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        RREESSUUMMOO  

 

A enzima ácido graxo sintase (FASN), cuja expressão e atividade estão 

elevadas em várias neoplasias malignas humanas, é responsável pela síntese 

endógena de ácidos graxos saturados de cadeia longa e, consequentemente, pela 

a produção de fosfolipídios das membranas celulares. A inibição de FASN com 

orlistat (Xenical), uma droga anti-obesidade, é descrita como tendo propriedades 

anti-neoplásicas nos cânceres de próstata, mama, bem como no melanoma. Este 

composto parece desempenhar também um papel anti-angiogênico, uma vez que 

foi descrito como inibidor da proliferação de células endoteliais e da 

neovascularização em ensaio ex vivo. Em trabalho recente, realizado por nosso 

grupo de pesquisa, foi demonstrado que o tratamento de camundongos portadores 

de melanomas intraperitoneais com orlistat reduziu em cerca de 50% o número de 

metástases para linfonodos mediastínicos. Em outro estudo, também realizado por 

nosso grupo, foi observado que a inibição da atividade de FASN pode ter um 

papel sobre a angiogênese induzida por melanomas experimentais, pois a 

densidade de vasos sanguíneos ao redor destes tumores foi significantemente 

reduzida pelo tratamento com orlistat. Considerando as evidências sugerindo um 

papel biológico relevante de FASN na disseminação metastática de melanomas, o 

presente trabalho de pesquisa teve como objetivo principal investigar as 

consequências da inibição da atividade de FASN em cultura de células endoteliais 

de vasos sanguíneos, através da análise do ciclo celular e das taxas de apoptose. 

A expressão dos diversos fatores da família VEGF foi avaliada por RT-PCR 

quantitativo em células de melanoma e carcinoma espinocelular bucal. Os 

resultados obtidos mostram que orlistat e cerulenina inibem a viabilidade, induzem 

a apoptose e reduzem in vitro a formação de vasos sanguíneos pelas células 

endoteliais RAEC. No entanto, o mesmo tratamento não reduz a viabilidade e nem 

reduzem a formação de vasos sanguíneos in vitro pelas células endoteliais 

HUVEC. A inibição de FASN nas células neoplásicas SK-MEL-25 e SCC-9 

aumenta a expressão de RNAs mensageiros para VEGFA e que o meio 
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condicionado por estas células com orlistat reduz a formação in vitro de vasos 

sanguíneos e a proliferação das células HUVEC. Nossos resultados sugerem que 

FASN parece ser importante para a sobrevivência das células RAEC e que a 

inibição de FASN modula a expressão das isoformas de VEGFA.  
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                                                                                                                                                                                                              AABBSSTTRRAACCTT 

 

Fatty acid synthase (FASN) is the anabolic enzyme with high expression 

and activity in several human malignancies, which is responsible for the 

endogenous synthesis of saturated fatty acids and consequently of the 

phospholipids present in cell membranes. Inhibition of FASN with orlistat (Xenical), 

an anti-obesity drug, is described as having anti-neoplastic properties in breast and 

prostate cancers as well as in melanoma. An anti-angiogenic role, has been 

attributed to this drug, since it inhibits the proliferation of endothelial cells and the 

neovascularization in ex vivo both assays. In recent studies performed by our 

group, it was demonstrated that the treatment of mice bearing intraperitoneal 

melanoma with orlistat reduced by 50% the number of metastases to mediastinal 

lymph nodes. In another study, also conducted by our group, we observed that the 

inhibition of FASN reduces the angiogenesis induced by experimental melanomas, 

since the density of blood vessels around tumors was significantly decreased by 

the treatment with orlistat. In the present work investigated the consequences of 

the treatment with FASN inhibitors the proliferation and apoptosis cultured 

endothelial cells. The expression of the VEGF family of growth factors were 

assessed by quantitative RT-PCR in both melanoma and squamous cell carcinoma 

cells. The results show that orlistat and cerulenin inhibit the viability and induce 

apoptosis and reduce the formation of blood vessels by RAEC cells in vitro. 

However, the same treatment does not reduce the viability and not reduce the 

formation of blood vessels by HUVEC cells in vitro. The inhibition of FASN in 

neoplastic cells SK-MEL-25 and SCC-9 increases the expression of mRNAs for 

VEGF and the conditioned medium by these cells with orlistat reduces the 

formation of blood vessels in vitro and proliferation of HUVEC cells. Together, the 

experiments show that FASN seems to be important for the survival of RAEC cells 

and FASN inhibition modulates the expression of VEGF isoforms. 
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11..IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO 

  
A enzima lipogênica FASN é produzida em grandes quantidades em 

diversos tumores malignos humanos e apontada como um oncogene metabólico, 

em virtude de sua habilidade em favorecer a sobrevivência de células tumorais. A 

expressão aumentada de FASN pode ser detectada em fases precoces da 

tumorigênese e está associada com formas agressivas da doença, estando 

também ligada a um pior prognóstico para alguns tipos de tumores. A inibição de 

FASN em células malignas causa redução do ciclo celular e morte por apoptose, o 

que faz com que esta enzima seja apontada como um alvo promissor para o 

tratamento do câncer. Angiogênese é o termo usado para descrever o mecanismo 

de crescimento de novos vasos sanguíneos a partir dos já existentes. Em suma o 

crescimento de vasos sanguíneos pode acontecer por via de dois mecanismos 

diferentes: vasculogênese e angiogênese. Vasculogênese indica o 

desenvolvimento de novos vasos durante a fase embrionária (Carmeliet et al., 

2001). A formação de vasos sanguíneos é um achado proeminente nas neoplasias 

malignas, sendo importante na progressão e desenvolvimento de metástases.     

Resultados prévios obtidos em nossa dissertação de mestrado indicam 

que a angiogênese induzida pelo implante intradérmico de células B16-F10 foi 

significantemente reduzida pela inibição da FASN com orlistat. O trabalho de 

Carvalho et al. (2008), também realizado em nosso laboratório, mostrou que 

camundongos C57BL6 tratados com orlistat têm diminuição da síntese endógena 

de lipídios e, mais importante, apresentam redução de até 50% no número de 

metástases espontâneas para linfonodos mediastínicos em melanomas 

experimentais. A inibição de FASN com orlistat ou cerulenina, em células de 

melanoma murino B16-F10, inibe a proliferação e induz morte por apoptose com 

liberação de citocromo c e ativação de caspase-3 (Zecchin et al., 2010). FASN 

interfere também no processo de linfangiogênese induzida por melanomas 

experimentais, pois a densidade de vasos linfáticos ao redor destes tumores foi 

significantemente aumentada pelo tratamento com orlistat (dados ainda não 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Vasos_sangu%C3%ADneos
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fase_embrion%C3%A1ria&action=edit&redlink=1
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publicados). Finalmente, em outro estudo realizado em nosso laboratório, foi 

observado em modelo ortotópico de carcinoma espinocelular bucal que o 

tratamento com orlistat reduz significativamente o número de metástases para 

linfonodos cervicais regionais, além de diminuir substancialmente o tamanho dos 

tumores primários localizados na língua (dados ainda não publicados).  

Browne et al. (2006) relataram as primeiras evidências experimentais 

de que orlistat suprime a proliferação das células endoteliais e o processo de 

angiogênese. Em estudo realizado por Menendez et al. (2005), verificou-se que 

após a inibição específica da atividade de FASN com C75, ocorre um aumento 

dose-dependente da expressão de VEGF em células derivadas de câncer de 

mama, com expressão elevada da oncoproteína ErbB-2. Estes autores 

demonstraram também que o bloqueio da atividade de FASN ativa a via MAPK e 

promove um acúmulo proeminente de HIF-1α nestas mesmas células. Aumento da 

expressão de VEGF, ativação de MAPK e acúmulo de HIF-1α também foi 

observado quando o gene da FASN foi silenciado através de RNAi. Estes achados 

sugerem que a perturbação do metabolismo endógeno de ácidos graxos das 

células tumorais desencadeia uma situação que mimetiza a hipóxia, a qual 

recupera prontamente a cascata MAPK-HIF-1α-VEGF dependente de ErbB-2. Em 

conjunto, todas estas observações sugerem que a inibição de FASN pode ser uma 

nova estratégia para interferir na sobrevivência tumoral, com possível efeito anti-

angiogênico. No presente trabalho, investigamos as consequências do bloqueio de 

FASN na proliferação de células endoteliais e verificamos seus efeitos sobre a 

expressão de fatores envolvidos no processo de angiogênese.  

Em resumo, observamos que orlistat e cerulenina foram capazes de 

inibir a viabilidade, induzir a apoptose e reduzir in vitro a formação de vasos 

sanguíneos pelas células endoteliais RAEC. Entretanto, células endoteliais 

HUVEC não tiveram a viabilidade reduzida pelos mesmos tratamentos. 

Verificamos que a inibição de FASN nas células neoplásicas SK-MEL-25 e SCC-9 

aumenta a expressão de RNAs mensageiros com função pró- e anti- angiogênica 
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e que o meio condicionado por estas células com orlistat reduz a formação in vitro 

de vasos sanguíneos e a proliferação das células HUVEC.  
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22..RREEVVIISSÃÃOO  DDEE  LLIITTEERRAATTUURRAA  
  

2.1. Ácido graxo sintase (FASN)  
 

Os ácidos graxos são precursores dos fosfolipídeos das membranas 

celulares e importantes substratos para o metabolismo energético. As células 

neoplásicas malignas, em geral, são dependentes de um elevado metabolismo 

endógeno de ácidos graxos. Devido ao seu alto índice de proliferação, necessitam 

da produção continua de ácidos graxos para a síntese das membranas, para a 

liberação de energia através da β-oxidação lipídica e também para a realização de 

modificações protéicas pós-traducionais (Menendez et al., 2007). 

FASN é uma enzima metabólica com papel central na homeostasia 

energética, uma vez que converte o excesso de carbono em ácidos graxos para 

armazenamento. Seu principal produto enzimático é o ácido palmítico, obtido a 

partir da condensação de malonil-CoA e acetil-CoA, sendo o palmitato 

responsável pela acilação dos principais reguladores das vias de transdução de 

sinais. A conformação estrutural de FASN é a de um homodímero de cadeias 

polipeptídeas longas com massa molecular de 250-270 kDa. Cada polipeptídeo 

possui sete sítios catalíticos que estão distribuídos a partir da extremidade amino 

terminal em direção a carboxil terminal na seguinte ordem: β-cetoacil sintase 

(catalisa a condensação dos resíduos de malonil e acetil com a cadeia de ácido 

graxo em formação), acetil-CoA e malonil-CoA transacilases (são sítios de entrada 

dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a subseqüente reação de 

condensação), os sítios desidratase, enoil redutase, β-cetoacil redutase e proteína 

carregadora de acil (atuam como redutores, sobre o produto formado pela β-

cetoacil sintase), e por fim o sítio tioesterase localizado na região carboxil terminal 

(promove a hidrólise do palmitato), os quais atuam em sequência até a liberação 

da molécula de ácido graxo recém sintetizada (Wakil, 1989; Jayakumar et al., 

1995; Smith et al., 2003). Na última década, diversos trabalhos têm demonstrado o 

importante papel de FASN na sobrevivência das células tumorais. A atividade de 

FASN é mínima em tecidos normais, exceto em tecidos lipogênicos, uma vez que 
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a maior parte dos ácidos graxos usados pelas células provém da dieta (Weiss et 

al., 1986; Menendez et al., 2005a). Desta forma, a expressão de FASN é baixa ou 

mesmo ausente na maioria dos tecidos humanos adultos normais (Weiss et al., 

1986), com exceção do fígado, tecido adiposo, mama durante a lactação, 

endométrio na fase proliferativa e dos pulmões de recém nascidos onde ocorre a 

produção da substância surfactante (Kuhajda, 2000; Chirala et al., 2001). Ao 

contrário, nas células de neoplasias malignas a maior parte dos ácidos graxos 

provém da síntese endógena, através da atividade de FASN. A expressão de 

FASN está aumentada em diversos tipos de neoplasias malignas humanas de 

natureza epitelial, como as mama (Wang et al., 2001a; Zhang et al., 2005; Li et al., 

2008; Bershtein et al., 2009), cólon (Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008; Ogino et 

al., 2009; Kearney et al., 2009; Uddin et al., 2009), próstata (Epstein et al., 1995; 

Swinnen et al., 2000a; Swinnen et al., 2002; Rossi et al., 2003; Van de Sande et 

al., 2002; Shah et al., 2006), ovário (Alo et al., 2000; Wang et al., 2001a; Uddin et 

al., 2011), endométrio (Pizer et al., 1998b; Tsuji et al., 2004), carcinoma de células 

renais (Horiguchi et al., 2008), pâncreas (Alo et al., 2007; Yang et al., 2011), 

estômago (Kusakabe et al., 2002), esôfago (Nemoto et al., 2001), pulmão 

(Piyathilake et al., 2000; Wang et al., 2002; Orita et al., 2007; Orita et al., 2008), 

bexiga (Visca et al., 2003), mieloma múltiplo (Okawa et al., 2008; Wang et al., 

2008), gliomas (Zhao et al., 2006), glândulas salivares (Ito et al., 2009) carcinomas 

espinocelulares bucais (CECs) (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Agostini et 

al., 2004; Silva et al., 2008), melanomas (Innocenzi et al., 2003; Kapur, 2005a; 

Kapur, 2005b; Andrade et al., 2011), além de sarcomas de tecidos moles (Rossi et 

al., 2006). Em alguns destes tumores, foram realizados estudos 

imunohistoquímicos que correlacionaram a alta expressão de FASN com uma 

maior taxa de recorrência, maior risco de desenvolvimento de metástases e 

conseqüentemente pior prognóstico, como os de próstata (Epstein et al., 1995), 

ovário (Gansler et al., 1997; Alo et al., 2000), tireóide (Vlad et al., 1999); cólon 

(Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008, Uddin et al., 2009), melanoma (Innocenzi et 

al., 2003; Kapur et al., 2005b), sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003), 
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carcinoma de células renais (Horiguchi et al., 2008) e CECs bucais (Silva et al., 

2009). Além do mais, uma associação inversa entre alta expressão de FASN e 

redução do índice apoptótico foi observada em câncer de próstata (Migita et al., 

2009) e co-expressão de FASN com a proteína Caveolina-1 (Cav-1) foi 

relacionada ao pior prognóstico de pacientes com câncer pancreático (Witkiewicz 

et al., 2008). Em melanomas, observou-se uma correlação positiva entre 

expressão de FASN e índice de Breslow, além de uma correlação inversa entre 

FASN e a sobrevida total (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005). Os dados 

disponíveis até o momento sugerem que a elevada atividade desta via anabólica 

gera vantagens para o rápido crescimento celular no câncer (Baron et al., 2004).  

Apesar das diversas evidências apontando a síntese endógena de 

ácidos graxos como essencial para a proliferação de células malignas, não se 

conhece até o momento quais os mecanismos biológicos envolvidos. Neste 

contexto, Swinnen et al. (2003) demonstraram que a atividade de FASN é 

necessária para a produção dos fosfolipídios que compõe as membranas das 

células LNCaP (uma linhagem celular derivada de um adenocarcinoma de 

próstata metastático). Isto pode causar, além de um aumento na velocidade da 

produção das membranas celulares, alterações na sua composição lipídica, com 

possíveis efeitos em várias vias de transdução de sinais (Baron et al., 2004). 

Como a atividade biológica da FASN está restrita à síntese de ácidos graxos, que 

está acelerada em células tumorais, esta pode ser um alvo terapêutico para o 

tratamento de diversos tipos de câncer. Segundo Menendez e Lupu (2007), FASN 

participa não somente das vias de transdução de sinais, do metabolismo, da 

regulação da proliferação e sobrevivência de células tumorais, mas também 

modula a progressão metastática das neoplasias malignas.  

 
2.2. Regulação de FASN 
 

O aumento da síntese de ácidos graxos é causado por múltiplos  

mecanismos, incluindo a expressão aumentada de enzimas lipogênicas. A 

biossíntese endógena de ácidos graxos em tecidos normais como fígado e tecido 
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adiposo é catalisada pela FASN, sendo estimulada pela alta concentração de 

carboidratos e suprimida pela presença de ácidos graxos na dieta (Fukuda et al., 

1999).  

Como descrito anteriormente, a expressão elevada de FASN é 

observada em uma ampla variedade de tumores malignos humanos. Embora os 

mecanismos responsáveis por este fenômeno não sejam completamente 

entendidos, de uma maneira geral a expressão de FASN é regulada por fatores de 

crescimento, hormônio esteróides, e seus respectivos receptores (revisado por 

Mashima et al., 2009). Fosfatidilnositol‑3 quinase (PI3K)-Akt e proteína-quinase 

ativada por mitógeno (MAPK) são vias de sinalização que medeiam expressão de 

FASN através do fator de transcrição SREBP-1c. SREBPs são proteínas que 

estimulam a transcrição de FASN quando interagem com sequências específicas 

do DNA dentro do promotor de FASN (Swinnen et al., 1997b; Swinnen et al., 

2000b; Heemers et al., 2001). Está experimentalmente demonstrada a regulação 

mútua de FASN e do receptor do fator de crescimento ErbB2, o qual induz a 

expressão de FASN através da sinalização via PI3K (Kumar-Sinha et al., 2003), o 

qual por sua vez, também depende da expressão FASN (Menendez et al., 2004). 

Esta regulação foi observada por Menendez et al. (2004) em linhagens celulares 

de câncer de mama e de ovário, nas quais a inibição (farmacológica ou via RNAi) 

de FASN suprime a expressão de ErbB2 através da elevação da expressão de 

PEA3, um repressor da transcrição de ErbB2. Estes efeitos são complexos e 

envolvem a ativação de múltiplas vias de transdução de sinais, como por exemplo 

a via de PI3K–Akt (Van De Sande et al., 2002; Wang et al., 2005). Os fatores de 

crescimento e seus receptores também afetam a expressão de FASN em células 

tumorais através da via MAPK, que desencadeia uma cascata de sinais que 

culmina com a ativação do ciclo celular (Menendez et al., 2005). Está 

demonstrado que a progesterona estimula a expressão desta enzima em 

linhagens celulares de câncer de mama (Lacasa et al., 2001), enquanto que 

andrógenos aumentam a expressão e a atividade de FASN em linhagens celulares 

derivadas de câncer de próstata (LNCaP) (Swinnen et al., 1997a; Swinnen et al., 
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2000a; Myers et al., 2001; Heemers et al., 2001). Os efeitos destes hormônios 

sobre a expressão de FASN também envolvem a ativação da via de transdução de 

sinais PI3K–Akt e ERK1/2 (revisado em Lupu & Menendez, 2006). Tanto a 

testosterona como o EGF são capazes de estimular a expressão gênica de FASN 

através das proteínas SREBPs, especialmente pela modulação de SREBP1c 

(Swinnen et al., 1997).    

Relatos têm mostrado que a expressão de FASN não é somente 

controlada por SREBP-1c, mas também por outros fatores de transcrição, tais 

como as proteínas p53 e proteínas nucleares relacionadas com a lipogênese 

como SPOT14, altamente expressa em tumores de mama (D'Erchia et al., 2006; 

Martel et al., 2006). Sabbisetti et al. (2009) demonstraram que a expressão de 

FASN e de p63 (gene homólogo ao supressor de tumor p53) estão associadas, 

uma vez que o silenciamento de p63 reduz significantemente a produção de RNAs 

mensageiros e a atividade de FASN. Além destas vias de sinalização intracelular, 

características do microambiente extracelular também desempenham um papel na 

regulação de FASN. Os tumores sólidos têm um microambiente caracterizado por 

hipóxia, baixo pH e falta de nutrientes, que por sua vez induzem a expressão 

FASN (Menendez et al., 2005; Furuta et al., 2008). Finalmente, a produção de 

FASN parece ser também regulada pela isopeptidase USP2a (ubiquitin-specific 

protease-2a), que interage e estabiliza a proteína FASN em células de câncer de 

próstata (Graner et al., 2004).  

 

2.3. Inibidores de FASN 

A inibição da enzima FASN como uma possível forma terapêutica para 

o câncer tem sido estudada em diversas linhagens celulares. Existem diferentes 

compostos inibidores da atividade de FASN. A cerulenina e seu análogo sintético 

c75, orlistat e o triclosan têm sido usados experimentalmente em diversos 

trabalhos (Menendez et al., 2007). Outros inibidores sintéticos da atividade de 

FASN, como C93, C247, FAS31 também têm sido estudados com a finalidade de 
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suprimir deficiências como toxicidade e bioviabilidade oral de seus análogos 

(revisado por Flavin et al., 2011).  

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

transdodecadienamida) é um produto natural do fungo “cefalosporium caerulens”, 

conhecida desde 1960 por possuir propriedades antifúngicas. É um inibidor da 

síntese de ácidos graxos por bloquear irreversivelmente a atividade de FASN 

(Omura, 1976; Pizer et al., 1996) através de uma ligação covalente no sítio 

catalítico -cetoacil sintase (Kuhajda et al., 2000). Por ser instável, a aplicação 

clínica da cerulenina é limitada. C75 é uma pequena molécula sintética com 

cadeia de 7 carbonos (-metileno--butirolactona) que possui efeitos inibitórios 

sobre a atividade da FASN comparáveis aos da cerulenina, sendo mais estável do 

que esta última e apresentando, portanto, melhor efeito em experimentos in vivo 

(Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).  

Tanto a cerulenina como o c75 causam significativa inibição da 

progressão do ciclo celular, bloqueando a passagem das fases G0/G1 para a fase 

S em linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas humanas (Pizer et al., 

1996; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998b; Kuhajda, 2000; Li et al., 2001; De 

Schrijver et al., 2003). A inibição da atividade de FASN causa ainda, em células 

malignas, um aumento na taxa de morte por apoptose (Li et al., 2001; Knowles et 

al., 2008). Menendez et al. (2004) demonstraram, num estudo com linhagens 

derivadas de câncer de mama e ovário, que a inibição de FASN com cerulenina ou 

c75 leva a uma diminuição da expressão da oncoproteína ErbB2. O tratamento 

com estes inibidores causa também a redução no tamanho de tumores em 

modelos xenográficos através da injeção de células derivadas de câncer de ovário 

humano (OVCAR-3) no peritônio de camundongos (Pizer et al., 1998a). Os 

mesmos autores (Pizer et al., 2000) relataram uma acentuada redução da síntese 

de ácidos graxos e do volume tumoral, além de aumento da taxa de apoptose, em 

camundongos que receberam implantes subcutâneos de células derivadas de 

câncer de mama (MCF7), após tratamento com c75. Gabrielson et al. (2001) 

demonstraram efeito semelhante em modelo xenográfico de mesotelioma, com 
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células H-Meso. Alli et al. (2005) observaram que camundongos transgênicos neu-

N, que têm expressão forçada de ErbB2 e desenvolvem câncer de mama de forma 

espontânea, apresentaram significante diminuição no aparecimento dos tumores 

quando tratados com c75 (de 50% para 20%), o que sugere um efeito 

quimiopreventivo.  

Orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche como Xenical) é 

um derivado semi-sintético da lipstatina já aprovado pela “Food and Drug 

Administration” (FDA) para o tratamento da obesidade por inibir irreversivelmente 

a ação de lipases gástricas e pancreáticas (Guerciolini et al., 1997). Esta droga 

também é capaz de bloquear a função tioesterase da FASN, responsável pela 

liberação do palmitato (Kridel et al, 2004), fato que rapidamente foi associado a 

um efeito anti-proliferativo em células de câncer de mama e próstata e anti-tumoral 

em modelo xenográfico de câncer de próstata (Menendez et al, 2004; Knowles et 

al., 2004). Browne et al. (2006) inibiram a atividade de FASN com orlistat em 

células endoteliais de vasos sanguíneos e observaram redução na proliferação, o 

que foi atribuído à redução da expressão do receptor VEGFR-2 na superfície 

celular.  Menendez et al. (2004, 2005c) demonstraram que o tratamento de células 

derivadas de carcinoma de mama (SK-Br3) e de estômago (NCI-N87) com orlistat 

causa, além da inibição da síntese de ácidos graxos, um bloqueio do ciclo celular 

nas fases G0/G1, além de aumentar o índice apoptótico. Menendez et al. (2004) 

mostraram que inibição de FASN com orlistat ou com RNAi diminui a expressão 

do receptor de superfície ErbB2 em linhagens celulares de câncer de mama e de 

ovário, além de aumentar os níveis de p27Kip1. Em estudo realizado por nosso 

grupo (Carvalho et al., 2008), células B16-F10 foram injetadas na cavidade 

peritoneal de camundongos C57Bl6 e resultaram no desenvolvimento de 

metástases espontâneas para os linfonodos mediastínicos em 100% dos casos. O 

tratamento destes animais com orlistat reduziu pela metade o número de 

linfonodos afetados e inibiu a proliferação das células de melanoma em cultura, 

com bloqueio da passagem para a fase S do ciclo celular. 
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Apesar de muito promissores, os estudos que visam à inibição 

farmacológica de FASN como uma forma de quimioterapia para o tratamento de 

neoplasias malignas devem ser interpretados com cuidado. Está demonstrado que 

o bloqueio de FASN in vivo pode causar efeitos colaterais como anorexia e perda 

de peso (Clegg et al., 2002), além de apresentar potencial efeito teratogênico 

(Chirala et al., 2003). Além do mais, um estudo do nosso grupo mostrou que 

cerulenina é capaz de inibir o crescimento de fibroblastos humanos normais em 

culturas primárias (Almeida et al., 2005), sugerindo que a produção endógena de 

ácidos graxos não seja essencial somente para as células malignas. 

 
2.4 Efeitos biológicos da inibição de FASN 
 

Embora os mecanismos através dos quais o bloqueio de FASN induz a 

morte celular em células neoplásicas ainda sejam desconhecidos em grande 

parte, várias possibilidades têm sido propostas. Estudos preliminares indicam que 

a inibição de FASN provoca acúmulo do metabólito intermediário malonil-CoA, o 

qual induz apoptose pelo seu próprio efeito citotóxico e por bloquear a oxidação 

de ácidos graxos (Pizer et al., 2000; Li et al., 2001; Thupari et al., 2001; De 

Schrijver et al., 2003). Outros estudos sugerem que a falta de ácido graxo pode 

ser um fator crítico para a indução da apoptose. Chajes et al. (2006) observaram 

que durante o cultivo de células neoplásicas com expressão diminuída das 

enzimas Acetil-CoA carboxilase e FASN ocorrem altos índices apoptóticos, o que 

não acontece quando ácido palmítico é acrescentado ao meio de cultura. Segundo 

Pizer et al. (1998a), o efeito citotóxico da inibição de FASN não se deve a uma 

ação direta no DNA ou na maquinaria de replicação e envolve a função de p53, o 

qual foi relacionado a perturbações na síntese de ácidos graxos (Li et al., 2001). 

Entretanto, o efeito citotóxico decorrente do bloqueio de FASN pode ocorrer de 

maneira independente de p53, através da ativação direta de sinais apoptóticos 

como a alta expressão de Bax, liberação do citocromo C e ativação de caspases 

(Heiligtag et al., 2002). Bandyopadhyay et al. (2006) inibiram a expressão de 

FASN através de RNAi em células de câncer de mama, o que levou a um acúmulo 
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de malonil-CoA e consequente inibição da enzima de membrana mitocondrial 

CPT-1. Esta última é responsável pela transesterificação dos ácidos graxos de 

cadeia longa (na forma de acil-CoAs) em acil-carnitina, permitindo a entrada 

destes na mitocôndria para serem oxidados. Também foi verificado um aumento 

do lipídio ceramida, que está relacionado a respostas apoptóticas celulares 

mediadas por indutores de apoptose, como FAS/FAS ligante, TNF-α (fator de 

necrose tumoral α), fatores de crescimento, hipóxia e danos ao DNA. Foi 

observado ainda que a inibição de FASN promove aumento na expressão de 

genes pró-apoptóticos como BNIP3, TRAIL e DAPK2. Estudos mostram que a 

perturbação na atividade enzimática de FASN induz estresse no retículo 

endoplasmático das células tumorais, as quais respondem com a ativação do 

processo autofágico, sugerindo uma relação entre a autofagia e a lipogênese 

tumoral (Little et al., 2007; Buzzai et al., 2007; Ogata et al., 2006; Yorimitsu et al., 

2007).  

 Estudos recentes do nosso laboratório têm demonstrado que a 

inibição de FASN com orlistat ou cerulenina em células de melanoma murino 

B16F10 inibe a proliferação e induz morte por apoptose, com liberação de 

citocromo c e ativação de caspase-3. Neste estudo, observou-se que a morte 

celular induzida por orlistat é precedida por estresse oxidativo (aumento de 

espécies reativas de oxigênio - EROs e [Ca2+]cit) e é independente da 

participação de p53, calcineurina ou da abertura de poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial (Zecchin et al., 2011). Como mencionado 

anteriormente, Browne et al. (2006) mostraram que orlistat suprime a proliferação 

das células endoteliais e a angiogênese. Em nossa dissertação de mestrado, 

observamos que o tratamento com orlistat foi capaz de diminuir significativamente 

a quantidade de vasos sanguíneos induzidos por melanomas experimentais. 

Finalmente, a expressão forçada de FASN confere resistência aos quimioterápicos 

adriamicina e mitoxantrona em células de câncer de mama (Liu et al., 2008) e em 

células de câncer de pâncreas aumenta significantemente a resistência à radiação 

e ao quimioterápico gemcitabina (Yang et al., 2011). Em conjunto, todas estas 
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observações sugerem que a inibição de FASN pode ser uma nova estratégia para 

interferir na sobrevivência tumoral, com possível participação de um efeito anti-

angiogênico. 

 

2.5. Angiogênese tumoral 
 

Mesmo com todas as alterações genéticas que permitem o crescimento 

desordenado e a sobrevivência das células malignas, os tumores não conseguem 

ter mais do que 1 ou 2 mm de diâmetro, a menos que sejam vascularizados 

(Folkman, 2002). Assim como em tecidos normais, a angiogênese tumoral pode 

ocorrer pela mobilização de células precursoras ou pelo desenvolvimento dos 

capilares já existentes (Carmeliet et al., 2001), no entanto, os vasos sanguíneos 

formados diferem dos normais por serem tortuosos, irregulares e permeáveis 

(Jain, 2003; McDonald et al., 2003).  

As fases mais iniciais do crescimento das neoplasias malignas não 

estimulam a angiogênese, portanto estas podem permanecer “dormentes” por 

meses ou anos, até que algumas de suas células tumorais adquiram um fenótipo 

angiogênico (revisado por Berger & Benjamin, 2003). A mudança para o fenótipo 

angiogênico depende do equilíbrio entre fatores pró- ou anti-angiogênicos. Os 

tumores podem adquirir o fenótipo angiogênico: 1 – produzindo fatores 

angiogênicos, 2 – ativando células do estroma, como fibroblastos, macrófagos, 

mastócitos e leucócitos, recrutados do tecido adjacente ou de tecidos não-

tumorais mais distantes; 3 – utilizando fatores angiogênicos aprisionados na 

matriz extracelular (MEC) e 4 – pela geração de novos epítopos na MEC que 

promovem angiogênese.  

Os fatores angiogênicos VEGF e FGF são liberados pelo tumor, pelas 

células inflamatórias que infiltram os tumores (como os macrófagos) e pelo próprio 

estroma tumoral (Ferrara, 2003). As células do estroma podem contribuir com 

sinais positivos ou negativos para o desenvolvimento tumoral, além de 

favorecerem a resistência às terapias citotóxicas (Joyce, 2005, Sparmann & Bar-

Sagi, 2004; Albini et al., 2005; Karin, 2005). Albini & Sporn (2007) relataram, em 
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trabalho de revisão, que disfunções nas células do estroma durante os estágios 

precoces do crescimento do mesmo, associadas às alterações que ocorrem nas 

células malignas propriamente ditas, são cruciais para a sobrevivência do tumor.  

Portanto, pode-se considerar o “microambiente” como parte integral de uma 

neoplasia, sendo este formado por células endoteliais e seus precursores, 

pericitos, células musculares lisas, fibroblastos de fenótipos variados, 

miofibroblastos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastócitos, linfócitos T, B e 

“natural killer”, além de células apresentadoras de antígenos, como macrófagos e 

células dendríticas. Os sistemas sanguíneos e linfáticos, bem como os 

componentes da matriz extracelular, também fazem parte do microambiente 

tumoral (revisado por Onimaru & Yonemitsu, 2011). 

Devido a importância da neoformação vascular no desenvolvimento 

tumoral, muitos estudos têm avaliado os agentes anti-angiogênicos. O primeiro 

inibidor angiogênico descrito foi a trombospondina-1, que modula a proliferação de 

células endoteliais e sua mobilidade (Volpert et al., 1995). Surpreendentemente, 

muitas moléculas inibitórias, tais como as "estatinas", são derivadas de proteínas 

maiores que não têm efeito sobre a angiogênese. Entre elas estão a angiostatina 

(um fragmento do plasminogênio que liga a anexina II e a ATP sintase), 

endostatina, tumstatina e canstatina, os quais são fragmentos de colágenos que 

se ligam a integrinas (revisado por Kalluri et al., 2002; O’Reily et al., 1997a; 

O’Reily et al., 1997b; Maeshima et al., 2001; Kamphaus et al., 2001).  

Outro grupo de inibidores da angiogênese é formado por drogas 

antagonistas ao VEGF ou VEGFR-2. O tratamento com estes inibidores 

geralmente prolonga a sobrevida dos pacientes com câncer por alguns meses. A 

FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso dos anticorpos anti-VEGF, 

bevacizumab (Avastin) para câncer colorretal metastático, câncer de mama 

metastático, glioblastoma multiforme recorrente (GMR), carcinoma de células 

renais (CCR), câncer de pulmão metastático de células não pequenas e de células 

não escamosas. Além disso, existem drogas antagonistas de VEGFR-2, já 

aprovada para uso clínico, como o sorafenib (Nexavar) para carcinoma renal 
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metastático e carcinoma hepatocelular irressecável e sunitinib (Sutent) e 

pazopanib (Votrient) para carcinoma renal metastático. Recentemente, vandetanib 

(Zactima) foi aprovado para o carcinoma medular da tiróide metastático e sunitinib 

foi recomendado para aprovação em tumores neuroendócrinos do pâncreas 

avançado, mas os resultados clínicos ainda não foram publicados (revisado por 

Carmeliet e Jain, 2011a). 

 Estudos recentes demonstram que o tratamento com bloqueadores de 

VEGF ou de seus receptores leva a “normalização” da vasculatura tumoral, a qual 

consiste na maturação de vasos, tornando-os menos tortuosos e permeáveis, 

reduzindo a pressão do fluido intersticial, aumentando a oxigenação e a perfusão 

e, consequentemente, a penetração das drogas no tumor (Tong et al., 2004, 

Kamoun et al., 2009, Dickson et al., 2007, Taylor et al., 2010).  Entretanto, apesar 

de promissoras, as terapias anti-angiogênicas que visam danificar a vasculatura 

tumoral e inibir a angiogênese parecem ser de curta duração e desenvolver 

resistência em alguns pacientes (Ebos et al., 2009, Ribatti et al., 2010). Em 

trabalho de revisão, Carmeliet e Jain (2011b) sugerem que existe benefício 

transiente no tratamento com inibidores de VEGF, que ocorre durante a 

normalização da vasculatura. Depois disto, com o uso prolongado, ocorre redução 

dos vasos tumorais e, paralelamente, as células tumorais ativam uma via 

angiogênica alternativa. Estes mesmos autores consideram o período de 

normalização vascular como um benefício para a terapia contra o câncer, uma vez 

que tumores oxigenados são mais sensíveis à radioterapia e os vasos 

funcionantes mais efetivos para levar quimioterápicos para dentro dos tumores.  

 
2.6. VEGF 
 

O controle molecular do processo de angiogênese é complexo e 

centralizado no fator VEGF (Ferrara et al., 2002). O crescimento dos vasos 

sanguíneos para responder às necessidades do tecido depende da produção e 

secreção de VEGF, que é estimulada pela falta de oxigênio. Na hipóxia ou em 

resposta aos fatores TGF-α, TGF-β e PDGF, ocorre um aumento intracelular de 
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HIF-1α, que por sua vez estimula a transcrição do gene que codifica VEGFA, cujo 

produto protéico difunde-se pelos tecidos e atua sobre seus receptores presentes 

na superfície das células endoteliais.  

Sob a denominação de VEGF, encontra-se uma família de 7 membros, 

formada por PLGF, VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE e VEGFF. VEGFA 

(VEGF) é o principal regulador do crescimento dos vasos sanguíneos, ao passo 

que VEGFC e VEGFD regulam a linfangiogênese (Karkkainen et al., 2002). Além 

de ser mitógeno para células endoteliais, VEGFA também tem importante efeito 

sobre a permeabilidade vascular e quimiotaxia de células derivadas da medula 

óssea ou monócitos (Clauss et al., 1990).  Este fator se liga aos receptores 

VEGFR-1 ou VEGFR-2 e aos co-receptores NRP1 e NRP2 (Karkkainen et al., 

2002). Existem evidências de que VEGFR-2 é o mais importante mediador da 

mitogênese e sobrevida das células endoteliais, bem como da permeabilidade 

vascular durante a angiogênese. Em contraste, VEGFR-1 não medeia sinais 

mitogênicos e pode, especialmente durante o desenvolvimento embrionário, inibir 

a proliferação endotelial através do seqüestro de VEGFA (Ferrara et al., 2003). 

VEGFR-1 e VEGFR-2 são expressos por células endoteliais vasculares e células 

tumorais (Kowanetz e Ferrara, 2006).  

 
2.7. Isoformas de VEGFA  

O gene humano que codifica VEGF reside no cromossomo 6p21.3 e 

possui 8 exons (Vincenti, et al.,1996; Tisher et al.,1991). Através de splicing 

alternativo, o gene VEGFA produz proteínas variantes com atividade pró-

angiogênica, como VEGFA206, VEGFA189, VEGFA183, VEGFA165, VEGFA148, 

VEGFA145, e VEGFA121 (Ferrara et al., 1997; Houck et al.,1991) ou anti-

angiogênicas, como VEGFA189b, VEGFA183b, VEGFA165b, VEGFA145b e VEGFA121b 

(Woolard et al., 2004). Os exons 1 a 5 e 8 estão preservados em todas as 

variantes, enquanto a utilização ou não dos exons 6a, 6b, e 7 resulta nas 

isoformas distintas (Figura 1). Na isoforma 121 faltam os exons 6 e 7 (Ferrara et 

al., 1997) e na 165 o exon 7 está ausente, ao passo que a variante 148 tem a 





- 18 - 

 

  

2.8. VEGFA em neoplasias malignas 

O VEGF tem expressão elevada na maioria dos tumores humanos 

(Ferrara et al., 1997), incluindo o melanoma (Potgens et al.,1995; Rennel et al., 

2008). No entanto, a expressão de cada isoforma é variável. Por exemplo, em 

câncer de mama (Zhang et al.,1995) e melanomas (Potgens et al., 1995; Redondo 

et al., 2000; Yu et al., 2002) a forma aparentemente predominante é VEGFA121, 

enquanto que a variante 165 é encontrada em grande quantidade nos 

glioblastomas (Berkman et al.,1993). Cheung et al (1998) mostraram que, em 

carcinoma pulmonar, a progressão da doença está associada com a expressão de 

VEGFA189. A expressão forçada de VEGFA121 e VEGFA165 em células WM1341B 

(derivadas de melanoma humano em estágio inicial) resultou em um crescimento 

agressivo de tumores experimentais, o que não aconteceu com VEGFA189 (Yu et 

al., 2002). Alterações no splicing de VEGF têm sido detectadas durante a 

carcinogênese em pele na presença do v-oncogene H-ras (Tober  et al., 1998). 

Em estudos imunohistoquímicos, a alta expressão de VEGFA foi associada com a 

progressão dos melanomas (Bryehtova et al., 2008; Einspahr et al., 2007) e o 

aumento da expressão desta proteína parece ser um indicador de transformação 

de nevos displásicos em melanoma (Einspahr et al., 2007). 

VEGFA165b é fracamente expresso em melanoma  metastático 

(Pritchard-Jones et al., 2007) e em carcinoma de próstata (Woolard et al., 2004) e 

de rim (Bates et al., 2002). A expressão forçada de VEGFA165b em células de 

sarcoma de Ewing reduziu o crescimento tumoral em camundongos, assim como 

a proliferação e migração endotelial em meio condicionado por estas células 

(Rennel et al., 2008). O mecanismo pelo qual as isoformas anti-angiogênicas de 

VEGF limitam o crescimento tumoral ainda não está elucidado, contudo, está claro 

que VEGFA165b é capaz de se ligar tanto a VEGFR-1 (Cebe et al., 2006) como 

VEGFR-2 (Woolard et al., 2004), desencadeando fraca sinalização (Woolard et al., 

2004; Cebe et al., 2006). De fato, Rennel et al. (2009) verificaram que VEGFA121b 

é capaz de se ligar com a mesma afinidade que as variantes pró-angiogênicas ao 
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receptor VEGFR-2, porém inibindo a migração e atuando como um citoprotetor de 

células endoteliais. É importante ressaltar que, apesar de descritos como anti-

angiogênicas, as isoformas VEGFA165b e VEGFA121b são capazes de estimular a 

proliferação de células endoteliais de maneira menos intensa que as variantes pró-

angiogênicas, o que levou os autores a sugerirem a nomenclatura fracamente 

angiogênica (Catena et al., 2010).  

 

2.9. Atividade de VEGFA e FASN 
 

A alta expressão do oncogene ErbB-2 está associada com  progressão 

tumoral acelerada e desenvolvimento de metástases e FASN é um dos genes 

regulados por ErbB-2 nas etapas de transcrição e tradução. Como descrito 

anteriormente, a inibição de FASN reduz especificamente a expressão de ErbB-2 

e sua atividade tirosina-quinase em células de câncer de mama e ovário. A alta 

expressão de ErbB-2 está também relacionada com  expressão aumentada HIF-

1α, fator de transcrição que regula a expressão de vários genes, incluindo o 

VEGF. 

Em estudo realizado por Menendez et al. (2005), a inibição específica 

da atividade de FASN com C75 ocasionou um forte aumento dose-dependente da 

expressão de VEGF (acima de 500%) em células de câncer de mama com 

expressão elevada de ErbB-2. Ao mesmo tempo, o bloqueio da atividade de FASN 

ativou drasticamente a via MAPK e promoveu um acúmulo de HIF-1α nestas 

mesmas células. Além disso, a inibição da atividade de MAPK como o inibidor 

específico U0126 aboliu tanto o acúmulo de HIF-1α como a expressão de VEGF 

induzidas por C75. Os mesmos efeitos foram observados quando o gene que 

codifica FASN foi silenciado através de siRNA. Em conjunto, estes achados 

sugerem que a perturbação do metabolismo endógeno de ácidos graxos das 

células tumorais desencadeia uma condição “hipóxia-like” que recupera 

prontamente a cascata MAPK-HIF-1α-VEGF dependente de ErbB-2. Estes 

resultados mostram também que existe uma conexão entre o metabolismo 

endógeno de ácidos graxos catalizado por FASN e HIF-1α, o que pode ser uma 
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adaptação metabólica das células tumorais com alta expressão de ErbB-2 para 

sobreviver em ambientes hipóxicos (Menendez et al., 2005).  

Browne et al. (2006) demonstraram que orlistat inibe FASN nas células 

endoteliais dos vasos sanguíneos, bloqueando a síntese de ácidos graxos e 

previnindo a sua proliferação. Os mesmos autores mostram que orlistat inibe a 

neovascularização humana em ensaio ex vivo, sugerindo que esta pode ser uma 

potente droga anti-angiogênica por impedir a expressão do VEGFR-2 na superfície 

das células endoteliais. De fato, em nossa dissertação de mestrado, verificamos 

que o tratamento com orlistat reduziu significativamente a angiogênese induzida 

por melanomas experimentais e que, nestes mesmos tumores, houve aumento da 

expressão de RNAs mensageiros para VEGFA. No presente trabalho, buscamos 

compreender o efeito dos fatores de VEGFA produzidos pelas células neoplásicas 

pelo tratamento com orlistat sobre a proliferação de células endoteliais.  
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33..OOBBJJEETTIIVVOOSS  
  

 

3.1. Estudar os efeitos da cerulenina e do orlistat sobre a viabilidade, proliferação 

e apoptose das células RAEC. Estudar o efeito destes compostos sobre a 

formação de estruturas vasculares in vitro.  

 

3.2. Estudar os efeitos do meio condicionado por células B16-F10, SK-MEL-25 e 

SCC-9 sobre a proliferação das células RAEC e HUVEC e sobre a formação de 

estruturas vasculares in vitro. 

 

3.3. Verificar os efeitos da cerulenina e do orlistat sobre a expressão de VEGFA 

total em células B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-9. Estudar a expressão das 

isoformas pró e anti-angiogênicas de VEGFA nas células SK-MEL-25 e SCC-9. 
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44..  MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  
  

4.1. Cultura de células 

As linhagens celulares SCC-9, provenientes de CECs bucais humanos, 

B16-F10 e SK-MEL-25 derivadas de melanoma murino e humano, 

respectivamente, foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC, 

E.U.A.). As células HUVEC foram isoladas a partir de culturas primárias de 

cordões umbilicais humanos e gentilmente cedidas pela Profa Dra Ana Marisa 

Chudzinski-Tavassi (Laboratório de Bioquímica e Biofísica, 

Instituto Butantan). A linhagem celular RAEC, derivada do endotélio de aorta de 

coelho, foi gentilmente cedida pela Profa Dra Helena B. Nader (Departamento de 

Bioquímica da Escola Paulista de Ciências Biomédicas da Unifesp). O cultivo foi 

realizado em frascos plásticos de 25 ou 75 cm2 (NUNC, E.U.A.) com os meios de 

cultura DMEM/F-12 (SCC-9), RPMI (SK-MEL-25 e B16-F10), HAM-F12 (RAEC) 

(Invitrogen, E.U.A.), todos suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS, 

Cultilab, Brasil) e solução antibiótica e antimicótica (Invitrogen) na diluição de 

1:100, a 37 °C e em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.  

O subcultivo foi realizado quando as culturas atingiam uma confluência 

cerca de 70%. Para isto, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com 

10 ml de solução salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e então incubadas a 

37˚C com de tripsina a 2%, para as linhagens B16-F10, SK-MEL-25, SCC-9 e 

HUVEC, ou pancreatina a 10% (SIGMA, E.U.A.), para a linhagem RAEC. Após um 

período que variou de 1 a 3 minutos para tripsina e de 20 a 30 minutos para a 

pancreatina, as células ficavam separadas da superfície do frasco de cultura (que 

foi determinado por observação em microscópio de contraste de fase), sendo 

então a ação da tripsina ou da pancreatina interrompida pela adição de 5 ml 

(frasco de 25 cm2) ou 10 ml (frasco de 75 cm2) de meio de cultura contendo 10% 

de FBS. A suspensão de células foi transferida para tubos cônicos de plástico de 

15 ml estéreis (Corning, E.U.A.) e estes centrifugados a 800 xg por 3 minutos. O 

sobrenadante foi removido e descartado e os “pellets” de células ressuspendidos 
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em 5 ml de meio de cultura com 10% de FBS, as células contadas e re-

plaqueadas em novos frascos de cultura. O meio de cultura foi trocado a cada 48 

horas. Visando manter o estoque congelado em nitrogênio líquido e trabalhar 

sempre com as células em passagens semelhantes, congelamos várias amostras 

de cada linhagem celular antes da realização dos experimentos. Para isto, as 

células foram suspensas em solução 1/1 contendo 20% de di-metil sulfóxido 

(DMSO, Sigma, E.U.A.) e RPMI 1640 ou HAM-F12 com 50% de FBS e 

congeladas em nitrogênio líquido. Para descongelar as células, os criotubos 

(NUNC, Dinamarca) foram colocados em banho de água a 37˚C e, após rápido 

descongelamento, transferidas para tubos de 15 ml contendo 10 ml de meio e 

centrifugadas. Os “pellets” foram então ressuspendidos em 5 ml de meio de 

cultura e as células plaqueadas para realização dos experimentos. Em todos os 

procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a 

manutenção da esterilidade, sendo as linhagens subcultivadas no máximo por dez 

passagens e então descartadas. Todos os experimentos apresentados neste 

trabalho foram feitos com o mesmo lote de FBS, para evitar variações indesejáveis 

no padrão de crescimento celular decorrentes de sua composição. 

 

4.2. Preparo das soluções de orlistat e cerulenina 

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 por 10 minutos a 

temperatura ambiente. A seguir, a solução foi centrifugada a 16.000 xg por 5 

minutos e o sobrenadante coletado e estocado a -80°C até o momento do uso. A 

cerulenina (Sigma, E.U.A.) foi dissolvida em DMSO na concentração de estoque 

de 20 mg/ml e armazenada a -20ºC.  

 

4.3. Silenciamento de FASN através de siRNA  

As moléculas de siRNA foram sintetizadas, aneladas e purificadas pelo 

fabricante (Stealth RNAi, Invitrogen). Através do software BLOCK-iTTM RNAi 
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Designer três sequências específicas para o gene de FASN murino (NM_00798) 

foram selecionadas: (5’ CAA TGA TGG CCA ACC GGC TCT CTT T 3’), (5’ TGG 

GAA GAC CCG AAC TCC AAG TTA T 3’) e (5’ CCT CTG GGC ATG GCT ATC 

TTC TTG A 3’) da mesma maneira, uma sequência para FASN humano 

(NM_004104_stealth_158) foi escolhida: (5’ CAG AGU CGG AGA ACU UGC AGG 

AGU U 3’). As linhagens celulares B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-9 foram crescidas 

até atingirem 50% de confluência e as células B16-F10 transfectadas com 200 nM 

da seqüência de siRNA através de lipossomos (Lipofectamine 2000, Invitrogen, 3 

µl/ml), de acordo com as instruções do fabricante. As células SCC-9 e SK-MEL-25 

foram transfectadas com 50 nM da seqüência de siRNA com o auxílio de polímero 

(jetPRIME, Polyplus transfection, 2 µl/ml), de acordo com as instruções do 

fabricante. Como controle negativo, as células foram transfectadas com 

concentrações equivalentes de uma seqüência de siRNA não específica (Stealth 

RNAi Negative Control Duplexes, Invitrogen). As transfecções foram realizadas em 

placas de 100 mm e as células coletadas para a avaliação da inibição de FASN 

em 48 horas após a transfecção. A inibição de FASN foi avaliada por western blot 

como descrito por Carvalho et al. (2008), com anticorpos específicos anti-FASN e 

anti-β-actina na diluição de 1:3.000 e 1:60:000 respectivamente. 

 

4.4. Análise da viabilidade celular  

 A viabilidade celular foi determinada utilizando 3 - (4,5-dimetil-2-yl) -2,5 

difeniltertrazolim brometo (MTT, Sigma). Para isto, foram plaqueadas 4 x 103 

células RAEC ou 6 x 104 células HUVEC em cada poço de placas de 6 poços em 

2ml de meio HAM-F12 ou RMPI, ambos suplementados com 10% de FBS. Após 

24 horas do plaqueamento, se iniciou o tratamento com orlistat a 25, 50, 100, 200 

e 300 µM (ou etanol como controle) e cerulenina a 0,35, 0,75, 1, 1,5 e 2 µg/ml (ou 

DMSO como controle). As células foram então lavadas em PBS, tripsinisadas e 

incubadas com 2,5 mg/ml de MTT diluído em PBS a 37 oC por 3 horas. Depois 

disso, etanol absoluto foi adicionado para dissolver os precipitados. Após 

homogeinização, os sobrenadantes foram transferidos para placas de 96 poços e 
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as absorbâncias determinadas em um leitor de ELISA (Bio-Rad, Hercules, CA, 

EUA) ajustado para 490 nm. 

 

4.5. Avaliação das taxas de morte celular por apoptose e ciclo celular 

A porcentagem das células em apoptose foi determinada por citometria 

de fluxo. Para isto, foram plaqueadas 4 x 104 células RAEC em placas de 6 poços 

em meio HAM-F12 suplementado com 10% FBS. Após 24 horas do 

plaqueamento, iniciou-se o tratamento com orlistat a 100 µM ou cerulenina a 0,75 

µg/ml (etanol ou DMSO foram utilizados como controle). Após os tratamentos com 

os inibidores de FASN, as células foram incubadas com Anexina V-FITC (1:500) 

em 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, por 20 minutos a temperatura 

ambiente e analisadas em citômetro de fluxo, em canal FL1. A aquisição dos 

dados foi feita em um citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA) e a análise por meio do programa CellQuest (Becton Dickinson) com o 

auxílio da Profa. Dra. Michelle Agostini. Dez mil eventos foram analisados para 

cada amostra.  

Para a análise da distribuição das células dentro das fases do ciclo 

celular, foram plaqueadas 4x104 células RAEC em placas de 6 poços em meio 

HAM-F12 suplementado com 10% FBS. Após 24 horas do plaqueamento, o meio 

foi substituído por HAM-F12 sem FBS e as células incubadas por mais 24 horas, 

quando então se iniciou o tratamento com orlistat a 100 µM e etanol como controle 

ou cerulenina a 0,70 µg/ml ou DMSO como controle, novamente em meio 

contendo suplemento com 10% de FBS. As células foram coletadas depois de 48, 

72 e 96 horas, fixadas com etanol a 70% gelado, colocadas a -20˚C por 12 horas, 

lavadas em PBS gelado e tratadas com 10 µg/ml de RNAse durante 1 hora a 

37˚C. Após incubação com 50 µg/ml de iodeto de propídeo a 4˚C, a distribuição 

das células no ciclo celular foi analisada utilizando-se o software CellQuest em um 

citômetro de fluxo FACSCalibur equipado com laser de argônio. Dez mil eventos 

foram analisados para cada amostra.  
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4.6. Análise da proliferação das células RAEC cultivadas em meio 

condicionado pelas células B16-F10 

O efeito de fatores produzidos e secretados por células de melanoma 

sobre o crescimento das células RAEC foi analisado através de ensaios com meio 

condicionado. Para isto, foram plaqueadas 4 x 104 células RAEC por poço de 

placas de cultura de 6 poços em meio HAM-F12 suplementado com 10% FBS. 

Após 24 horas, as células foram incubadas com 1,6 ml de meio RPMI 

suplementado com 10% FBS metabolizado durante um período de 24 horas por 

aproximadamente 3 x 104 células B16-F10, acrescentado 0,4 ml de meio HAM-F12 

suplementado com 10% de FSB (80% de meio condicionado, 20% de meio 

fresco). Como controle, utilizou-se 1,6 ml de meio HAM-F12 suplementado em 

10% FBS metabolizado por cerca de 1 x 106 células RAEC durante um período de 

24 horas, acrescido de 0,4 ml de HAM-F12 novo suplementado com 10% de FBS 

(80% de meio condicionado, 20% de meio fresco). Para estimar o número de 

células, estas foram coletadas depois de 24 e 48 horas e contadas utilizando uma 

câmara de Neubauer.  

 

4.7. Análise da proliferação das células HUVEC cultivadas em meio 

condicionado pelas células SK-MEL-25 ou SCC-9 

O efeito de fatores secretados por células neoplásicas humanas sobre o 

crescimento das células HUVEC foi avaliado em ensaios com meio condicionado. 

Para isto, foram plaqueadas 6 x 104 células HUVEC por poço de placas de cultura 

de 6 poços em meio RPMI suplementado com 10% FBS. Após 24 horas do 

plaqueamento, se iniciou incubação com 1,6 ml de meio RPMI suplementado com 

10% FBS condicionado pelo mesmo período de tempo por aproximadamente 6 x 

104 células SK-MEL-25, ou com 1,6 ml de meio DMEM/F-12 suplementado com 

10% FBS condicionado por um período de 48 horas por aproximadamente 6 x 104 

células SCC-9, acrescentados 0,4 ml de meio RPMI fresco suplementado com 

10% de FSB (80% de meio condicionado, 20% de meio fresco). Como controle, 

utilizou-se 1,6 ml de meio RPMI suplementado em 10% FBS metabolizado por 
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cerca de 1x106 células HUVEC por um período de 48 horas acrescido de 0,4 ml de 

RPMI novo suplementado com 10% de FBS (80% de meio condicionado, 20% de 

meio fresco). As taxas de proliferação foram obtidas pela contagem em câmara de 

Neubauer. 

  
4.8. Análise da proliferação das células RAEC e HUVEC em meio 

condicionado pelas células B16-F10, SK-MEL-25 ou SCC-9 tratadas com 

orlistat 

Para verificar se o orlistat é capaz de regular a produção de VEGFAs 

com função anti- ou pró- angiogênica em células neoplásicas, estudamos o 

crescimento das células RAEC e HUVEC em meio condicionado por células de 

melanoma (B16-F10 ou SK-MEL-25) ou de carcinoma espinocelular bucal (SCC-9) 

tratadas com orlistat por 48 horas. Para isto, as células RAEC e HUVEC, foram 

semeadas em placas de cultura de 6 poços em meio HAM-F12 e RPMI 

suplementados com 10% FBS. Após 24 horas, o meio foi substituído por 1,6 ml de 

meio HAM-F12 ou RPMI, respectivamente, suplementados com 10% FBS 

condicionado por um período de 24 ou 48 horas por células B16-F10, SK-MEL-25 

ou SCC-9 tratadas com 300 µM de orlistat, acrescentado 0,4 ml do respectivo 

meio novo suplementado com 10% de FSB (80% meio condicionado, 20% meio 

fresco). Como controle, utilizamos meio de cultura condicionado pelas mesmas 

células tratadas com etanol. As taxas de proliferação foram obtidas pela contagem 

em câmara de Neubauer. 

 

4.9. Ensaio in vitro de formação de estruturas vasculares (“vessel-like”) 

Para avaliar o efeito do orlistat ou da cerulenina, bem como dos fatores 

liberados por células neoplásicas sobre a formação de vasos sanguíneos, 

utilizamos o ensaio in vitro para formação de tubos endoteliais (Pyriochou et al. 

2007). Os poços de uma placa de 96 poços foram revestidos com 45 µl de 

Matrigel (BD, Biosciences, E.U.A.) e mantidos por 1 hora a 37 oC. Após a 

polimerização, 3 x 104 células HUVEC ou RAEC foram semeadas sobre a matriz e 
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incubadas na presença de orlistat ou cerulenina. De maneira semelhante, 3 x 104 

células HUVEC foram plaqueadas e incubadas na presença de meio condicionado 

por 6 x 105 células SK-MEL-25 ou SCC-9 previamente tratadas com 300 µM de 

orlistat. Após 16 horas, os tubos endoteliais formados foram fotografados em 

microscópio de contraste de fase e mensurados com auxílio de programa de 

computador Image J (Scion Corporation, E.U.A.). 

 

4.10. Ensaio de ELISA para VEGFA 

A quantidade da proteína VEGFA presente no meio condicionado pelas 

células B16-F10, SKMEL-25 e SCC-9 dos experimentos descritos em 4.3, 4.6 e 

4.8 foi avaliado por ELISA. Os meios foram coletados, centrifugados para a 

remoção de debris e mantidos a -80oC até o momento da análise. A concentração 

da proteína VEGFA foi determinada nas células B16-F10 (Mouse VEGFA 

Quantikine ELISA, R & D Systems, Minneapolis, MN), SK-MEL-25 e SCC-9 

(Human VEGFA DuoSet ELISA, R & D Systems) conforme as instruções do 

fabricante. Para a normalização dos resultados foi utilizado o número total de 

células. 

 

4.11. Análise do tratamento com orlistat sobre a expressão de VEGFR-2 

A expressão de VEGFR-2 na superfície das células RAEC foi estudada 

por citometria de fluxo com anticorpos anti-VEGFR-2 (BD, Biosciences, E.U.A.) e 

anti-CD31(Dako, Dinamarca). Para isto, placas de 150 mm de diâmetro receberam 

7 x 105 células da linhagem RAEC. Após o plaqueamento, as células foram 

tratadas com orlistat por mais 24 horas e coletadas pela raspagem com cell-

spatula (TPP, Suíça) em PBS gelado. As células em suspensão foram então 

lavadas com PBS e incubadas com anticorpos primários anti-VEGFR-2 (1:25 em 

PBS) ou anti-CD31 (1:25 em PBS) por 1 hora a temperatura ambiente. Em 

sequência, as células foram novamente lavadas com PBS e incubadas com 

anticorpos secundários conjugados com FITC (Vector Laboratories, E.U.A.) por 1 

hora a temperatura ambiente, diluídos a 1:100 em PBS. Depois de novamente 
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lavadas com PBS, a suspensão foi analisada em citômetro de fluxo FACSCalibur 

equipado com laser de argônio e software CellQuest (Becton Dickinson). 

  
4.12. Análise dos efeitos de orlistat e cerulenina sobre a expressão das 

isoformas de VEGFA  

RNA total foi purificado a partir dos pellets celulares usando o reagente 

Trizol (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. Antes das reações 

de RT, todas as amostras de RNA total foram tratadas com 1 U de DNAse I 

(Amplification Grade, Invitrogen) por 10 minutos a temperatura ambiente. Para a 

síntese dos cDNAs, 4g de RNA total foram reversamente transcrito em reações 

com volume final de 21l, contendo 0,5mM de cada desoxinucleotídeo trifosfato 

(dNTP), 40 U de inibidor de RNAse, 50 U da enzima Superscrit II RT (Invitrogen), 

0,5g de primers oligo-dT (Invitrogen) e tampão 1 X (contendo 1,5mM MgCl2). As 

reações foram realizadas a 42 C por 50 minutos, seguidas de incubação a 70C 

por 15 minutos. Para a amplificação específica dos cDNAs, as reações de 25 µl 

foram preparadas com 2l de cDNA, 12,5 µl da solução de Master Mix Fast SYBR 

Green (Applied Biosystems) e 0,2mM de cada primer. As condições do RT-PCR 

quantitativo foram: 95 oC por 10 minutos, 95 oC por 30 segundos e 57 oC por 1 

minuto. Para normalização dos resultados, testamos individualmente os transcritos 

para GAPDH e β-actina, sendo ambos adequados para estas condições 

experimentais. 

Primers específicos foram delineados a partir das sequências das 

respectivas isoformas de RNAs mensageiros provenientes do GenBank (NCBI - 

National Center for Biotechnology  Information - NIH, E.U.A.- 

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/). Para a amplificação de cada variante pró-

angiogênica, foram desenhados reverse primers nas divisas entre os exons 

específicos de cada isoforma (Tabela 1): entre os exons 5 e 8 para VEGFA121, 

entre 6a e 8 para VEGFA145, entre 5 e 7 para VEGFA165, e finalmente entre 6a e 7 

para VEGFA189. Para amplificar as isoformas anti-angiogênicas os forward primers 

http://www.ncbi.nim.nih.gov/).%20Para


- 30 - 

 

foram desenhados nas regiões entre exons 5 e 8 para VEGFA121b, entre 5 e 7 para 

VEGFA165b, entre 6a e 7 para VEGFA189b, sendo os reverse primers colocados na 

região específica das isoformas anti-angiogênicas do exon 8b. 

A análise da expressão gênica foi realizada através do método das 

curvas padrão. A expressão diferencial dos transcritos alvo foi determinada pelo 

método da quantificação relativa a amostras controle (amostras tratadas com 

etanol ou DMSO), corrigidas por um gene referência (GAPDH ou β-actina). 

Calculou-se a expressão gênica por equação matemática, que analisa 

individualmente as eficiências de amplificação de cada gene (SDS version 2.0, 

Applied Biosystems).  

 

Tabela 1 - Sequência de primers para a amplificação de VEGFA murino, VEGFA humano e 
suas isoformas 

Descrição Sequência 
Código no     
Genbank  

VEGFA total mouse Forward 5'-TGGTGGACATCTTCCAGGAGTA-3' NM_95200 

VEGFA total mouse Reverse 5'-GCACACAGGACGGCTTGAA-3' 

GAPDH  mouse Forward 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3' NM_008084.2 

GAPDH mouse Reverse 5'-GCGGCACGTCAGATCCA-3' 

VEGFA total humano Forward 5'-CGAGGGCCTGGAGTGTGT-3' NM_001025366 

VEGFA total humano Reverse 5'-CGCATAATCTGCATGGTGATG-3' 

VEGFA189 humano Forward 5'-CGAGGAAAGGGAAAGGGGC-3' NM_003376 

VEGFA189 humano Reverse 5'-CCCACAGGGAACGCTCCAG-3' 

VEGFA165 humano Forward 5'-CCAATGCAGATTATGCGGATC-3' NM_001025368 

VEGFA165 humano Reverse 5'-CAAGGCCCACAGGGATTTTC-3' 

VEGFA121 humano Forward 5'-ATGCAGATTATGCGGATCAAACC-3' NM_001025370 

VEGFA121 humano Reverse 5'-CGGCTTGTCACATTTTTCTTGTC-3' 

VEGFA165b humano Forward 5'-CAAGAAAATCCCTGTGGGCC-3' NM_001033756 

VEGFA165b humano Reverse 5'-TGAGAGATCTGCAAGTACGTTCG-3' 

GAPDH humano Forward 5'-ATGGAAATCCCATCACCATCTT-3' NM_002046.3 

GAPDH humano Reverse 5'-CGCCCCACTTGATTTTGG-3'   
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4.13. Forma de análise dos resultados 

Após obtenção dos valores médios de cada período de contagem dos 

ensaios de proliferação, foram construídos gráficos utilizando-se o programa Excel 

(Microsoft, E.U.A.). A significância estatística dos resultados foi verificada através 

da análise de variância não paramétrica do teste t de Student e teste de Mann-

Whitney, com o auxílio do programa SigmaStat (Jandel Scientific Software, EUA). 

O nível de significância adotado foi de 5%. 
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55..  RREESSUULLTTAADDOOSS  
 

5.1. Efeitos do tratamento com orlistat ou cerulenina sobre as células RAEC 

e HUVEC 

 
5.1.1 Orlistat ou cerulenina provocam perda de viabilidade e induzem 
apoptose em células RAEC 
  

Em nossa dissertação de mestrado, verificamos que o tratamento com 

cerulenina ou com orlistat reduzem significativamente a proliferação das células 

RAEC. Com a finalidade de compreender a melhor este fenômeno, realizamos 

aqui ensaios de viabilidade celular a fim de determinarmos a concentração ideal 

de cada uma das drogas para experimentos de apoptose e ciclo celular.  

Como ilustrado na Figura 1, nos ensaios de MTT houve redução dose-

dependente da viabilidade das células RAEC quando tratadas com cerulenina ou 

orlistat por um período de 24 horas.  O efeito do orlistat ou da cerulenina sobre a 

distribuíção das células RAEC em cada fase do ciclo celular foi avaliado através 

de experimentos de citometria de fluxo. Observamos um aumento gradual das 

populações celulares em G0-G1 concomitante a um declínio do número de células 

na fase S nos grupos tratados com ambas as drogas (Figura 2). O efeito foi mais 

acentuado nos períodos de 72 horas com cerulenina e 96 horas com orlistat.  Com 

relação às taxas de morte celular por apoptose, aumento significativo foi 

observado nas células RAEC tratadas com 100 µM de orlistat ou 0,75 µg/ml de 

cerulenina, pelos período de 24 horas (Figura 3). 
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5.1.2 Efeitos do orlistat e da cerulenina na formação de túbulos endoteliais 

pelas células RAEC 

Como demonstrado nos resultados anteriores, o tratamento com 

inibidores de FASN é capaz de reduzir a viabilidade e induzir a apoptose nas 

células RAEC. Prosseguimos verificando se o tratamento com orlistat ou 

cerulenina seria capaz de alterar as estruturas vasculares formadas por estas 

células em matrigel. Como observado nas Figuras 4 e 5, as duas drogas foram 

capazes de reduzir a formação de túbulos endoteliais pelas células RAEC. 
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5.1.4. Efeitos do orlistat e da cerulenina na formação de túbulos endoteliais 

pelas células HUVEC 

Como verificado nos experimentos mostrados em 5.1.3, o tratamento 

com inibidores de FASN não é capaz de reduzir a viabilidade nas células HUVEC. 

De acordo com este achado, orlistat também não foi capaz de inibir as células 

HUVEC no processo de formação de estruturas vasculares em matrigel (Figuras 7 

e 8).  

 

 

 

Figura 7- Imagens representativas dos ensaios de formação de túbulos vasculares pelas células 
HUVEC tratadas com 300 µM de orlistat ou com etanol somente (C). (Aumento original de 40 X). 
 
 

 

Figura 8- Após a análise, em programa de computador, observamos que não houve diferença 
significativa na extensão das estruturas tubulares formadas pelas células HUVEC após tratamento 
com 300 µM de orlistat por 16 horas. (p=0,2856, teste t de Student). Cada gráfico representa a 
média de 3 experimentos independentes. 
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5.4. Efeitos dos meios de cultura condicionados por células neoplásicas 
tratadas com orlistat sobre a formação de estruturas semelhantes a vasos 
pelas células HUVEC 
 

 Considerando que os meios condicionados pelas células neoplásicas 

tratadas com orlistat reduzem significativamente a proliferação das células 

endoteliais HUVEC, buscamos compreender se efeito semelhante ocorreria na 

formação de estruturas semelhantes a vasos. Para isto, utilizamos os meios 

condicionados sobre as células HUVEC em matrigel. Nas Figuras 22 e 23, 

verificamos que houve redução significativa da extensão de vasos formados pelas 

células HUVEC incubadas com meio condicionado pelas células tratadas com 

orlistat, sugerindo que estas células, sob efeito da droga, secretam fatores que 

inibem a angiogênese.  
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5.5. Efeitos da cerulenina e do orlistat sobre a expressão de RNAs 

mensageiros de VEGFA  

Prosseguimos investigando agora a produção de RNAs mensageiros 

para VEGFA total nas células B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-9 tratadas com 

cerulenina ou orlistat, bem como das isoformas pró-angiogênicas VEGFA189, 

VEGFA165 e VEGFA121 e anti-angiogênicas VEGFA189b, VEGFA165b e VEGFA121b. 

As isoformas de VEGFA foram estudadas somente nas linhagens humanas, pois 

somente estas sequências estão detalhadas no GenBank.   

De uma forma geral, verificamos nas Figuras 24 a 30 que a produção 

de RNAs mensageiros para VEGFA total e suas variantes foi aumentada pelo 

tratamento com orlistat, principalmente na concentração de 300 µM. Em 

concentrações diferentes, e nem sempre de maneira dose-dependente, cerulenina 

também aumentou a expressão relativa de RNAs mensageiros para VEGFA e 

suas isoformas. VEGFA189b e VEGFA121b foram testados nas células SK-MEL-25 e 

SCC-9, entretanto, apesar de elevada quantidade de RNA utilizada, não foi 

possível a amplificação de seus respectivos mensageiros (dados não mostrados). 

A Figura 24 A foi mostra que a expressão de RNAs mensageiros para VEGFA 

total foi aumentada de maneira dose-dependente nas células B16-F10 após o 

tratamento com orlistat, já o tratamento com cerulenina promoveu aumento 

significativo nas três concentrações testadas (Figura 24 B).      
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66..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  
  

A idéia de se verificar o papel da enzima FASN em culturas de células 

endoteliais foi decorrente 1) do trabalho de Browne et al. (2006), o qual mostrou 

pela primeira vez que orlistat suprime a proliferação das células endoteliais e a 

formação de vasos em cultura ex vivo, e 2) dos resultados obtidos nos 

experimentos “in vivo” realizados na nossa dissertação de mestrado, sugerindo 

que FASN é importante para a neovascularização dos melanomas provocados por 

células B16-F10. Nesta dissertação, observamos significativa redução dos vasos 

peritumorais nos camundongos tratados com orlistat. 

No presente trabalho, o tratamento das células RAEC, derivadas do 

endotélio da aorta de coelho, com inibidores de FASN provocou inibição da 

formação de estruturas vasculares in vitro e redução significativa da progressão do 

ciclo celular, caracterizado pelo acúmulo destas células nas fases G0/G1 e 

redução da fase S do ciclo celular. Estes resultados estão de acordo com Browne 

et al. (2006), que demonstraram que a inibição de FASN por orlistat é capaz de 

reduzir significativamente a proliferação de células endoteliais HUVEC de maneira 

dose-dependente, além de reduzir a proliferação de vasos sanguíneos em ensaios 

ex vivo. Em trabalho prévio do nosso grupo, Almeida et al. (2005) mostraram que 

a inibição de FASN por cerulenina também é capaz de reduzir o crescimento de 

culturas primárias de fibroblastos gengivais humanos normais. Portanto, apesar de 

muito pouco estudado e discutido na literatura científica, parece existir uma 

ligação entre a atividade da enzima FASN e a viabilidade e proliferação de células 

não neoplásicas. Ao contrário, tal associação é muito clara em células malignas 

em cultura ou em modelos animais para o estudo da progressão tumoral. Por 

exemplo,   diminuição da síntese de DNA, inibição da progressão para a fase S do 

ciclo celular e morte por apoptose são conseqüências comuns da inibição de 

FASN com orlistat em células tumorais em cultura (Pizer et al., 1998, Kridel et al., 

2004). Menendez et al. (2004, 2005a) demonstraram que o tratamento de 

linhagens celulares derivadas de carcinoma de estômago (NCI-N87) e de mama 
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(SK-Br3) com orlistat causa, além da inibição da síntese de ácidos graxos, 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. Orlistat causa, além de 

acúmulo de células em G0/G1, redução da quantidade de Skp2, conseqüente 

acúmulo de p27kip1 e ativação da via de Rb (Knowles et al., 2004, Menendez et al., 

2004).  

Tanto cerulenina quanto orlistat foram capazes de aumentar 

significativamente as taxas de apoptose e reduzir a viabilidade das células RAEC. 

Em concordância, Browne et al. (2006) verificaram que o tratamento com orlistat 

promove a morte por apoptose das células HUVEC em proliferação, ou seja, em 

subconfluência e estimuladas por VEGFA. Fenômeno semelhante não foi 

observado por estes autores quando estas células estavam confluentes. 

Entretanto, no presente estudo, observamos que o tratamento com cerulenina ou 

com orlistat não reduziu a viabilidade das células HUVEC em subconfluência. 

Acreditamos que estas discrepâncias sejam decorrentes de características como 

proliferação lenta e falta de estímulo por VEGFA, o que pode interferir 

essencialmente na necessidade de ácidos graxos e consequentemente na 

atividade de FASN. Os mecanismos moleculares que ligam a inibição de FASN a 

promoção da apoptose ainda não foram elucidados. Entretanto, em células 

neoplásicas, o acúmulo de malonil-CoA, que ocorre após o bloqueio da atividade 

de FASN, 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 super-regulação de genes que 

regulam a parada do ciclo celular e apoptose. Zecchin et al. (2010) 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 
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estudo, a morte 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 VEGFA é um mitógeno específico para células endoteliais, com papel 

central na angiogênese em vários processos fisiológicos e patológicos (Ferrara et 

al., 2002). Considerado como o principal alvo na terapia anti-angiogênica contra o 

câncer (Catena et al., 2007), o aumento da sua produção é induzido pela 

exposição das células tumorais a ambientes hipóxicos ou  fatores de crescimento 

e, em ambos os casos, ocorre em grande parte pelo aumento da transcrição do 

gene VEGFA. Este processo é mediado por HIF-1α, um fator de transcrição 

heterodimérico cuja atividade é aumentada na hipóxia intratumoral ou devido a 

alterações genéticas que ativam a via de transdução de sinal MAPK (Semenza et 

al., 2002; 2003; Powis e Kirkpatrick, et al., 2004; Yeo et al., 2004).  

Os resultados desta tese mostram maior proliferação das células RAEC 

quando incubadas pelo meio previamente condicionado pelas células B16-F10. Da 

mesma forma, maior crescimento das células HUVEC foi observado na presença 

de meio condicionado pelas células SK-MEL-25 ou SCC-9. Estas observações 

são, provavelmente, decorrentes do VEGFA secretado pelas células tumorais. De 

fato, VEGFA, além de ser um dos principais responsáveis pela angiogênese 

tumoral, é produzido em grandes quantidades na maioria das neoplasias malignas 

humanas (Ferrara et al., 1997), dentre as quais o melanoma (Potgens et al.,1995; 

Rennel et al., 2008) e o carcinoma espinocelular bucal (Onesto et al., 2006; 

Margaritesc et al., 2010). Uma observação importante do presente estudo, que liga 

a enzima FASN com o controle da produção e secreção de VEGFA, foi que tanto o 

tratamento com orlistat quanto o silenciamento de FASN com siRNA aumentam 

expressivamente a quantidade de VEGFA sintetizado pelas células B16-F10, SK-

MEL-25 e SCC-9. Isto está em concordância com os achados de Menendez et al. 

(2005), que verificaram que o inibidor de FASN C75, assim como o silenciamento 

de FASN com siRNA, promovem acúmulo de HIF-1α e aumento da produção de 

VEGFA em linhagens celulares derivadas de câncer de mama. Segundo estes 
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autores, a perturbação do metabolismo dos ácidos graxos endógenos causadas 

pela inibição de FASN resgata a cascata de sinalização MAPK  HIF-1α  

VEGFA. Estes autores sugerem ainda que o metabolismo dos ácidos graxos 

endógenos representa uma adaptação metabólica necessária para capacitar as 

células tumorais a sobreviver em hipóxia.  

O gene VEGFA codifica várias isoformas que diferem entre si pela 

quantidade de exons, propriedades biológicas e padrão de expressão. O 

crescimento e desenvolvimento dos vasos sanguíneos em tumores é dependente 

do balanço na produção das isoformas de VEGFA, que é controlado por splicing 

alternativo. Foram descritas, até o momento 12 isoformas de VEGFA, divididas em 

família pró-angiogênica (7 variantes) e família anti-angiogênica (5 variantes), que 

diferem em seis aminoácidos na porção carboxi-terminal. As variantes anti-

angiogênicas são formadas a partir de um splicing distal no exon 8, em um sítio 

denominado distal Splice site (DSS), enquanto que as pró-angiogênicas, no sítio 

proximal do exon 8, chamado proximal Splice site (PSS). Estas alterações 

resultam em mudanças na interação destas moléculas com seus receptores e 

consequentemente na sua função (revisado por Harper & Bates, 2008). O 

mecanismo biológico que regula a escolha do splice site carboxi-terminal (pró- ou 

anti- angiogênico) é ainda pouco conhecido e aparentemente determinado por 

fatores como IGF (para o PSS) e TGFβ1 (para o DSS) (Nowak et al., 2008). Em 

sua grande parte, os experimentos existentes na literatura para estudar a 

expressão de VEGFA não fazem a distinção entre as famílias pró- ou anti-

angiogênicas destas moléculas. Observamos, no presente trabalho, que o 

conjunto de fatores VEGFA liberado pelas células B16-F10 após tratamento com 

inibidores de FASN não foi capaz de aumentar a proliferação das células RAEC, 

embora tenha mantido a sua viabilidade. As linhagens SCC-9 e SK-MEL-25 

tratadas com orlistat parecem induzir um mecanismo anti-angiogênico, resultante 

da combinação de isoformas de VEGFA secretados. De fato, a proliferação e a 

formação de estruturas vasculares in vitro pelas células HUVEC foram 

significativamente menores com meios condicionados pelas células neoplásicas 
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tratadas com orlistat. Uma observação importante foi que, quando as células 

HUVEC foram expostas somente ao tratamento com orlistat, não houve redução 

da proliferação e não ocorreu inibição da formação de estruturas vasculares. Este 

fato demonstra a especificidade da ação do orlistat sobre as células neoplásicas. 

Em conjunto, estes resultados sugerem que a inibição de FASN por orlistat produz 

um fenótipo anti-angiogênico em células derivadas de melanoma e carcinoma 

espinocelular bucal.  

De acordo com a literatura, a expressão das isoformas de VEGFA é 

variável em neoplasias malignas, sendo o splicing de VEGFA dinâmico, tanto em 

tecidos normais como em células malignas (Ferrara et al., 2003; Grunstein et al., 

2000). Entretanto, uma das características mais marcantes observada com 

relação às isoformas é o padrão de vascularização, que parece ser determinado 

pelo predomínio de alguma variante. Por exemplo, o VEGFA121 está envolvido na 

vascularização peritumoral devido a sua alta difusibilidade (Potgens et al., 1995; 

Redondo et al., 2000; Yu et al., 2002; Grunstein et al., 2000), sendo associado 

com vasodilatação e aumento da permeabilidade dos vasos peritumorais (Küsters 

et al., 2003). VEGFA189, quando expresso de maneira forçada em células de 

melanoma humano Mel57, promove menos vasodilatação do que VEGFA165 e 

VEGFA121 (Küsters et al., 2003). Neste contexto, a expressão forçada de 

VEGFA121 e VEGFA165 em células derivadas de melanoma humano em estágio 

inicial resultou em um crescimento agressivo, em comparação com células 

transfectadas com VEGFA189, que não foram tumorigênicas (Yu et al., 2002). No 

presente trabalho, encontramos a expressão de RNAs mensageiros para as 

isoformas VEGFA189, VEGFA165, VEGFA121 e VEGFA165b em linhagens celulares 

derivadas de melanoma humano e carcinoma espinocelular bucal. Houve aumento 

de expressão dos RNAs mensageiros para VEGFA total, VEGFA189, VEGFA165, 

VEGFA121 e VEGFA165b após o tratamento com inibidores de FASN, em 

concordância com o estudo já citado anteriormente, realizado por Menendez et al. 

(2005), no qual a inibição específica da atividade de FASN com C75 ocasionou um 

aumento de cerca de 500% na produção de VEGFA em células derivadas de 
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câncer de mama e ovário com alta expressão de ErbB2. Nestas células, o 

bloqueio da atividade de FASN ativou a via MAPK e causou um acúmulo de HIF-

1α, que por sua vez aumentou a transcrição de VEGFA. É importante notar que, 

no trabalho de Menendez et al. a cima citado, não foram avaliadas as expressões 

individuais de cada isoforma de VEGFA, apenas VEGFA total.  

Em nosso estudo, não encontramos as variantes anti-angiogênicas 

VEGFA121b e VEGFA189b nas células SK-MEL-25 e SCC-9. De fato, Varey et al. 

(2008) encontraram, através de reações de PCR e ELISA, que as variantes anti-

angiogênicas compreendem cerca de 90% dos mensageiros para VEGFAs em 

tecidos normais, sendo portanto mais expressas em tecidos normais do que em 

tecidos neoplásicos. O papel fisiológico das isoformas anti-angiogênicas está 

sendo intensamente estudado nos tecidos normais e parece que estas moléculas 

agem como um freio sobre a angiogênese. Artac et al. (2009) verificaram que as 

variantes anti-angiogênicas participam do desenvolvimento ovariano e testicular. 

Aumento das isoformas anti-angiogênicas parece também estar relacionado com a 

redução da produção de leite durante a lactação (Qiu et al., 2008). Uma 

associação entre a queda relativa dos níveis de VEGFA anti-angiogênico e  

neoformação vascular na retina em diabetes foi também demonstrada (Perrin et 

al., 2005). Elevados níveis de isoformas de VEGFA anti-angiogênicas também 

parecem ser necessários durante a gravidez, uma vez que a falta destes fatores 

no primeiro trimestre de gravidez está associada com o desenvolvimento de 

patologias materno-fetais (Bills et al., 2009).  Nesta pesquisa, mostramos que a 

inibição de FASN pelo tratamento com 5 µg/ml de cerulenina ou 300 µM de orlistat 

promove aumento significativo da expressão de RNAs mensageiros para variante 

anti-angiogênica VEGFA165b, nas células SCC-9. Observamos também que com 

300 µM de orlistat e 1,25 µg/ml de cerulenina houve significativo aumento desta 

variante nas células SK-MEL-25, em relação aos controles. Na literatura científica, 

VEGFA165b é fracamente expresso em carcinomas de próstata (Woolard et al., 

2004), de rim (Bates et al., 2002) e em melanomas (Pritchard-Jones et al., 2007), 

sendo que neste último parece prever a sua propagação metastática (Pritchard-
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Jones et al., 2007). A função anti-angiogênica da proteína VEGFA165b, foi 

caracterizada por Woolard et al. (2004), que demonstraram que este fator tem 

propriedades muito diferentes da isoforma mais estudada VEGFA165. 

Aparentemente, o mecanismo pelo qual as isoformas anti-angiogênicas limitam o 

crescimento endotelial decorre da fraca sinalização desencadeada pela sua 

ligação com o receptor VEGFR-2 (Woolard et al., 2004; Cebe et al., 2006).  

Verificamos aqui um expressivo aumento de RNAs mensageiros das 

isoformas pró-angiogênicas de VEGFA, concomitante à isoforma anti-angiogênica 

VEGFA165b nas células SK-MEL-25 e SCC-9 tratadas com orlistat ou cerulenina. 

No entanto, entendemos, através dos ensaios com meio condicionado, que a 

função anti-angiogênica de VEGFA165b se sobrepõe ao estímulo pró-angiogênico 

das isoformas VEGA189, VEGFA165 e VEGFA121, uma vez que houve sigfinicativa 

redução da proliferação das células HUVEC na presença de meio previamente 

condicionado pelas células SK-MEL-25 ou SCC-9 tratadas com 300 µM de orlistat. 

Observamos também, neste trabalho, um aumento de VEGFR-2 na 

superfície das células RAEC tratadas com orlistat, por citometria de fluxo. Este 

achado parece ser específico, pois não houve mudanças no padrão de expressão 

da proteína CD31 nas mesmas células. Entretanto, em contradição aos nossos 

achados, Browne et al. (2006), verificaram, também por citometria de fluxo, 

redução da expressão de VEGFR-2 na superfície da célula endotelial HUVEC 

após o tratamento com orlistat. Uma possível explicação para estas diferenças 

pode ser com relação as características peculiares a cada linhagem celular. As 

células RAEC são imortalizadas ao passo que as células HUVEC são 

provenientes de cultura primária. Por outro lado, pode-se especular que tal 

aumento na expressão do receptor VEGFR-2 poderia estar ligada ao mesmo 

efeito “hipoxia-like”, descrito por Menendez et al. (2005), onde o aumento da 

expressão do fator VEGFA promovido pela inibição de FASN, também estimularia 

a aumento do seu respectivo receptor na superfície da células. Foi relatado, 

anteriormente aqui nesta tese, que orlistat aumenta a produção de isoformas anti-

angiogênicas e como revisado por Harper e Bates, 2008, estes fatores interagem 
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com o mesmo receptor VEGFR-2 das isoformas pró-angiogênicas. Com base 

nestas informações, acreditamos também que  a competição entre estas 

moléculas é consistente com a idéia de que a inibição de FASN aumentaria 

VEGFR-2 na superfície da célula devido a um efeito compensatório, pela falta de 

estímulo angiogênico. Além disso, a observação de que orlistat altera a expressão 

de receptores tirosina-quinase na superfície celular corrabora a idéia de que o 

bloqueio farmacológico da FASN interfere com a localização celular ErbB-2 em 

células neoplásicas (Menendez et al., 2004).  

Em resumo, os achados da presente pesquisa mostram que orlistat e 

cerulenina foram capazes de inibir a viabilidade, induzir a apoptose e reduzir in 

vitro a formação de vasos sanguíneos pelas células endoteliais RAEC. Embora em 

células endoteliais HUVEC a viabilidade não tenha sido reduzida pelos mesmos 

tratamentos, demonstramos que o meio de cultura condicionado pelas células 

neoplásicas SK-MEL-25 e SCC-9 tratadas com orlistat reduz a formação in vitro de 

vasos sanguíneos e a proliferação das células HUVEC. Em conjunto, nossos 

resultados sugerem que este fenômeno é decorrente do aumento da expressão da 

isoforma anti-angiogênica VEGFA165b, promovido também pelo tratamento com 

inibidores de FASN. 
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77..CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  
  
 
 
7.1. O tratamento com orlistat e cerulenina aumenta as taxas de apoptose,  

reduz  a viabilidade e inibe a formação de estruturas vasculares in vitro das 

células RAEC.  

 

7.2. O meio condicionado por células neoplásicas B16-F10, SK-MEL-25 e SCC-

9 com orlistat é capaz de inibir ou estabilizar a proliferação das células 

endoteliais derivadas dos vasos sanguíneos e reduzir a formação de estruturas 

vasculares in vitro. 

 

7.3. Cerulenina e orlistat aumentam significativamente a expressão VEGFA total 

em células B16-F10, assim como a expressão de isoformas pró e anti-

angiogênicas de VEGFA nas células SK-MEL-25 e SCC-9. 

 
7.4. A inibição de FASN com orlistat aumenta a expressão do receptor VEGFR-

2 nas células endoteliais RAEC. 
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