm sido desenvolvidas terapias-alvo baseadas em agentes que inibem a 

proliferação de células tumorais, sem afetar as células normais, tais como os 

anticorpos monoclonais como o cetuximab, que associado ao tratamento padrão 

de cisplatina com 5-FU aumentou a sobrevida para 10,1 meses e a taxa de 

controle da doença para 81% (em comparação com 7,4 meses e 60% observado 

com o tratamento padrão), apresentando ainda melhor controle dos efeitos 

colaterais (Vermorken et al., 2008).  
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2.5 Cisplatina 

O potencial antitumoral dos compostos de platina foi primeiramente 

reconhecido após a demonstração da sua capacidade de inibição da divisão 

bacteriana. Investigações subsequentes identificaram o composto ativo cisplatina 

e após uma década de estudos clínicos a droga teve sua aprovação pela FDA no 

ano de 1978 (Cohen & Lippard, 2001) 

 A cisplatina (cis-diamminedichloroplatinum (II)) é utilizada no 

tratamento de diversos tumores sólidos, tais como os carcinomas de mama (Julka 

et al., 2008; Oksuzoglu et al., 2008), ovário (Saitoh-Sekiguchi et al., 2007; Li et al., 

2012,), pulmão (Binder et al., 2009; Kim et al., 2012), bexiga (Herchenhorn et al., 

2007; Khaled et al., 2008), testículo (Kondagunta et al., 2005) e cabeça e pescoço 

(De la Torre et al., 2008; Rampino et al., 2011; Pala et al., 2012). A cisplatina 

exerce seus efeitos citotóxicos através de reação com o DNA, culminando em 

parada do ciclo celular e apoptose (Tanida et al., 2012). Após a entrada da 

cisplatina na célula, os íons cloreto são substituídos por moléculas de água, o que 

confere carga positiva a cisplatina, que passa a interagir principalmente com o 

DNA, mas também com o RNA, proteínas, membranas fosfolipídicas e 

microfilamentos citoesqueléticos (Wang & Lippard, 2005; Rabik & Dolan, 2007). A 

interação da cisplatina com o DNA ocorre através de ligações covalentes com 

bases púricas do DNA, levando a formação de adutos intra e intercadeias, os 

quais inibem a replicação e a transcrição e ativam vias de transdução de sinais 

que promovem parada do ciclo celular e apoptose (revisado por Kelland, 2007; 

Tanida et al., 2012). A cisplatina forma uma variedade de adutos no DNA (Figura 

3), sendo o 1,2-intracadeia o mais comum. Neste aduto, formado entre guaninas 

adjacentes, o átomo de platina está ligado covalentemente à posição N7 das 

bases nitrogenadas adjacentes (Zamble & Lippard, 1995, Fuertes et al., 2003). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saitoh-Sekiguchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695433
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Figura 3: Formação dos adutos de cisplatina no DNA. A cisplatina se liga covalentemente à 
posição N7 das purinas para formar adutos 1,2 ou 1,3-intracadeias, que causam várias respostas 
celulares, tais como inibição da replicação, inibição da transcrição, parada do ciclo celular e morte 
celular por apoptose. Modificado a partir de Wang & Lippard, 2005. 
 
 
 

Em estudo realizado por Lee et al. (2007), células de CEC oral 

humanas (TU159, MDA1986 e CAL27) foram tratadas com lupeol, um triterpeno 

encontrado em frutas, associado a baixas doses de cisplatina o que causou 

inibição do crescimento celular e apoptose por inibição da atividade de NF-κB. Em 

modelo murino metastático, os mesmos autores mostraram que a associação de 

lupeol com baixas doses de cisplatina reduziu significativamente o volume do 

tumor primário na língua, com evidente aumento no numero de células apoptóticas 

e necróticas nos tecidos tumorais. Além disso, o tratamento também suprimiu a 

formação de metástases regionais e a invasão local do tumor. 

O uso clínico da cisplatina é limitado pelo seu efeito tóxico e pelo 

desenvolvimento de resistência. O tratamento com cisplatina pode acarretar 

nefrotoxicidade devido a danos nos túbulos renais proximais, com diminuição da 

capacidade de filtração e decréscimo do clearance da creatinina. Outros efeitos 

tóxicos incluem a ototoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, além de 

náuseas e vômitos intensos (Wang & Lippard, 2005; Yao et al., 2007). Existem 

vários mecanismos envolvidos na resistência à cisplatina, dentre eles uma menor 

concentração intracelular causada pela captação reduzida ou acentuado efluxo da 
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droga, inativação por macromoléculas contendo enxofre, como o antioxidante 

glutationa (γ-glutamilcisteinilglicina) e expressão alterada de proteínas que 

regulam a apoptose e o mecanismo de reparo do DNA (Kartalou & Essigmann, 

2001; Sedletska et al., 2005). O reparo do DNA por excisão de nucleotídeos é 

capaz de remover os adutos de cisplatina, constituindo assim o principal 

mecanismo de defesa celular contra os efeitos tóxicos da cisplatina e um dos 

principais fatores que contribuem para a resistência tumoral (Torigoe et al., 2005).  

Para minimizar as consequências da resistência ao tratamento com 

cisplatina, ela é geralmente utilizada como adjuvante na quimioterapia seguida de 

cirurgia ou radioterapia (Katayama et al., 2012; Nagai et al., 2012; Suzuki et al., 

2012), podendo ser ministrada conjuntamente com outras drogas tais como 

carboplatina, para o tratamento do câncer cervical (Shen et al., 2011), docetaxel 

em carcinoma nasofaríngeo (Du et al., 2012), 5-FU em carcinoma de esôfago e 

adenocarcinoma do trato biliar (Cereda et al., 2010) , esôfago (Emi et al., 2012; 

Tamura et al., 2012), gemcitabine no tratamento do câncer cervical (Dueňas-

González et al., 2012) e paclitaxel em carcinoma de cabeça e pescoço e gástrico  

(Haddad et al., 2003a; Vermorken et al., 2007; Fujitani et al., 2011; Watanabe et 

al., 2012). Nishiyama et al. (1999) avaliaram a expressão do gene GST π  

(glutationa s-transferase), relacionado à resistência à cisplatina, e dos genes DPD 

(diidropirimidina desidrogenase),  MRP (proteína de resitência múltipla a drogas) e 

TS (timidilato sintase), correlacionados à resistênca ao 5-FU, com intuito de 

determinar a sensibilidade de células de carcinoma gastrointestinal a diferentes 

concentrações de cisplatina e 5-FU de forma isolada ou conjunta. Neste estudo, 

comprovou-se que a terapia combinada com baixas concentrações de cisplatina (1 

µg/ml, 30 min) e 5-FU (0,5 µg/ml, 72 horas) reduziu a expressão dos genes acima 

mencionados, quando comparados aos tratamentos isolados.   
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2.6 5-Fluorouracil 

Drogas antimetabólicas funcionam inibindo processos biossintéticos, 

após sua incorporação em macromoléculas. O 5-FU é um agente quimioterápico 

pertencente à classe dos fármacos análogos da pirimidina amplamente utilizado 

no tratamento de diversas neoplasias, incluindo carcinoma colorretal, tumores de 

mama e do trato aerodigestivo (revisado por Longley et al., 2003). Em associação 

com outros agentes quimioterápicos, melhora a sobrevida de pacientes com 

câncer de cabeça e pescoço e de mama (Longley et al., 2003). Do ponto de vista 

estrutural, o 5-FU é um análogo da uracila, possuindo um átomo de flúor ligado no 

carbono 5  ao invés do hidrogênio (Figura 4)  

 

 

 

 

 
Figura 4: Estrutura química da uracila e 5-Fluorouracil. Presença de um átomo de flúor inserido 
no carbono da posição 5 da uracila no lugar do hidrogênio. Modificado a partir de Longley et al. 
2003. 

  

 

Seu mecanismo de ação é decorrente da inibição da atividade da 

enzima timidilato sintase (TS) ou da sua incorporação ao DNA e/ou RNA (Longley 

et al., 2003; Savva-Bordalo  et al., 2010). Após a administração, o 5-FU entra 

rapidamente nas células e é ativado, gerando os compostos trifosfato de 

fluorouridina (FUTP), monofosfato de fluorodeoxiuridina (FdUMP) ou trifosfato de 

fluorodeoxiuridina (FdUTP) (Longley et al., 2003; Rich et al., 2004). O metabólito 

URACILA 5-FLUOROURACIL 
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FUTP é incorporado ao RNA e provoca redução da sua estabilidade e 

consequentemente mudanças quantitativas e qualitativas na síntese proteica, com 

perda funcional e morte celular (Longley et al., 2003). FdUTP é incorporado pelo 

DNA e provoca danos em sua estrutura, alterando a estabilidade e o reparo e 

promovendo quebras nas fitas nascentes ou parentais (Longley et al., 2003; 

Noordihuis et al., 2004) Por sua vez, o metabólito ativo FdUMP é capaz de se ligar 

a enzima TS e inibir sua atividade. Esta enzima catalisa a conversão de 

monofosfato de deoxiuridina (dUMP) a trifosfato de deoxiuridina (dUTP), 

fornecendo timidina para a síntese e reparo do DNA. Suas subunidades possuem 

dois sítios de ligação, um para o dUMP e outro para a molécula de CH2THF (5,10-

metilenotetrahidrofolato), doador do grupamento metil necessário para a produção 

da timidina. O composto FdUMP é capaz de se ligar ao primeiro, formando um 

complexo ternário estável e impedindo a ligação do dUMP (Longley et al., 2003).  

  Em células de linhagens de CEC oral com expressão de p53 selvagem 

(OSC-1 e OSC-4) ou mutado (OSC-2 e OSC-3), foi demonstrado que a indução de 

apoptose mediada por 5-FU ocorre na fase S do ciclo celular e de maneira 

independente de p21 e p53 (Yoneda et al., 1998). Vazquez-Martin et al. (2007) 

mostraram que a cerulenina aumenta significativamente a eficácia do 5-FU na 

redução da  viabilidade de células de carcinoma de mama (SK-Br3, MCF-7 e 

MDA-MB-231), mostrando uma ação sinérgica decorrente da inibição prévia, 

concomitante ou posterior da síntese de AG.  Em um estudo realizado por 

Tamatani et al., (2012), o tratamento de células de CEC oral (B88 e CAL27) com 

docetaxel promoveu uma redução na expressão gênica e proteica da enzima TS, 

levando a uma maior eficácia do 5-FU. 

Clinicamente, vários efeitos colaterais estão associados ao uso do 5-

FU, dentre eles mucosite, mielossupressão, leucopenia, náuseas, diarreia, 

alopécia, neurotoxicidade e toxicidade ocular e cardíaca (Craig et al., 2005; 

Katzung, 2007; Savva-Bordalo et al, 2010). 

Na procura de uma ação sinérgica, o 5-FU é clinicamente usado em 

associação com outros quimioterápicos, tais como cisplatina e docetaxel (Haddad 
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et al., 2003b),  irinotecan (Harris et al., 2005), leucovorin (Chong et al., 2006) e 

oxaliplatina (Giachetti et al., 2000). Os mecanismos de resistência a este 

quimioterápico  estão relacionados à diminuição das enzimas que convertem o 5-

FU em seus metabólitos, a inibição incompleta da TS, a diminuição da sua 

incorporação ao DNA e RNA e ao aumento de diidropirimidina desidrogenase, 

enzima que cataboliza a droga (Di Paolo et al., 2004; Fischer et al., 2007; Matuo, 

2008). 

 

2.7 Paclitaxel 
 

O paclitaxel (Figura 5) foi descoberto a partir da casca do tronco de 

Taxus brevifolia, como parte de um programa do Instituto Nacional do Câncer dos 

Estados Unidos, no qual extratos de milhares de plantas foram avaliados com 

relação à atividade anticâncer (Rowinsky & Donehower 1995). Atualmente, o 

paclitaxel é obtido através de um método de produção semissintético a partir de 

10-desacetilbaccatina III, extraída das folhas do Taxus baccata (Yue et al., 2010).  

Após estudos clínicos de fase I, II e III, a droga foi aprovada pela FDA no final de 

1992 com perspectivas de atividade promissora contra câncer de mama, pulmão, 

esôfago e cabeça e pescoço, por possuir ação sobre os microtúbulos (Rowinsky et 

al., 1993a; Rowinsky & Donewoher 1993, 1995).  
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Figura 5: Estrutura química do paclitaxel. O paclitaxel possui 11 centros assimétricos e uma 
conformação rígida, com ciclos que reforçam a rigidez da estrutura, importante para a estabilização 
dos microtúbulos. O paclitaxel possui também uma cadeia lateral ligada ao C-13 do sistema 
terpênico, que é essencial para a atividade biológica. Modificado a partir de Souza, 2004. 
 
 
 

Os microtúbulos são componentes essenciais do citoesqueleto celular, 

formados por longos polímeros proteicos filamentosos, com várias unidades das 

proteínas heterodiméricas α- e β-tubulina. Eles são cruciais no desenvolvimento e 

na manutenção da forma da célula, na motilidade, transdução de sinais, transporte 

intracelular e durante a divisão celular (Jordan & Wilson, 2004). Para exercer seu 

mecanismo antitumoral, o paclitaxel liga-se ao aminoácido N-31 da subunidade β-

tubulina, formando microtúbulos estáveis que comprometem a metáfase e 

impedem a transição da fase G2 para M, levando a morte celular (Carvalho et al., 

2003;  Jordan & Wilson, 2004; Yue et al., 2010). O paclitaxel interage também com 

moléculas regulatórias, pois a alteração na formação dos microtúbulos ativa o 

gene supressor tumoral p53 e inibidores de quinase dependentes de ciclina 

(p21waf1), além de modular diversas proteína-quinases (Dumontet & Sikic 1999; 

Yang et al., 1999; Ferlini et al., 2003) 

Woods et al., (1995) avaliaram o tratamento com paclitaxel nas 

linhagens Hela, Hs578T, Hs578Bst e MCF7 derivadas de câncer de colo de útero, 

carcinoma de mama, célula normal do tecido mamário e de adenocarcinoma de 

mama, respectivamente, e observaram dois tipos de parada do ciclo celular: na 

transição G2/M, a qual provoca rápida apoptose através de uma via independente 
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de p53, e na fase G1, de maneira lenta e dependente de p53. Li et al. (1999) 

demostraram que a expressão elevada de p21waf1 em células de linhagem de 

osteossarcoma humano (SaOs-2) com ausência de p53 e PRb provoca resistência 

ao tratamento com paclitaxel, pois há redução no acúmulo de células na fase 

G2/M e nas taxas de apoptose. Portanto, a expressão de p21waf1 pode determinar 

a sensibilidade de células neoplásicas ao paclitaxel.  

Em ensaios clínicos de fase I, II e III a terapia com paclitaxel tem 

mostrado eficácia no tratamento de diversas neoplasias quando em combinação 

com outras drogas, tais como a carboplatina e TSU-68 (Okamoto et al., 2012), S-1 

e cisplatina (Iwase et al., 2011), cisplatina, 5-FU e leucovirin (Jung et al., 2009), 

gemcitabine (Moinpour et al., 2012), panitumumab e carboplatina (Wirth et al., 

2010), pemetrexed (Stathopoulos et al., 2007), dentre outras.  Seu uso clínico é 

limitado principalmente pela resistência à droga e toxicidade. A resistência aos 

taxanos é multifatorial e pode envolver a elevada expressão da glicoproteína P (P-

gp), proteínacapaz de transportar a droga para o exterior da célula, diminuindo sua 

concentração intracelular a níveis subletais. Mutações na tubulina, aumento na 

dinâmica dos microtúbulos associado à alteração na expressão das proteínas 

associadas ao microtúbulos (MAPs), além de expressão anormal da isoforma β-

tubulina de classe III podem alterar os efeitos do paclitaxel. Os efeitos colaterais 

da droga incluem neutropenia, mucosite, neuropatia e reações de 

hipersensibilidade (Yue et al., 2010).  

 

2.8 Combinação de drogas na quimioterapia de CECs de cabeça e pescoço 
 

A indicação da terapia sistêmica deve levar em consideração as 

condições gerais do paciente, como estado nutricional, funções hepática, renal e 

pulmonar, presença de outras co-morbidade e infecções, o grau histológico do 

tumor, bem como disseminação metastática. Algumas contraindicações para a 

quimioterapia são também citadas, como pacientes em estado terminal, perda de 

mais de 10% do peso corporal desde o início da doença, septicemia, coma, 



25 
 

mulheres no primeiro trimestre da gestação e indivíduos com idade inferior a três 

meses ou com idade muito avançada (INCA). 

Em geral, os tratamentos quimioterápicos empregam combinações de 

medicamentos com diferentes mecanismos de ação, com o objetivo de atingir 

populações celulares em diferentes fases do ciclo celular e utilizar a ação 

sinérgica para diminuir o desenvolvimento de resistência e obter respostas mais 

eficazes do que as observadas com a monoterapia (Matuo, 2012). Os protocolos 

consistem na associação de dois ou mais quimioterápicos, como por exemplo, o 

paclitaxel associado à cisplatina para o tratamento do carcinoma de cabeça e 

pescoço recorrente ou metastático (Adamo et al., 2004), docetaxel, cisplatina e 5-

FU para câncer de esôfago (Emi et al., 2012), dentre muitos outros. No entanto, o 

tratamento com mais de um agente quimioterápico não possui benefício se as 

drogas utilizadas apresentarem efeitos antagônicos, sendo por isso necessária a 

existência de sinergismo (Kogashiwa & Kohno, 2013). A tabela 1 mostra os 

resultados de alguns grandes ensaios clínicos randomizados realizados utilizando 

diferentes regimes quimioterápicos em pacientes portadores de CECs de cabeça e 

pescoço. 
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Tabela 1: Resultados de ensaios clínicos randomizados utilizando diferentes regimes 
quimioterápicos no tratamento de CECs cabeça e pescoço em estádios avançados. 

 

 

 
  

Autor 
Número de 
pacientes Regime quimioterápico Resposta ao tratamento (%) Sobrevida (meses) 

Jacobs et al. 
1992 249 CF 32 5,5 

C 17 5  

F 13 6,1  

     
Forastiere et al. 
1992 277 CF 32 6,6  

CbF 21 5  

M 19 5,6  

Clavel et al. 
1994 382 CMBV 34 7  

CF 31 7  

C 15 7 

Gibson et al. 
2005 218 CF 27 8,7  

CT 26 8,1  

Vermorken et al. 
2007 358 CFT 33,30 18,8  

CF 19,90 14,5  

Herman et al. 
2013 143 CFT     completa: 14,4 73,2 % em 1 ano 

    parcial:      68,9 

CbT     completa: 9,4 60,7% em 1 ano 

          parcial:      75,5%   
 

C: cisplatina, F: 5-fluorouracil, Cb: carboplatina, M: metotrexato, B: bleomicina, V: vincristina, T: 

taxol (docetaxel, paclitaxel). 

 

 

A combinação cisplatina com 5-FU foi primeiramente testada em 1980 e 

se tornou o tratamento padrão para pacientes com CECs de cabeça e pescoço 

recorrente ou metastático, proporcionando uma sobrevida média de nove meses, 

porém, acompanhada de neutropenia, trombopenia, anemia, infecções, náusea, 

vômitos e mucosites (revisado por Molin & Fayette, 2011). Em ensaio clínico de 
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fase III com 249 pacientes Jacobs et al. (1992)  compararam o uso dos 

quimioterápicos cisplatina e 5-FU isolados e  combinados em pacientes com CECs 

de cabeça e pescoço em estágio avançado. As taxas de resposta ao tratamento 

foram de 17% para o grupo que recebeu cisplatina, 13% para o tratamento com 5-

FU e 32% para a combinação, porém esta melhor resposta não refletiu em 

aumento na sobrevida dos pacientes que foi em média 5,7 meses para os três 

grupos. Quarenta por cento dos pacientes que receberam a terapia combinada 

sobreviveram mais de 9 meses, em comparação com 24 e 27% dos que 

receberam cisplatina e 5-FU, respectivamente. Brizel et al. (1998) associaram a 

radioterapia hiperfracionada aos quimioterápicos cisplatina e 5-FU em um estudo 

com 116 pacientes acompanhados por 3 anos. Neste estudo, a taxa de sobrevida 

global foi de 55% no grupo com terapia combinada e 34% no grupo que recebeu 

radioterapia, a taxa de sobrevida livre de recidiva foi de 61% no grupo de terapia 

combinada versus 41% no grupo que recebeu radioterapia, e a taxa de controle 

loco-regional da doença em 3 anos foi de 70% na terapia combinada e 44% na 

radioterapia.  Recentemente, Ma et al. (2012) realizaram uma meta-análise de 

estudos randomizados controlados realizados durante os anos de 1965 a 2011 

com o intuito de investigar  o impacto da quimioterapia  sobre a sobrevida, controle 

loco-regional da doença, metástases a distância e a toxicidade em pacientes com 

CEC avançado. O protocolo quimioterápico mais utilizado foi o cisplatina com 5-

FU, capaz de melhorar taxas de sobrevida em 13% e reduzir a taxa de metástases 

a distância em 5 anos em 11%, quando comparados aos pacientes que receberam 

apenas o tratamento cirúrgico. Não foram observados benefícios no controle loco-

regional da doença.  

Adamo et al. (2004) estudaram o efeito da combinação de cisplatina e 

paclitaxel em CECs recorrentes e metastáticos e encontraram resposta global ao 

tratamento de 41%, e média de sobrevida global de 11 meses. Estes autores 

concluíram que a terapia associada de cisplatina com paclitaxel produz respostas 

semelhantes ao regime padrão de cisplatina com 5-FU, porém, com melhor 

tolerância e menor toxicidade. A terapia combinada entre cisplatina e paclitaxel 
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também foi avaliada por Murphy et al. (2001) em estudos clínicos na fase II, e 

também não foi capaz de aumentar a eficácia do tratamento padrão, contudo 

houve redução da toxicidade, principalmente com relação à mucosite.  

Vermorken et al. (2007) associaram o paclitaxel à terapia padrão de 

cisplatina com 5-FU em pacientes portadores de CECs irressecáveis, no estádio III 

ou IV, melhorando significativamente o risco de progressão e a sobrevida global. 

Os pacientes apresentaram uma redução de 28% no risco de progressão da 

doença, uma melhora da sobrevida global de 4,3 meses e um aumento em três 

anos de vida de 10,9% em comparação com o regime quimioterápico padrão. 

Herman et al. (2013) compararam a eficácia do tratamento em pacientes com CEC 

em estádio III e IV com as combinações carboplatina e paclitaxel (CP) ou 

docetaxel, cisplatina e 5-FU (DCF). O controle loco-regional da doença em um ano 

foi de 80,5% para os pacientes tratados com CP e de 55,55% para DCF, a 

sobrevida livre de progressão da doença em um ano foi de 73,2% para CP e 

60,7% para DCF. Neste estudo, a quimioterapia tripla foi associada a uma maior 

toxicidade renal com aumento nos níveis de creatinina durante a quimioterapia de 

indução. No entanto, estudos anteriores demonstraram que esta terapia tripla tem 

a eficácia semelhante à terapia padrão com cisplatina e 5-FU (Benasso et al., 

2006; Worden et al., 2006).  

Apesar dos avanços nas terapias sistêmicas, a média de sobrevida dos 

pacientes com CECs de cabeça e pescoço recorrentes ou metastáticos 

permanece menor do que um ano (revisado por Price & Cohen, 2012). A 

investigação de novos agentes e/ou regimes quimioterápicos é ainda necessária. 

Avanços na pesquisa básica pedem identificação de novos alvos terapêuticos e a 

aplicação do perfil genômico e proteômico fornecerão dados para uma futura 

individualização do tratamento. 
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3 PROPOSIÇÃO 
 
 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos da combinação do inibidor de FASN orlistat com os 

quimioterápicos cisplatina, 5-FU e paclitaxel em linhagem celular metastática 

derivada carcinoma espinocelular oral humano (SCC-9 LN1). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1 Identificar a concentração de orlistat, cisplatina, 5-FU e paclitaxel necessária 

para inibição do crescimento celular em 50% (IC50). 

 

3.2.2 Analisar os índices de sinergismo, antagonismo ou adição decorrentes das 

diferentes combinações destas drogas. 

 

3.2.3 Avaliar os índices de apoptose e a progressão do ciclo celular em células 

tratadas com orlistat combinado a estes quimioterápicos. 

 

3.2.4 Avaliar os efeitos das combinações descritas acima sobre a expressão de 

VEGFA e VEGFA165b. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Cultura de células 
 

A linhagem celular metastática de CEC oral humano - SCC-9 LN1, 

estabelecida no laboratório de Patologia Bucal da FOP/UNICAMP a partir da 

linhagem SCC-9 (ATCC, E.U.A.), foi cultivada em frascos plásticos de 25 ou 75 

cm2 (Corning, E.U.A.) em 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 sódico de hidrocortisona, Eurofarma, Brasil) e solução 

antibiótica e antimicótica (Invitrogen) na diluição de 1:100 a 37 °C em atmosfera 

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. 

As células utilizadas nos experimentos foram subcultivadas e, ao 

atingirem uma confluência de aproximadamente 70%, o meio de cultura foi 

removido, as células lavadas com 10 ml de solução salina tamponada com fosfato 

pH 7,4 (PBS) e incubadas com 500 µl ou 2 ml de tripsina, para frascos de 25 cm² 

ou 75 cm² respectivamente, a 37°C. Após o desprendimento das células do 

assoalho do frasco por aproximadamente cinco minutos, a ação da tripsina foi 

inativada pela adição de 5 ml (frasco de 25 cm²) ou 10 ml (frasco de 75 cm²) de 

meio de cultura DMEM/F-12 com 10% SFB. A suspensão de células foi transferida 

para tubos plásticos cônicos de 15 ml estéreis (Corning, E.U.A.) e estes 

centrifugados a 800 xg durante três minutos, o sobrenadante descartado e o pellet 

de células ressuspendido em 5 ml de meio de cultura DMEM/F-12  com 10% de 

SFB. As células foram contadas em hemocitômetro e plaqueadas em novos 

frascos de cultura para montagem dos experimentos. Visando manter o estoque 

congelado em nitrogênio líquido e trabalhar sempre com células em passagens 

semelhantes, várias amostras desta linhagem celular foram congeladas antes da 

realização dos experimentos. Para isto, as células foram ressuspendidas em 

solução contendo 20% de di-metil sulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich, E.U.A.) e 80% 

de SFB e congeladas em nitrogênio líquido. Para o descongelamento, os criotubos 
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(Corning, E.U.A.) foram colocados em banho de água a 37˚C e, após rápido 

descongelamento, as células foram transferidas para tubos de 15 ml contendo 10 

ml de meio suplementado e centrifugadas. Os pellets foram então ressuspendidos 

em 10 ml de meio de cultura e as células plaqueadas para realização dos 

experimentos. Em todos os procedimentos de cultivo celular foram tomados todos 

os cuidados para a manutenção da esterilidade, sendo as células SCC-9 LN1 

subcultivadas por no máximo dez passagens e descartadas. 

 

4.2 Preparo das soluções de Orlistat 
 

 O composto ativo do Orlistat (Xenical®, Roche, Suíça) foi extraído de 

acordo com Knowles et al. (2004), dissolvendo-se o conteúdo de uma cápsula em 

1 ml de etanol absoluto (Merck, Alemanha), seguido de agitação a cada 10 

minutos, por um período de 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a 

solução foi centrifugada a 16.000 xg por cinco minutos a 4°C e o sobrenadante 

coletado. Foram feitas alíquotas e estas mantidas a -80°C até o momento de uso. 

 

4.3 Preparo dos quimioterápicos 
 

 Os quimioterápicos paclitaxel (Ontax®, 150 mg), cisplatina 

(Fauldcispla®, 100 mg) e 5-FU (Fauldfluor®, 2,5 g) foram gentilmente doados pela 

empresa farmacêutica LIBBS (Brasil). As soluções originais das drogas foram 

diluídas em PBS antes da adição às culturas celulares, o 5-FU foi diluído de uma 

concentração de estoque de 50 mg/ml para 0,5 mg/ml e o paclitaxel de uma 

concentração inicial de 6 mg/ml para 8,5 x 10-6, a cisplatina não necessitou de 

diluição. Para os controles, foi usado etanol absoluto, visto que o orlistat é diluído 

em etanol, e PBS para os quimioterápicos. 
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4.4 Ensaio colorimétrico com cristal violeta  
 

O corante cristal violeta (Sigma-Aldrich, HT90-1, E.U.A.) foi utilizado na 

quantificação do número de células para avaliar os efeitos dos tratamentos devido 

a sua habilidade de ligação ao DNA. Para estes experimentos, foram plaqueadas 

5 x 104 células por poço em placas de 24 poços. Após 24 horas o meio foi trocado 

por meio contendo os controles e concentrações exponenciais de orlistat, 

cisplatina, 5-FU e paclitaxel. Passadas 48 horas de tratamento, o meio foi 

removido e os poços lavados com PBS e fixados em paraformaldeído a 4% por 15 

minutos. Após esse período, adicionou-se 500 µl da solução de cristal violeta (50 

mg de cristal violeta em pó, 5 ml de etanol absoluto e 45 ml de água destilada) e, 

após incubação por 20 minutos, os poços foram lavados três vezes com água 

destilada e incubados com ácido acético a 10% por 20 minutos. As amostras 

foram diluídas em água destilada na proporção de 1:4 e as absorbâncias 

mensuradas no espectrofotômetro Spectronic Genesys 2, ajustado para 590 nm. 

 

4.5 Cálculo do IC50 e análise do índice de combinação (CI) 
 

O valor do IC50 (metade da concentração máxima inibitória) indica a 

concentração de um fármaco necessária para inibir a função biológica ou 

bioquímica pela metade in vitro. O efeito da combinação de diferentes drogas, 

principalmente as antineoplásicas, pode ser estimado pelo índice de combinação 

(CI) (Chou e Talalay, 1984). Por este método, temos: CI < 1 (efeito sinérgico), CI = 

1 (efeito aditivo) e CI > 1 (efeito antagônico). Sinergismo é definido como uma 

potencialização do efeito da droga, onde o efeito resultante é maior do que os 

efeitos individuais. Antagonismo é o efeito oposto, no qual o efeito individual é 

maior do que os efeitos em combinação e efeito aditivo é aquele no qual o efeito 

combinatório é igual aos efeitos individuais. Para os cálculos do IC50 e do índice 

de combinação (CI) das drogas estudadas utilizou-se o software CompuSyn 

(E.U.A.) desenvolvido por Chou & Martin (2005). 
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4.6 Avaliação das taxas de morte celular por apoptose e necrose 
 

A detecção de células em apoptose foi realizada pela marcação com 

Anexina V-PE (BD PharmingenTM, E.U.A.), sendo as células em necrose 

identificadas com 7AA-D –PerCP (BD PharmingenTM, E.U.A.). Foram plaqueadas 

2,5 x 104 células SCC-9 LN1 em 5 ml de meio DMEM/F-12 com 10% de SFB em 

frascos de 25 cm². Após 24 horas, o meio de cultura foi trocado por meio fresco 

suplementado com 10% de SFB contendo orlistat, cisplatina, 5-FU, paclitaxel e 

orlistat associado à cisplatina, ao 5-FU e ao paclitaxel, todos nas concentrações 

de seus respectivos IC50, além dos devidos controles. Após 24, 36 e 48 horas, o 

meio foi coletado, as células lavadas com 5 ml de PBS (também coletado e 

transferido para um tubo plástico de 15 ml) e adicionados 500 µl de solução de 

tripsina. A tripsina foi inativada com meio de cultura, o qual foi centrifugado a 800 

xg por três minutos, juntamente com o PBS anteriormente coletado. Os 

sobrenadantes foram descartados e os pellets ressuspendidos em 100 µl de 

tampão de ligação contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 5 mM 

de KCl, 1 mM de MgCl2 e 1,8 mM de CaCl2  e incubados com 0,1µg/µl de Anexina 

V-PE e 0,1µg/µl de  7AA-D–PerCP por 20 minutos no escuro a temperatura 

ambiente. Após a incubação, as suspensões celulares foram centrifugadas a 800 

xg por três minutos a 4°C, os sobrenadantes descartados e os pellets 

ressuspendidos em 500 µl de tampão de ligação. Após nova centrifugação e 

descarte dos sobrenadantes, os pellets foram ressuspendidos em 200 µl de 

paraformaldeído a 0,1%. A aquisição das amostras foi realizada em citômetro de 

fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) em canal FL1 e FL2 e as análises realizadas 

com o auxílio do programa CellQuest (Becton Dickinson). Foram analisados 

10.000 eventos para cada condição experimental. 
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4.7 Análise do ciclo celular 

 

A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi determinada 

após marcação do conteúdo total de DNA com iodeto de propídeo. Foram 

plaqueadas 2,5 x 104 células em 5 ml de meio de cultura suplementado com 10% 

de SFB em frascos de 25 cm². Após 24 horas, o meio de cultura foi trocado por 

meio fresco sem SFB, a fim de se promover a sincronização das células na fase 

G1 do ciclo celular. Passadas mais 24 horas, o meio de cultura foi trocado por 

meio fresco suplementado com 10% de SFB contendo as drogas estudadas e 

suas respectivas associações, como descrito em 4.6. Após os períodos de 24, 36 

e 48 horas, as células foram lavadas com 5 ml de PBS, tripsinizadas, 

ressuspendidas em etanol 70% gelado e mantidas por 12 horas a -20°C. Em 

seguida, as células foram lavadas com PBS gelado e tratadas com 10 µg/ml de 

RNAse (Sigma) a 37°C por 1 hora. Após coloração com 50 µg/ml de iodeto de 

propídeo a 4°C no escuro por 2 horas, as células foram analisadas em citômetro 

de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) no canal FL2. As porcentagens de células 

em cada fase do ciclo celular foram obtidas através do programa ModFit LTTM 

(Verity Software House, E.U.A.). 

  

4.8 Estudo da secreção de VEGFA e VEGFA165b através de ELISA 
 

A concentração das proteínas VEGFA e VEGF165b nos meios de cultura 

condicionados por células tratadas com as drogas estudadas foi avaliada por 

ELISA. Foram plaqueadas 2,5 x 104 células em 5 ml de meio DMEM/F-12 

suplementado com 10% SFB em frascos de 25 cm². Após 24 horas, os meios 

foram removidos, as células lavadas duas vezes com PBS e então acrescentados 

2 ml de novos meios de cultura suplementados com 2% de SFB contendo as 

drogas e associações estudadas. Passadas 48 horas de tratamento, os meios 

foram coletados, centrifugados para a remoção de debris e mantidos a -80°C até o 

momento da análise. A concentração das proteínas VEGFA (Human VEGFA 
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DuoSet ELISA, R & D Systems) e VEGF165b (Human VEGF165b DuoSet ELISA, R & 

D Systems)  foi determinada conforme as instruções do fabricante. Para a 

normalização dos resultados foi utilizada a concentração total de proteínas nos 

meios de cultura. 

 

4.9 Análise estatística  
 

Os gráficos e as análises estatísticas foram realizados com o programa 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software Inc. E.UA.). Foi utilizado o teste t de 

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

5.1 Efeitos citotóxicos e/ou de inibição do crescimento celular das drogas 
orlistat, cisplatina, 5-FU e paclitaxel nas células SCC-9 LN1. Determinação da 
IC50 

 

Os efeitos citotóxicos e/ou de inibição da proliferação celular das drogas 

orlistat, cisplatina, 5-FU e paclitaxel foram avaliados nas células SCC-9 LN1 após 

48 horas de tratamento, através de ensaios colorimétricos com cristal violeta. A 

técnica do MTT, que avalia a atividade mitocondrial e é bastante utilizada na 

literatura para esta mesma finalidade, foi por nós descartada após muitas 

tentativas de padronização, pois não obtivemos resultados dose-dependentes 

(Figura 6). O tempo de 48 horas foi estabelecido com base nos estudos prévios 

realizados em nosso laboratório (Agostini et al., 2013) e também devido ao fato de 

que os quimioterápicos 5-FU e paclitaxel atuam preferencialmente nas fases G1/S 

e G2/M do ciclo celular, respectivamente (Li et al., 2004; Liu et al., 2006; Das et 

al., 2001) 

 

 
 
Figura 6: Efeitos do orlistat sobre a inibição do crescimento e/ou morte celular na linhagem celular 
SCC-9 LN1 após 48 horas de tratamento. As células foram expostas a concentrações crescentes 
da droga (10, 70, 140, 210, 280, 350 e 420 µM) e avaliadas pela técnica do MTT. Não foi 
observada relação de dose/dependência como obtido com a técnica do cristal violeta (figura 7). 
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Os valores obtidos a partir das análises colorimétricas dos efeitos das 

diversas concentrações de cada droga sobre as células SCC-9 LN1 foram 

analisados com o auxílio do software CompuSyn, especificamente desenhado 

para o estudo de interações entre diferentes drogas (Chou, 2010). As 

concentrações aqui utilizadas de cada quimioterápico para a determinação da IC50 

foram escolhidas a partir de extensiva revisão das publicações existentes na 

literatura utilizando linhagens de células malignas ou modelos experimentais de 

câncer em camundongos (Ricotti et al., 2003; Huang et al., 2004; Zoli et al., 2005; 

Adriani et al., 2006; Lee et al., 2007; Okamura et al., 2007; Okamura et al., 2008; 

Schuler et al., 2010; Fang et al., 2011, Sun et al., 2011; Law et al., 2007 ). As 

concentrações de orlistat foram baseadas nos estudos prévios de nosso 

laboratório (Carvalho et al., 2008; Zecchin et al., 2011; Seguin et al., 2012; 

Agostini et al., 2013). Assim, as dosagens que causam 50% de inibição do 

crescimento e/ou morte celular (IC50) estabelecidas foram de 80 µM para o orlistat 

(Figura 7), 7 µM para a cisplatina (Figura 8), 11 µM para o 5-FU (Figura 9) e 0,01 

µM para o paclitaxel (Figura 10). 

 

 
Figura 7: Efeitos do orlistat sobre a inibição do crescimento e/ou morte das células SCC-9 LN1 
após 48 horas de tratamento. As células foram expostas a concentrações crescentes do 
medicamento (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 µM). A dose correspondente ao IC50, determinada 
pelo software CompuSyn, foi a de 80 µM. 
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Figura 8: Efeitos da cisplatina sobre a inibição do crescimento e/ou morte das células SCC-9 LN1 
após 48 horas de tratamento. As células foram expostas a concentrações crescentes do 
quimioterápico (2,5; 5; 10; 20 e 40 µM). As análises de dose/efeito realizadas com o auxílio do 
software CompuSyn mostraram que a IC50 foi 7 µM. 
 

 

 

 
Figura 9: Efeitos do 5-FU sobre a inibição do crescimento e/ou morte na linhagem celular SCC-9 
LN1, após 48 horas de tratamento. As concentrações do medicamento utilizadas neste 
experimento foram: 0,32; 1,6; 8; 40 e 200 µM. O estudo da curva dose/efeito evidenciou que a IC50 
foi 11 µM. 
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Figura 10: Efeitos do paclitaxel sobre a inibição do crescimento e/ou morte das células SCC-9 LN1 
após 48 horas de incubação. As células foram expostas a concentrações crescentes do 
medicamento (0,0001; 0,001; 0,01; 0,1 e 1 µM) e a IC50 obtida foi 0,01 µM. 
 
 

 

5.2 Análise dos índices de sinergismo, antagonismo e de adição das 
combinações de orlistat com os quimioterápicos 
 

As concentrações utilizadas para a realização dos experimentos 

combinando orlistat com cisplatina, 5-FU ou paclitaxel foram estabelecidas após a 

determinação das IC50 de cada droga individualmente. Os índices de combinação 

(CI) foram obtidos após o tratamento das células SCC-9 LN1 por um período 

também de 48 horas com concentrações exponenciais de cada droga 

isoladamente e em diferentes combinações (Tabelas 1 a 4). 
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Tabela 1: Concentrações utilizadas para se estabelecer o índice de combinação (CI) entre 
orlistat e cisplatina. 
 

Droga Orlistat Cisplatina  Combinação 

Concentração  
(M) 

20 1,75           20 + 1,75 

40 3,5   40 + 3,5 

80 7 80 + 7 

160 14 160 + 14 

320 28 320 + 28 

 

 

 

Tabela 2: Concentrações utilizadas para o cálculo do índice de combinação (CI) entre orlistat 
e 5-FU. 
 

Droga Orlistat 5-FU Combinação 

Concentração 
(µM) 

20  2,75  20 + 2,75 

40  5,5  40 + 5,5 

80  11  80 + 11 

160  22  160 + 22 

320  44  320 + 44 

 

 

 

Tabela 3: Concentrações utilizadas para o estabelecimento do índice de combinação (CI) 
entre orlistat, cisplatina e 5-FU. 
 

Droga Orlistat Cisplatina 5-FU Combinação 
20 1,75 2,75 20 + 1,75 + 2,75 

Concentração 40 3,5 5,5 40 + 3,5 + 5,5 

(µM) 80 7 11 80 + 7 + 11 

160 14 22 160 + 14 + 22 

320 28 44 320 + 28 + 44 
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Tabela 4: Concentrações usadas para se determinar o índice de combinação (CI) entre orlistat 

e paclitaxel 

 

Droga Orlistat Paclitaxel Combinação 

Concentração  
(µM) 

20 0,25   20 + 0,25 

40  0,50 40 + 0,5 

80  1  80 + 1 

160 2  160 + 2 

320  4  320 + 4 

 

 

Os resultados dos ensaios colorimétricos realizados nas células SCC-9 

LN1 tratadas com as combinações descritas nas Tabelas 1 a 4 foram inseridos no 

software CompuSyn para avaliação do tipo de efeito obtido. Foi possível observar 

sinergismo entre as combinações de orlistat com 5-FU (CI = 0,63) e orlistat com 

paclitaxel (CI = 0,36). Vale a pena ressaltar aqui que o sinergismo ocorre quando 

os valores são menores do que 1 e que quanto menor o valor obtido maior o efeito 

sinérgico. Efeito aditivo foi observado na combinação de orlistat com cisplatina, na 

qual o CI foi igual a 1. Por outro lado, quando combinados orlistat, cisplatina e 5-

FU, o efeito resultante foi de antagonismo, com CI de 1,54 (Figura 11). 
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Figura 11: Índices de combinação (CI) obtidos após o tratamento das células SCC-9 LN1 com as 
combinações estudadas de orlistat com os quimioterápicos cisplatina, 5-FU e paclitaxel. As 
análises realizadas com o auxílio do software CompuSyn, a partir dos ensaios colorimétricos feitos 
com cristal violeta, evidenciaram efeito sinérgico nas combinações de orlistat com 5-FU (CI < 1) e 
orlistat com paclitaxel (CI < 1). Efeito aditivo foi observado na combinação de orlistat com cisplatina 
(CI = 1) e efeito antagônico na combinação tripla de orlistat, cisplatina e 5-FU (CI >1). 
 
 
 

5.3 Efeitos do orlistat, em associação com cisplatina, 5-FU ou paclitaxel na 
indução de morte celular 
 

Para avaliação das taxas de apoptose e de necrose nas células SCC-9 

LN1 tratadas com orlistat e os quimioterápicos aqui estudados, isolados ou em 

combinação, foram realizados três experimentos independentes com as drogas 

em seus respectivos IC50, nos períodos de 24, 36 e 48 horas. Após 24 horas de 

tratamento observou-se um maior índice de apoptose nas células tratadas 

simultaneamente com orlistat e paclitaxel (Figura 12). As demais combinações 

estudadas não se mostraram efetivas, sendo que a combinação de orlistat com 5-

FU ou cisplatina foram menos efetivas do que as drogas isoladas (Figura 12). As 

taxas de morte celular por necrose foram muito baixas e, aparentemente, não 

afetadas pelos tratamentos em nenhum dos períodos de tempo estudados 

(Figuras 12, 13 e 14).  
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Figura 12: Análise das células SCC-9 LN1 positivas para Anexina V-PE e 7AA-D-PerCP por 
citometria de fluxo, após tratamento com orlistat, cisplatina, 5-FU, paclitaxel e suas combinações 
por 24 horas. Observa-se significante aumento no índice apoptótico com o uso da combinação 
orlistat e paclitaxel, quando comparado com orlistat (a) p = 0,0003 ou paclitaxel (b) p = 0,0026 
sozinhos. A combinação de orlistat e cisplatina não apresentou significância estatística quando 
comparada ao orlistat (c) p = 0,052 e pequeno aumento no índice apoptótico quando comparada a 
cisplatina isoladamente (d) p = 0,03. Já a combinação entre orlistat e 5-FU teve menor índice 
apoptótico quando comparado ao orlistat (e) p = 0,02 e não teve diferença significativa quando 
comparada ao 5-FU isoladamente (f) p = 0,119. Este gráfico representa a média de três ensaios 
independentes. C: controle. 
 

 

No período de 36 horas de tratamento, a maior indução de apoptose 

continuou sendo causada pela combinação de orlistat com paclitaxel, porém com 

menor significância estatística quando comparada com as taxas de apoptose 

induzidas por paclitaxel isoladamente (Figura 13). As demais combinações, 

apesar de provocarem discreto aumento com relação às drogas isoladas, não 

mostraram significância estatística (Figura 13). Após 48 horas de incubação, 

obtiveram-se as maiores taxas de morte celular por apoptose com a combinação 

de orlistat com paclitaxel, além de discreto aumento também com a combinação 

de orlistat e cisplatina (Figura 14). Já a combinação de orlistat com 5-FU reduziu 

os índices apoptóticos em relação ao orlistat de forma isolada (Figura 14). 
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Figura 13: Análise das células SCC-9 LN1 positivas para Anexina V-PE e 7AA-D-PerCP por 
citometria de fluxo, após tratamento com orlistat, cisplatina, 5-FU, paclitaxel e combinações por 36 
horas. Como observado no período de 24 horas, houve significativa indução de apoptose com a 
combinação de orlistat com paclitaxel (a, p = 0,0063; b, p = 0,043). As demais associações 
testadas não produziram alterações estatisticamente significantes. O gráfico representa a média de 
três experimentos independentes. 
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Figura 14: Análise das células SCC-9 LN1 positivas para Anexina V-PE e 7AA-D-PerCP por 
citometria de fluxo, após o tratamento com orlistat, cisplatina, 5-FU, paclitaxel e associações pelo 
período de 48 horas. Pode-se observar, como nos dois períodos anteriores (Figuras 12 e 13) um 
nítido aumento nos índices de apoptose com o uso da combinação de orlistat com paclitaxel (a, p= 
0,0001 em relação ao orlistat; b, p= 0,0002 em relação ao paclitaxel).  Observa-se ainda discreta 
indução de morte por apoptose com a combinação de cisplatina e orlistat, quando comparada ao 
orlistat (c, p= 0,007) e à cisplatina (d, p= 0,002) de maneira independente. A combinação de orlistat 
com 5-FU não foi efetiva para provocar apoptose, pelo menos nestas condições experimentais. O 
gráfico representa a média de três experimentos independentes. 
 

 

5.4 Efeitos do orlistat, dos quimioterápicos cisplatina, 5-FU, e paclitaxel, e 
das suas combinações sobre a progressão do ciclo celular 
 

Para avaliação dos efeitos do orlistat em combinação com os 

quimioterápicos cisplatina, 5-FU e paclitaxel na distribuição das células SCC-9 

LN1 nas fases do ciclo celular, foram realizados três experimentos independentes 

em triplicatas, com períodos de tratamento de 24, 36 e 48 horas. Em 24 horas foi 

possível observar um acúmulo de células SCC-9 LN1 na fase S, com a 

combinação de orlistat com cisplatina, e na fase G2, com a combinação de orlistat 

com paclitaxel, porém estas diferenças não atingiram significância do ponto de 

vista estatístico (Figura 15). 
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Figura 15: Análise da distribuição das células SCC-9 LN1 nas fases do ciclo celular através de 
citometria de fluxo após tratamentos de 24 horas com orlistat (ORL), cisplatina (CIS), 5-FU, 
paclitaxel (PTX) e associações (ORL + CIS, ORL + 5-FU e ORL + PTX). Pode-se observar um 
acúmulo de células na fase S com a combinação de orlistat com cisplatina, semelhante ao que 
ocorre com cisplatina isoladamente. O orlistat, juntamente com paclitaxel, provocou acúmulo de 
células em G2, como ocorreu com paclitaxel sozinho (42%). Os dados mostrados neste gráfico são 
de um experimento representativo. 
 

 

Após um período de 36 horas, as células SCC-9 LN1 tratadas somente 

com cisplatina ou com a associação de orlistat e cisplatina estavam todas na fase 

S (Figura 16). Aumento da porcentagem de células na fase S também foi 

característico do tratamento com paclitaxel isolado ou combinado com orlistat 

(Figura 16). Em 48 horas, observou-se um aumento da porcentagem de células 

na fase G1 com cisplatina, em comparação com os períodos anteriores (Figura 

17). Já com paclitaxel ocorreu retorno das células para a fase G2, quando 

comparado com o tempo experimental anterior, ao passo que orlistat e 5-FU 

mantiveram perfis semelhantes (Figura 17). Na figura 18 podemos observar a 

progressão das células SCC-9 LN1 tratadas com orlistat, cisplatina, 5-FU, 

paclitaxel e combinações pelas fases do ciclo celular em todos os tempos de 

tratamento estabelecidos. 

 

 

0%

25%

50%

75%

100%

C ORL 5-FU CIS PTX ORL + 5-FU ORL + CIS ORL + PTX

G2

S

G0/G1



48 
 

 
 
Figura 16: Análise da distribuição das células SCC-9 LN1 nas fases do ciclo celular por citometria 
de fluxo após 36 horas com os mesmos tratamentos descritos na figura 15. Observa-se que as 
células incubadas com a cisplatina isolada ou em combinação com orlistat apresentaram-se todas  
na fase S. Observa-se também um aumento na porcentagem de células na fase S com paclitaxel 
sozinho ou combinado com orlistat. Gráfico representativo de um experimento 
 
 

 

 

 

Figura 17: Análise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo em células SCC-9 LN1 após 48 
horas dos tratamentos descritos na figura 15. Pode-se observar que nos tratamentos com 
cisplatina cerca de 70% das células estão na fase S e nos tratamentos com paclitaxel, 
aproximadamente 50 % das células encontram-se na fase G2. Gráfico representativo de um 
experimento. 
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Figura 18: Análise das fases do ciclo celular das células SCC-9 LN1 por citometria de fluxo após tratamentos com orlistat, cisplatina, 5-FU, paclitaxel e 
suas combinações, nos tempos de 24, 36 e 48 horas. Neste gráfico podemos observar os diversos tratamentos mostrados nas figuras 15, 16 e 17 
agrupados, para mostrar a evolução do ciclo celular nos diferentes tempos de incubação. O orlistat sozinho, na concentração utilizada, não alterou a 
progressão do ciclo celular e, de maneira geral, não mudou o resultado quando combinado com outras drogas. A cisplatina provocou acúmulo de células 
na fase S, o 5-FU  não mostrou grandes diferenças com relação aos controles e, finalmente o paclitaxel aumentou a porcentagem de células na fase G2. 
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5.5 Avaliação dos efeitos do orlistat e das combinações sobre a secreção 
dos fatores VEGFA e VEGF165b nas células SCC-9 LN1 
 

Para verificar se o tratamento com orlistat e com os quimioterápicos 

isolados ou em combinação com orlistat poderia alterar a secreção das 

proteínas VEGFA e VEGF165b, as células SCC-9 LN1 foram tratadas por 24 

horas com as drogas em seus respectivos IC50. Não houve alteração 

significativa na secreção de VEGFA pelas células SCC-9 LN1 tratadas com 

orlistat, em comparação com a combinação de orlistat com paclitaxel e com 

paclitaxel isolado (Figura 19). As células tratadas com orlistat apresentaram 

maior secreção de VEGFA quando comparadas com a combinação de orlistat 

com cisplatina e cisplatina isolada (Figura 20) e com 5-FU isolado ou 

combinado com orlistat (Figura 21). Tanto a cisplatina como o 5-FU causou 

redução na secreção de VEGFA pelas células SCC-9 LN1. 

 

 

 

Figura 19: Secreção de VEGFA pelas células SCC-9 LN1 avaliada por ELISA, após 24 horas 
de tratamento com orlistat, paclitaxel e com a combinação das duas drogas. Não foram 
observadas diferenças estatisticamente significantes com relação à combinação, embora 
orlistat sozinho tenha provocado discreto aumento (p*= 0,05). Gráfico representando a média 
de três experimentos. 
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Figura 20: Secreção de VEGFA pelas células SCC-9 LN1 avaliada por ELISA, após 24 horas 
de tratamento com orlistat, cisplatina e a combinação destas. Podemos observar redução da 
secreção de VEGFA nas células tratadas com cisplatina sozinha (p** = 0,003) e com a 
combinação (p** = 0,007), em comparação com as células tratadas somente com orlistat, que 
por sua vez provocou discreto aumento com relação ao controle (p* = 0,06). Gráfico 
representando a média de três experimentos. 
 

 

 

Figura 21: Secreção de VEGFA após 24 de tratamento das células SCC-9 LN1 com orlistat, 5-
FU ou combinação destas drogas, avaliada por ELISA. Em relação ao controle, orlistat 
provocou discreto aumento, no entanto, 5-FU inibiu significativamente a secreção de VEGFA 
em comparação com as células tratadas somente com orlistat (p*** = 0,0008). Diminuição na 
secreção deste fator também foi detectada nas células tratadas com a combinação, porém 
menos intensa que com 5-FU sozinho (p* = 0,02). Gráfico representando a média de três 
experimentos. 
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Também foi avaliada a secreção da proteína VEGF165b após o 

mesmo tempo de tratamento. A secreção deste fator foi discretamente maior 

nas células tratadas com orlistat, em relação aos controles feitos com etanol 

(Figuras 22, 23 e 24). Paclitaxel, cisplatina e 5-FU provocaram intensa redução 

da quantidade de VEGF165b em comparação com orlistat sozinho, o que foi de 

certa forma recuperado nas combinações destas drogas com orlistat (Figuras 

22, 23 e 24). 

 

 

 

Figura 22: Estudo da secreção de VEGF165b  no meio de cultura de células SCC-9 LN1 após 24 
de tratamento com orlistat (ORL), paclitaxel (PTX) ou combinação destas através de 
ELISA.Observa-se discreto aumento na quantidade de VEGF165b nas células tratadas com 
orlistat isoladamente e redução com paclitaxel sozinho (p** = 0,008) ou combinado ao orlistat 
(p* = 0,01).Gráfico representando a média de três experimentos 
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Figura 23: Secreção de VEGF165b  após 24 de tratamento das células SCC-9 LN1 com orlistat 
(ORL), cisplatina (CIS) e com a combinação destas drogas avaliada por ELISA. Observa-se 
uma maior secreção deste fator pelas células tratadas com orlistat em relação ao controle, 
intensa diminuição nas células tratadas com cisplatina sozinha (p** = 0,001) ou com a 
combinação (p** = 0,007), em comparação com orlistat isoladamente. Note que a adição de 
orlistat juntamente com a cisplatina restabelece parcialmente a secreção de VEGF165b. Este 
gráfico representa a média de três experimentos. 

 

 

 

 
Figura 24: Análise da produção de VEGF165b  pelas células SCC-9 LN1 após 24 de tratamento 
com orlistat (ORL), 5-FU ou com a combinação destas drogas através de ELISA. Note aumento 
na concentração deste fator no meio de cultura das células incubadas somente com orlistat, em 
relação ao controle, e marcante redução no tratamento somente com 5-FU (p*** = 0,0008). A 
mistura de orlistat com 5-FU restabeleceu parcialmente a secreção de VEGFA165b (p = 0,09). 
Gráfico representando a média de três experimentos. 
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6 DISCUSSÃO 
 

FASN é uma enzima com papel central na produção endógena de 

ácidos graxos e vem sendo apontada como uma nova oncoproteína em 

tumores sólidos. Diversos estudos têm mostrado sua importância como 

potencial alvo terapêutico, por ter elevada expressão bem documentada em 

diversas neoplasias malignas, dentre as quais se incluem os CECs orais 

(Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Agostini et al., 2004; Silva et al., 2008; 

Alò et al., 2001; Rossi et al., 2003; Wang et al., 2005; Tsuji et al., 2004; Orita et 

al., 2010; Rossi et al., 2006; Wang et al., 2002; Visca et al., 2003; Horiguchi et 

al., 2008; Ogino et al., 2009; Yang et al., 2011; Vlad et al., 1999; Kapur et al., 

2005; Takahiro et al., 2003; Uddin et al., 2010). Os CECs orais, principalmente 

aqueles localizados na língua, apresentam crescimento invasivo e perineural, 

recidivas precoces e frequentes metástases nos linfonodos regionais, têm uma 

taxa de sobrevida global em cinco anos de aproximadamente 50% e 

representam uma importante causa de morbidade e mortalidade, 

principalmente nos países em desenvolvimento (Scully & Bagan, 2009; 

Warnakulasuriya, 2009; da Silva et al., 2011). 

O orlistat é um inibidor de lipases pancreáticas e gástricas, 

originalmente desenvolvido como droga antiobesidade, que teve seu potencial 

como inibidor de FASN descrito por Kridel et al. (2004) através de análises 

proteômicas em câncer de próstata. Diversos estudos mostram que o 

tratamento de células provenientes de neoplasias malignas com orlistat resulta 

em bloqueio da progressão do ciclo celular, redução da proliferação, aumento 

das taxas de morte celular por apoptose, inibição da angiogênese e 

sensibilização à ação de quimioterápicos (de Schrijver et al., 2003; Menendez 

et al., 2004a; Carvalho et al., 2008; Dowling et al., 2009; Murata et al., 2010; 

Zecchin et al., 2011; Browne et al., 2006; Liu et al., 2008). Em recente estudo 

realizado no laboratório de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP, Agostini et al. 

(2013) observaram em modelo ortotópico de CEC de língua que os tumores 

primários do grupo tratado com orlistat apresentam volume significativamente 

menor do que os tumores controle, com nítida redução dos índices de 

proliferação celular. Os mesmos autores observaram também uma redução de 
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aproximadamente 43% do número de linfonodos metastáticos no grupo tratado 

com orlistat, em comparação com o grupo controle. Os experimentos 

apresentados nesta dissertação de mestrado foram idealizados para avaliar o 

potencial terapêutico da combinação do orlistat com quimioterápicos utilizados 

na prática clínica para tratamento do CEC oral, como cisplatina, 5-FU e 

paclitaxel. A hipótese de nosso grupo de pesquisa é que este tipo de 

combinação pode aumentar ainda mais o efeito da inibição de FASN no modelo 

ortotópico desenvolvido por Agostini et al. (2013). 

A terapia combinada é uma estratégia para a potencialização dos 

resultados e superação das taxas de resistência aos medicamentos, 

melhorando a resposta ao tratamento (Damaraju et al., 2007). Alguns tipos de 

neoplasias malignas, como o coriocarcinoma e o linfoma de Burkitt, se 

caracterizam como exceção e podem ser curadas com um único agente 

quimioterápico. No entanto, a ação de drogas sobre grupos celulares com alta 

heterogeneidade, como ocorre na maioria dos tumores em estágio avançado, é 

limitada, sendo em geral muito difícil obter bons resultados através da 

administração de um único agente quimioterápico (Kogashiva & Kohno, 2013). 

A elevada expressão de FASN em diversos tipos de neoplasias malignas 

sugere que esta via metabólica é comum a vários cânceres e que combinações 

de agentes quimioterápicos convencionais com inibidores desta enzima podem 

resultar em aumento da eficácia da quimioterapia. 

Para avaliarmos a natureza de combinações entre drogas, utilizamos 

o método matemático de Chou e Talalay (1984), que determina se há 

sinergismo, adição ou antagonismo. Baseado na lei de ação das massas e no 

princípio do efeito-médio, este modelo avalia o efeito médio de cada 

combinação em diferentes doses em comparação aos efeitos médios de cada 

droga isolada. Este método, com mais de 900 citações na literatura, é 

empregado in vitro, para avaliação dos efeitos combinados de drogas, 

principalmente as antineoplásicas, como uma espécie de triagem pré-clínica 

(revisado por Zhao et al., 2004 ). Os resultados aqui apresentados demonstram 

valores de CI sinérgicos para as combinações orlistat com 5-FU (CI = 0,63) e 

orlistat com Paclitaxel (CI = 0,36), sendo a maior grandeza sinérgica a da 
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segunda combinação, com menor valor de CI. Efeito aditivo foi detectado para 

a combinação de orlistat com cisplatina (CI = 1) e antagonismo para a mistura 

de orlistat com cisplatina e 5-FU (CI = 1,54). É importante interpretar com 

cautela estes dados, pois eles são decorrentes de ensaios in vitro que avaliam 

ou não a presença de células após o período de exposição à droga, através da 

coloração do DNA das células remanescentes com cristal violeta. A 

complexidade dos eventos biológicos desencadeados por cada droga, que 

ocorrem mesmo antes da morte da célula, não pode ser avaliada por esta 

técnica. Por isto, para melhor compreender estes resultados, testamos essas 

mesmas combinações em seus respectivos IC50 em ensaios de apoptose e de 

ciclo celular nas células SCC-9 LN1. 

Agostini et al. (2013) mostraram recentemente que a inibição de 

FASN nas células SCC-9 LN1 tratadas com orlistat, na concentração de 200 

µM, afeta tanto a proliferação quanto a sobrevivência destas. Com o intuito de 

reduzir a dose de orlistat utilizada por Agostini et al. (2013) e evitar possíveis 

efeitos citotóxicos inespecíficos gerados pela interação do medicamento com 

proteínas envolvidas em outros processos e vias de sinalização, determinamos 

aqui as concentrações capazes de reduzir a viabilidade das células SCC-9 LN1 

em 50% (IC50). Nestas concentrações, a combinação de orlistat com paclitaxel 

potencializou a morte celular por apoptose e a presença do orlistat nas 

combinações com cisplatina, 5-FU ou paclitaxel não interferiu no efeito dos 

quimioterápicos sobre o ciclo celular. 

A indução de apoptose é um dos efeitos mais procurados pelo 

tratamento quimioterápico em células malignas. Os mecanismos que associam 

a inibição da atividade de FASN com a indução de apoptose ainda não foram 

totalmente elucidados. No entanto, o acúmulo de malonil-CoA já foi sugerido 

como provável responsável pelo efeito citotóxico (Pizer et al., 2000; Li et al., 

2001; Thupari et al., 2001; de Schrijver et al., 2003). Knowles & Smith (2007) 

demonstraram que o silenciamento de FASN através de RNAi em células 

derivadas de câncer de mama, além de afetar a transcrição de genes 

envolvidos no metabolismo tumoral, ocasiona elevada regulação de genes que 

regulam a parada do ciclo celular e apoptose. Zecchin et al. (2011) 
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demonstraram que, em células B16-F10, a inibição de FASN com cerulenina ou 

com orlistat inibe a proliferação e induz morte por apoptose através da via 

mitocondrial ou intrínseca, com liberação de citocromo c e ativação de 

caspase-3. Neste mesmo estudo, a apoptose induzida por orlistat foi precedida 

por estresse oxidativo e aumento da [Ca2+]cit, sendo independente da 

participação de p53, calcineurina ou da abertura de poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial. 

O orlistat já demonstrou potentes efeitos antiproliferativos e pró-

apotóticos em células derivadas de cânceres de próstata, mama, estômago e 

ovário, além de melanoma, retinoblastoma e linfoma de células do manto 

(Kridel et al., 2004; Menendez & Lupu, 2005a; Dowling et al., 2009; Menendez 

et al., 2006; Carvalho et al., 2008; Vandhana et al., 2013; Gelebart et al., 2012). 

Em estudos experimentais in vivo, orlistat revelou atividade antitumoral em 

modelo xenográfico de câncer de próstata (Kridel et al., 2004), aumentou as 

taxas de sobrevida em camundongos geneticamente modificados que 

desenvolvem espontaneamente câncer gastrointestinal (Dowling et al., 2009) e 

reduziu metástases para os linfonodos mediastínicos em melanomas (Carvalho 

et al., 2008) e para linfonodos cervicais em CEC de língua (Agostini et al., 

2013). 

O paclitaxel é capaz de induzir apoptose independente do estado de 

p53, através da sua ação estabilizadora dos microtúbulos (Zoli et al., 2005) em 

células derivadas de cânceres de mama, ovário, estômago, pulmão, cabeça e 

pescoço, além de melanoma e osteossarcoma (Zoli et al., 2005; Sugimura et 

al., 2004; Lin et al., 1998; Li et al., 2005; Hsiao et al., 2009; Lee et al., 2007; 

Kim et al., 2013). Kalechman et al. (2000) estudaram os efeitos da combinação 

de paclitaxel com o imunomodulador AS101 em modelo murino de melanoma 

induzido por células B16. Este tratamento refletiu em aumento da sobrevida de 

63,3%, além de significante redução do volume tumoral, quando comparado 

com o grupo controle. Shimura et al.(2014) mostraram em modelo xenográfico 

metastático de câncer de estômago, que o tratamento com paclitaxel é capaz 

de reduzir o volume e a quantidade de metástases peritoneais. Neste estudo, 

mostramos que orlistat associado ao paclitaxel apresenta efeito sinérgico, com 
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aumento significativo dos efeitos citotóxicos de ambas as drogas isoladamente 

nos três períodos de tempo estudados (24, 36 e 48 horas). Estes dados 

corroboram com aqueles encontrados por Menendez et al. (2005c), que 

demonstraram que a administração conjunta de inibidores de FASN (cerulenina 

ou c75) e medicamentos antitubulínicos (paclitaxel, docetaxel e vinorelbine) no 

tratamento de células derivadas de câncer de mama humano, tem efeito 

citotóxico sinérgico por elevar as taxas de apoptose. 
Observamos também no presente trabalho aumento no índice de 

apoptose das células SCC-9 LN1 tratadas com a combinação de orlistat com 

cisplatina, no tempo de 48 horas, em comparação aos tratamentos isolados. A 

cisplatina é um dos agentes antitumorais mais potentes, exibindo atividade 

clínica contra uma variedade de neoplasias malignas, como os cânceres de 

testículo, ovários, bexiga, esôfago, pulmão, mama, colo do útero, cabeça e 

pescoço, estômago e próstata, bem como linfoma de Hodgkin e linfomas não-

Hodgkin, neuroblastoma, sarcomas, melanoma e mesotelioma (revisado por 

Florea & Büsselberg, 2011). Sua ação citotóxica provém da formação de 

adutos no DNA, que ativam várias vias de transdução de sinais, incluindo as de 

p53, p73 e MAPK, e culminam em ativação de apoptose (Siddik, 2003). 

Clinicamente, cisplatina é usada em associação a outros quimioterápicos, 

como 5-FU, gemcitabine, docetaxel e paclitaxel, a fim de minimizar os 

mecanismos de resistência (Cereda et al., 2010; Dueňas-González et al., 2012; 

Du et al., 2012; Vermorken et al., 2007). Outro objetivo da terapia combinada é 

a ativação de diferentes vias de transdução de sinais que podem levar ao 

aumento de apoptose (Florea & Büsselberg, 2011). 

Vazquez-Martin et al. (2007) associaram o inibidor de FASN 

cerulenina ao 5-FU no tratamento de células SK-Br3, MCF-7 e MDAMB-231, 

derivadas de câncer de mama. As células foram expostas ao tratamento 

simultâneo por 24 horas, 5-FU seguido pela cerulenina e cerulenina seguida 

pelo 5-FU. Foi observado que o tratamento simultâneo foi capaz de aumentar a 

eficácia de 5-FU em 20, 81 e 58 vezes nas células SK-Br3, MCF-7 e MDAMB-

231, respectivamente. O pré-tratamento com cerulenina por 24 horas, seguido 

por 5-FU por mais 24 horas, aumentou a eficácia de 5-FU em 31, 87 e 126 
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vezes enquanto que o pré-tratamento com 5-FU por 24 horas, seguido por 

cerulenina por 24 horas, foi capaz de aumentar a ação de 5-FU em 107, 20 e 

18 vezes nas mesmas células. No presente trabalho, a análise de Chou e 

Talalay mostrou sinergismo moderado para combinação de orlistat com 5-FU, o 

que não ficou evidente quando avaliamos as taxas de apoptose, o ciclo celular 

e a expressão das proteínas VEGF. Um dos mecanismos sugeridos por 

Vazquez-Martin et al. (2007) através dos quais o bloqueio de FASN aumenta a 

ação do 5-FU em células de câncer de mama é a redução da quantidade 

intracelular de diglicerídeos, precursores diretos para a síntese de fosfolipídios. 

O maior acúmulo de fosfolipídios nas células em divisão ocorre na fase S, 

assim, espera-se que as células na fase S estejam mais sensíveis ao 

metabolismo fosfolipídico. Assim, o tratamento prévio com 5-FU promove 

parada precoce das células na fase S tornando-as mais sensíveis aos efeitos 

da inibição de FASN por cerulenina. Considerando que o 5-FU é um agente 

quimioterápico de ação na fase S do ciclo celular e os inibidores de FASN 

inibem a progressão para esta fase, o pré-tratamento com cerulenina pode 

bloquear ou reduzir a incorporação de 5-FU ao DNA, tornando o tratamento 

menos eficaz. 

Verificamos também, os efeitos dessas combinações sobre a 

progressão do ciclo celular, uma vez que a inibição de FASN inibe a 

proliferação de diversas linhagens tumorais justamente por inibir a síntese de 

ácidos graxos necessários à síntese de membranas (Pizer et al., 1998b; Li et 

al., 2001; Chirala et al., 2003, Menendez et al., 2005b; Ho et al., 2007; Murata 

et al., 2010). Nas células tumorais, a inibição de FASN com orlistat causa 

diminuição da síntese de DNA, inibição da progressão para a fase S do ciclo 

celular e consequente morte por apoptose (Pizer et al., 1998b, Kridel et al., 

2004).  Menendez et al. (2005b, 2005a) demonstraram que o tratamento de 

linhagens celulares derivadas de carcinoma de estômago (NCI-N87) e de 

mama (SK-Br3) com orlistat causa um bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1, 

retardando a entrada na fase S. Resultados semelhantes também foram 

observados no trabalho de Carvalho et al. (2008), em células derivadas de 

melanoma murino. Está claro também na literatura, que orlistat causa redução 
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da quantidade de Skp2, consequente acúmulo de p27kip1 e ativação da via de 

Rb (Knowles et al., 2004, Menendez et al., 2004b). No presente trabalho, 

verificamos que a associação de orlistat com cisplatina causa bloqueio do ciclo 

celular na fase S após 36 horas, sendo as maiores taxas de apoptose desta 

combinação em 48 horas.  

A ligação do paclitaxel com a subunidade β dos microtúbulos resulta 

em parada do ciclo celular em G2/M. Associado ao orlistat, observamos aqui 

um aumento progressivo de células na fase G2/M nos tempos de 36 e 48 

horas, chegando a 50% de células nesta fase. Em baixas concentrações, o 

paclitaxel altera a dinâmica dos microtúbulos, o que pode inibir a formação de 

fusos mitóticos, ao passo que em altas concentrações resulta em danos aos 

microtúbulos, porém não é claro ainda como paclitaxel atua dependendo das 

concentrações (Das et al., 2001).  

Angiogênese é um processo necessário para o crescimento, 

progressão e disseminação tumoral. Em vários estudos, o aumento da 

densidade de microvasos e a elevada expressão de VEGFA, em CECs de 

cabeça e pescoço foram associados com recorrência tumoral, presença de 

metástases e, consequentemente, pior prognóstico (revisado por Codec’a et 

al., 2012). O fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) tem papel 

central na angiogênese em vários processos fisiológicos e patológicos (Ferrara, 

2002). O aumento da sua produção é induzido pela exposição das células 

tumorais a ambientes hipóxicos e mediado pelo fator HIF-1α, cuja atividade é 

aumentada na hipóxia intratumoral. Outros fatores como o fator de crescimento 

epidérmico (EGF), o PDGF, prostaglandinas COX- 2  e também IL-6 também 

estão envolvidos na angiogênese tumoral (Codec’a et al., 2012). 

Nossos resultados mostram que o tratamento das células SCC-9 

LN1 com orlistat aumenta discretamente a produção de VEGFA. Por outro lado, 

os quimioterápicos reduzem esta secreção, o que pode ser recuperado, pelo 

menos em parte, pela combinação com orlistat. Alguns estudos já relataram os 

efeitos antiangiogênicos da cisplatina, dentre eles, o realizado por Duyndam et 

al. (2007), que avaliou a expressão de VEGFA e a atividade de HIF-1α sob 

normóxia e hipóxia nas células A2780, OVCAR-3 e SKOV-3, derivadas de 
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câncer de ovário, tratadas com cisplatina ou paclitaxel. Foi demonstrado que as 

células tratadas com cisplatina inibiram a expressão de VEGF induzido por 

hipóxia e também reprimiu a expressão da proteína HIF-1α em todas as 

linhagens celulares. Já as células tratadas com paclitaxel não tiveram influência 

na expressão de VEGF e atividade de HIF-1α. 

A produção da proteína anti-angiogênica VEGFA165b, também foi 

avaliada nesta pesquisa e os resultados mostram maior secreção nas células 

tratadas somente com orlistat, quando comparadas aos demais tratamentos. 

As propriedades anti-angiogênicas de orlistat já foram anteriormente relatadas. 

Primeiramente, Browne et al. (2006) observaram que a inibição de FASN por 

orlistat nas células endoteliais dos vasos sanguíneos inibe a proliferação por 

impedir a expressão de VEGFR-2 na superfície destas células. Seguin et al. 

(2012) observaram diminuição dos vasos sanguíneos peritumorais em 

melanomas experimentais cutâneos de camundongos tratados com orlistat, 

além de redução da viabilidade, da proliferação e da capacidade de formação 

de estruturas do tipo capilar in vitro por células endoteliais RAEC. No trabalho 

de Agostini et al. (2013), o tratamento das células SCC-9 LN1 com orlistat 

também resultou em um forte aumento da produção de VEGFA165b. Vale 

lembrar aqui que a disseminação metastática dos CECs orais ocorre 

principalmente através dos vasos linfáticos para os linfonodos cervicais 

ipsilaterais, com ocasionais metástases contralaterais ou bilaterais (Neville et 

al., 2009), o que torna também necessário uma detalhada avaliação dos fatores 

relacionados a linfangiogênse, como VEGFC e VEGFD. 

Em resumo, os achados desta dissertação mostram que o 

tratamento com orlistat potencializa a apoptose nas células SCC-9 LN1 quando 

em conjunto com o quimioterápico paclitaxel, numa combinação sinérgica. 

Observamos também, que mesmo sendo classificada como de potencial efeito 

aditivo, a associação de orlistat com cisplatina também foi capaz de aumentar 

os índices de apoptose das mesmas células. Diante disso, ambas as 

combinações devem ser estudadas in vivo, para uma melhor avaliação do 

potencial de aplicação clínica de inibidores de FASN em CECs de cabeça e 

pescoço. 
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7 CONCLUSÃO 
 

7.1 A combinação do inibidor de FASN orlistat com paclitaxel é sinérgica, de 

acordo com o método de Chou e Talalay. 

 

7.2 A combinação de orlistat com 5-FU apresenta sinergismo moderado, de 

acordo com o método de Chou e Talalay. 

 

7.3 A combinação de orlistat com cisplatina apresenta efeito aditivo, de acordo 

com o método de Chou e Talalay. 

 

7.4 A combinação de orlistat com cisplatina e 5-FU apresenta efeito 

antagônico, de acordo com o método de Chou e Talalay. 

 

7.5 As combinações de orlistat com cisplatina e de orlistat com paclitaxel 

aumentam as taxas de apotopse nas células SCC-9 LN1. 

 

7.6 A combinação de orlistat com cisplatina promove acúmulo de células SCC-

9 LN1 na fase S do ciclo celular, assim como ocorre com a cisplatina 

isoladamente, porém com menor intensidade. 

 

7.7 A combinação de orlistat com paclitaxel promove acúmulo das células 

SCC-9 LN1 na fase G2 do ciclo celular, de maneira semelhante, porém menos 

intensa, do que o paclitaxel isoladamente. 

 

7.8 As combinações testadas, assim como cisplatina, 5-FU e paclitaxel 

isoladamente, reduzem os níveis de VEGFA e de VEGF165b, em comparação 

com o com orlistat de forma isolada. 
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