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RESUMO 
 

 

                  O melanoma é, dentre as neoplasias malignas de pele, a de pior 

prognóstico devido ao seu alto potencial metastático e resistência aos agentes 

quimioterápicos existentes. A enzima metabólica ácido graxo sintase (FASN, 

EC2.3.1.85) é a responsável por catalisar a síntese de ácidos graxos saturados de 

cadeia longa. FASN é um homodímero com massa molecular de 250 kDa 

responsável pela produção do palmitato endógeno. Em tecidos normais, a 

atividade metabólica de FASN é mínima, uma vez que a maior parte dos ácidos 

graxos usados pelas células provém da dieta, com exceção dos tecidos 

lipogênicos. Por outro lado, tem sido demonstrado que nas células malignas a 

maior parte dos ácidos graxos provém da biossíntese endógena conseqüente ao 

aumento da atividade de FASN e que existe uma associação positiva entre a 

expressão desta enzima metabólica e o comportamento agressivo de tumores 

malignos, pois sua alta expressão ocorre principalmente em casos com 

prognóstico ruim. Inibidores específicos da atividade FASN bloqueiam a síntese de 

DNA e causam apoptose em linhagens celulares derivadas de neoplasias 

malignas de próstata, mama, cólon, estômago, intestino, endométrio, cavidade 

bucal, ovário e melanoma. A droga orlistat (Xenical®), aprovada pela FDA e 

utilizada para o tratamento de obesidade, foi descrita como tendo propriedades 

anti-neoplásicas em câncer de próstata, mama, cólon, estômago e melanoma, 

devido a sua capacidade de bloquear especificamente a atividade de FASN. Este 

trabalho teve como objetivo principal estudar o efeito do tratamento de 

camundongos C57BL6 com a droga orlistat sobre as atividades de MMPs, 

expressão de integrinas por células B16F10, adesão destas últimas à 

macromoléculas da MEC e formação de colônias pulmonares a partir da 

inoculação na veia caudal de camundongos C57BL6. Através de ensaios 

zimográficos, não observamos alterações das atividades de MMP-2 e -9 em 

células B16F10 tratadas com orlistat. No entanto, a inibição de FASN aumentou a 



xi 

adesão das células B16F10 aos componentes de matrix extracelular laminina e 

fibronectina. Através de ensaios de imunofluorescência observamos uma redução 

das regiões de adesão focal das integrinas αvβ3 nas células B16F10 tratadas com 

orlistat. Finalmente, o tratamento com orlistat reduziu em 53,6% o número de 

colônias metastáticas pulmonares, em comparação aos grupos controle. Em 

conjunto, os resultados aqui descritos sugerem que esta FASN é um alvo 

terapêutico em potencial para estes tumores.  

 

Palavras chave: melanoma / integrinas / Ácido graxo sintase / orlistat / metástase / 

metaloproteases de matriz/ células B16F10 / camundongo               
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ABSTRACT 

 

 

                  Malignant melanoma has poor prognosis due to its high metastatic 

potential and resistance to the existing chemotherapeutic agents. Fatty acid 

synthase (FASN, EC2.3.1.58) is a metabolic enzyme with molecular mass of 250 

kDa responsible for the endogenous biosynthesis of saturated long chain fatty 

acids. FASN activity is relatively low in most normal human tissues, since most of 

the fatty acids used by the cells come from the diet, except in liver, adipose tissue, 

fetal lung and lacting breast. On the other hand, it has been demonstrated that in 

several cultured malignant cells fatty acids are mostly produced by FASN. A similar 

phenomenon is also observed in melanoma cells and overexpression of FASN has 

been associated with a poor prognosis for patients with this malignancy. Specific 

inhibitors of FASN activity block DNA synthesis and cause apoptosis in prostate, 

breast, colon, stomach, endometrial, oral cavity, ovary and melanoma cancer cells 

lines. Orlistat (Xenical®), approved for FDA and used for the treatment of obesity, 

has antitumor properties in prostate, breast, colon, gastric cancers and melanoma, 

due to its capacity to block the FASN activity. This work had as main objectives to 

study the effect of orlistat on the expression and activity of MMPs and expression 

of integrins in B16F10 cells, as well as on the adhesion of these cells to ECM 

macromolecules fibronectin and laminin. Moreover, we sought to verify the effect of 

this drug on the lung colonization by B16F10 innoculated in the tail vein of C57BL6 

mice. The treatment with orlistat did not change MMP-2 and -9 gelatinolytic 

activities in B16F10 cells and enhanced the adhesion of these cells on laminin or 

fibronectin. Interestingly, treatment of B16F10 cells with orlistat promoted a 

reduction on the number of integrin αvβ3 focal adhesion plates observed in the 

immunofluorescence assay. Finally, orlistat promoted an inhibition of 53,6% in the 

number of lung metastatic foci, in comparison with the control groups, further 

confirming the anticancer potential of FASN inhibitors.  Finally, the results here 

described suggest that FASN is a therapeutical target in potential for these tumors.  
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Key words: melanoma / fatty acid synthase / integrins / metastasis / orlistat / 

metalloproteases / B16F10 cells / mice 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

                  Tem sido claramente demonstrado na literatura científica da última 

década que em células malignas a maior parte dos ácidos graxos provém da 

biossíntese endógena conseqüente ao aumento da atividade de FASN (Baron et 

al. 2004) e que existe uma associação positiva entre a expressão desta enzima 

metabólica e o comportamento agressivo de tumores malignos (Epstein et al., 

1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997; Kuhajda, 2000b). Em virtude destes 

achados, FASN vem sendo apontada como um alvo para a quimioterapia e até 

quimioprevenção, desde que inibidores específicos da sua atividade são capazes 

de bloquear a progressão do ciclo celular, diminuindo a proliferação e aumentando 

as taxas de apoptose, o que já foi demonstrado em células de câncer de próstata, 

mama, estômago, endométrio, cavidade bucal e ovário (Furuya et al., 1997; Pizer 

et al., 1998; Li et al., 2001; Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005; Menendez 

et al., 2006). Dentre as neoplasias de pele, o melanoma é a de pior prognóstico. 

Seu alto índice de mortalidade deve-se principalmente ao desenvolvimento de 

metástases para diversos órgãos como fígado, pulmões, cérebro, ossos, ovário, 

estômago, pâncreas e intestino delgado (Hawes et al., 2001; Rodolfo et al., 2004; 

Feldman et al., 2004; Atallah & Flaherty, 2005; Katz et al., 2005; McWilliams et al., 

2005; Liang et al., 2006; Belagyi et al., 2006). Existem, até o presente momento, 

quatro trabalhos descrevendo a expressão de FASN em melanomas. Destes 

descaca-se o de Innocenzi et al. (2003), que observaram uma correlação positiva 

entre a expressão de FASN e o índice de Breslow e uma correlação inversa entre 

FASN e a sobrevida dos pacientes. De maneira semelhante, Kapur et al. (2005) 

demonstraram uma correlação positiva entre os níveis de FASN e o grau de 

diferenciação histológica de melanomas. Nesta mesma neoplasia, o aumento da 

expressão de MMP-1, -2, -9 e -13 parece estar associado a metástases 

hematogênicas, com um pior prognóstico para os pacientes (Väisänen et al., 1999; 

Nikkola et al., 2005). As integrinas αIIbβ3, α2β1, α5β1, α4β1, e αVβ3 apresentam 

níveis elevados em melanomas humanos (Kuphal et al., 2005), sendo a expressão 

de β1, α6β1, β3 e αV associada a um comportamento clínico mais agressivo 
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(Hirken et al., 1999; Anastassiou et al., 2000; Elshaw et al., 2001; Nikkola et al., 

2004). Da mesma forma, as integrinas α3β1 e αVβ3 estão correlacionadas com 

metástases linfáticas experimentais provocadas por linhagens derivadas de câncer 

de mama e de melanoma de camundongo (Nip et al., 1992; Tawil et al., 1996), 

sendo β1 correlacionada à metástase linfática em melanoma humano (Hieken et 

al., 1995). Em nossa dissertação de mestrado, observamos que camundongos 

C57BL6 tratados com o inibidor específico de FASN orlistat têm diminuição da 

síntese endógena de lipídios e, mais importante, apresentam redução de 50% no 

número de metástases experimentais para linfonodos mediastínicos (Carvalho et 

al. 2008). No presente trabalho, foi demonstrado um aumento da adesão das 

células B16F10 tratadas com orlistat ou cerulenina à proteína de membrana basal 

laminina, se comparadas aos seus respectivos controles ETOH ou DMSO. Em 

altas concentrações, orlistat produziu uma significativa inibição da adesão das 

células B16F10 tanto à laminina como à fibronectina, provavelmente resultado de 

um efeito citotóxico. Os ensaios zimográficos para MMP-2 e -9 demonstraram que 

a inibição da síntese de ácidos graxos parece não interferir na atividade destas 

metaloproteases na linhagem celular B16F10. Não houve diferenças 

estatísticamente significantes na atividade gelatinolítica destas enzimas na 

presença de orlistat ou do seu veículo ETOH, mesmo após a normalização dos 

resultados pelo número de células presentes nos frascos de cultura ou pela 

concentração do DNA total dos pellets celulares. Interessantemente, observamos 

que o tratamento de células B16F10 com orlistat apresentou uma redução do 

número de adesões focais das integrinas αvβ3 frente ao grupo controle (ETOH) o 

que pode de algum modo estar relacionado com a redução do número de colônias 

pulmonares observadas no modelo animal de metástase experimental. 

Finalmente, ficou evidente em nossos experimentos em camundongos que a 

inibição farmacológica de FASN com orlistat contribui para uma redução 

significativa (53,6%) do número de colônias metastáticas pulmonares formadas 

após a inoculação das células B16F10 na veia caudal. Em conjunto, estes 

resultados mostram que a inibição de FASN interfere na adesão das células de 

melanoma a proteínas da matriz extracelular e que tratamento de animais 

inoculados com células B16F10 inibe a formação das metástases pulmonares 
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experimentais, o que aparentemente não foi modulado pela atividade de MMP-2 e 

-9. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Melanoma 

             Melanomas são neoplasias malignas que se originam a partir de lesões 

melanocíticas pré-existentes ou se desenvolvem em pele ou mucosa normais (de 

novo). Os melanoblastos (precursores dos melanócitos) são células provenientes 

da crista neural que migram para a pele, retina, meninges e mucosas oro nasal e 

respiratória entre a 12˚ e 14˚ semana de vida intra-uterina (Quevedo & 

Fleischmann, 1980; Nordlund, 1986; Erickon, 1993). Estas células encontram-se 

na camada de células basais e apresentam aspecto dendrítico, possuem núcleo 

irregular e central e citoplasma globoso, do qual partem prolongamentos, que 

funcionam como vias de transferência da melanina para os queratinócitos da 

própria camada basal. Os grânulos de melanina se dispõe ao redor do núcleo do 

queratinócito para impedir lesões no DNA pelos raios ultravioleta (Jimbow et al., 

1993). A melanina atua absorvendo a radiação UV e possui potente propriedades 

antioxidantes que neutralizam a produção de radicais livres produzidos pela 

radiação UV (Rees et al. 2004) 

             Pelo fato desta neoplasia possuir a característica de emitir numerosas 

metástases, ela está entre os tumores com pior prognóstico e alto índice de 

mortalidade. Os portadores de melanoma podem desenvolver metástases em 

diversos órgãos, como fígado, pulmões, cérebro, ossos, ovário, estômago, 

pâncreas e intestino delgado (Hawes et al., 2001; Rodolfo et al., 2004; Feldman et 

al., 2004; Atallah & Flaherty, 2005; Katz et al., 2005; McWilliams et al., 2005; Liang 

et al., 2006; Belagyi et al., 2006). Durante as últimas décadas, tem sido observado 

um grande aumento na incidência de melanomas cutâneos entre as populações 

caucasianas ao redor do mundo, que gira em torno de 3 a 7% ao ano, segundo 

um levantamento feito entre 23 países, incluindo o Brasil (dados em International 

Agency for Research Câncer - www-dep.iarc.fr/globocan). O melanoma é o sexto e 

sétimo tipo de câncer mais freqüente nos Estados Unidos entre homens e 

mulheres, respectivamente (Jemal A et al. 2008; Cho et al. 2010). Dados da 

National Cancer Institute Surveillance Epidemiology and End Results (SEER, 
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E.U.A.)  estimam que 68.130 novos casos (38.870 homens e 29.260 mulheres) 

serão diagnosticados com melanoma, sendo que a estimativa de óbito é de 8.700 

pessoas entre ambos os sexos em decorrência desta malignidade ao longo do ano 

de 2010 (www.seer.cancer.gov/statfacts/html/melan.html). Baseado nos dados do 

SEER de 2003 a 2007, a média de idade de pessoas com melanoma no momento 

do diagnóstico foi de 60 anos e a média de idade registrada nos óbitos foi de 68 

anos. Em todo o mundo, durante o ano de 2008, houve 197.402 novos casos de 

melanoma com 46.090 mortes (International Agency for Research Câncer - www-

dep.iarc.fr/globocan). Na Austrália, em muitos países europeus e na América do 

Norte, houve um aumento de cerca de 5% ao ano nos casos de melanoma no 

decorrer dos últimos 40 anos (Thompson et al., 2005). Segundo a AIHW 

(Australian Institute of Health and Welfare - www.aihw.gov.au/cancer/data), a 

Austrália foi o país com maior incidência mundial de melanoma em homens (1:23) 

e o segundo em mulheres (1:35). No Brasil, segundo as estimativas do Instituto 

Nacional do Câncer para 2010, é esperado um total de 5.930 novos casos de 

melanoma entre homens e mulheres, com maior porcentagem na região sul do 

país (Instituto Nacional do Câncer - www.inca.gov.br). Cerca de 91,2% dos casos 

de melanoma afetam a pele, 5,3% os olhos, 2,2% apresentam local primário 

indeterminado e 1,3% afetam as mucosas, dos quais 55,4% ocorrem na região de 

cabeça e pescoço. Os melanomas primários da cavidade oral são raros e 

correspondem a menos de 1,2 casos em cada 10 milhões de pessoas por ano, 

afetando mais comumente o palato, seguido pela gengiva, mucosa jugal, lábios e 

rebordo alveolar (Hicks & Flaitz, 2000). Em estágios precoces da doença, seu 

crescimento é radial (horizontal) e em estágios avançados invasivo (vertical). O 

melanoma é tratado por excisão cirúrgica, tendo o índice de Breslow (distância em 

milímetros desde a camada nucleada mais superficial até o nível mais profundo de 

invasão) e de Clark (que correlaciona o nível anatômico de invasão associado ao 

índice mitótico) como importantes parâmetros prognósticos (Chin et al., 1998; 

2003; Younghoon et al., 2010).  O melanoma é um grave problema de saúde, não 

apenas pelo aumento mundial de sua incidência ou por afetar adultos jovens, mas 

pela seu alto potencial de gerar metastáses e pela sua característica de ser pouco 

sensível à radioterapia e aos quimioterápicos atualmente conhecidos (revisado por 
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Li et al., 2006; revisado por Ghosh e Chin, 2009). A sobrevida média para 

pacientes com lesões metastáticas é de 13,6% em 2 anos, 9,7% em 3 anos e 

apenas 2% em 5 anos (Lee et al., 2000). 

             Os fatores de risco associados ao melanoma podem ser divididos em 

ambientais e relativos ao hospedeiro. O fator ambiental mais importante é a 

exposição à radiação UV, principalmente em pessoas de pele clara e com 

histórico de queimaduras solares recorrentes (Elwood et al. 1997; Rigel et al., 

2008; Cho et al. 2010). Além do mais, efeitos mutagênicos diretos no DNA, 

indução da produção de fatores de crescimento pelas células da pele, redução da 

imunidade e estimulação da produção de espécies reativas de oxigênio podem 

estar associados à etiologia dos melanomas (Elwood et al., 1997; MacKie et al., 

2005; Thompson et al., 2005). Por outro lado, existem melanomas não associados 

aos raios UV, que se enquadram nos fatores de risco relativos ao hospedeiro, 

como histórico familiar, cor do cabelo e número de nevus pré-existentes (revisado 

por Li et al., 2006; Cho et al. 2010). Dentre os aspectos genéticos associados à 

predisposição do melanoma, podemos citar genes que codificam proteínas 

controladoras do ciclo celular, como p16 (CDKN2A), localizado no cromossomo 

9p21 e responsável pela expressão das proteínas p16INK4a e p14ARF (Walker et al., 

1998; Chin et al., 2003). p16INK4a é responsável pela inibição da formação do 

complexo enzimático CDK4/CDK6/ciclina D, necessário para a fosforilação da 

proteína Rb e entrada da célula na fase S do ciclo celular.  p14ARF tem como 

função estabilizar a proteína p53, prevenindo sua degradação mediada por HMD2 

(human double minute 2). Na ausência de p14 ARF, a proteína HMD2 (uma ligase 

de ubiquitina específica para p53) conduz p53 a degradação pelos proteossomos 

(Kamijo et al., 1998; Chin et al., 2006). A alteração mais estudada entretanto é a 

mutação pontual (T1799A) no proto-oncogene BRAF, que é detectada em 

aproximadadmente 65% dos indivíduos afetados por esta neoplasia (Chin et al., 

1998; Gray-Schopfer et al., 2005; Garraway et al., 2005; Hayward et al., 2003; 

Pollock et al., 2003). Outra alteração associada a etiologia do melanoma ocorre no 

gene CCND1, localizado no cromossomo 11q13 e responsável pela expressão da 

ciclina D1, que atua regulando positivamente o ciclo celular (Utikal et al., 2005). 

Mutações nos genes que codificam as proteínas da família ras e as serina/treonina 
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quinases raf, o fator de crescimento de hepatócitos (HGF/SF) e seu receptor c-

MET, assim como as proteínas supressoras tumorais PTEN, p53, p27Kip1 e p21 

também já foram descritas em melanomas (Chin, 2003; Chudnovsky et al., 2005; 

Li et al., 2006). Existem também, alterações nos receptores tirosina- quinase em 

vários tipos de câncer. Em melanomas são observadas alterações nos receptores 

de EGF (EGFR), MetRTK (c-MET) e Kit (c-KIT), resultando em mudanças na 

associação dos componentes de suas cascatas de sinalização (Ghosh e Chin, 

2009). O EGFR pode ser ativado por EGF, TGF-α e anfiregulina, de forma a ativar 

as cascatas de sinalização de MAPK e PI3K. A amplificação do gene que codifica 

EGFR, localizado no cromossomo 7, foi observada em pacientes com estágio 

avançado desta doença (Koprowski et al., 1985; Bastian et al., 1998; Udart et al., 

2001). Apesar dos diversos progressos obtidos, uma melhor compreensão dos 

fatores ambientais e genéticos torna-se necessária para o desenvolvimento de 

novas abordagens terapêuticas contra o melanoma. 

 

2.2. Ácido graxo sintase (FASN) 

FASN é um complexo enzimático multifuncional que possui sete sítios 

catalíticos e um grupo prostético 4’-fosfopanteteína, responsável pela síntese 

endógena de ácidos graxos saturados de cadeia longa a partir dos substratos de 

carbono acetil-CoA e malonil-CoA (Stoops & Wakil 1981; Tsukamoto et al., 1983; 

Brink et al., 2001; Chirala et al., 2001; Rangan et al., 2001; Smith et al. 2003; 

Baron et al., 2004). Do ponto de vista estrutural, FASN é um homodímero formado 

por duas cadeias polipeptídeas longas, com massa molecular de 

aproximadamente 270 kDa. Os sete sítios catalíticos que compõem FASN estão 

distribuídos a partir da extremidade amino terminal em direção a carboxil terminal 

na seguinte ordem: β-cetoacil sintase, acetil-CoA e malonil-CoA transacilases, que 

funcionam como sítios de entrada dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a 

subseqüente reação de condensação; na seqüência, desidratase, enoil redutase, 

β-cetoacil redutase e proteína carregadora de acil, que atuam como redutores 

sobre o produto formado pela β-cetoacil sintase; e por fim, o sítio tioesterase, 

localizado na região carboxil terminal, que promove a hidrólise do palmitato que é 
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liberado como molécula recém sintetizada (Wakil, 1989; Jayakumar et al., 1995; 

Smith et al., 2003; revisado por Liu et al. 2010). A atividade de FASN é mínima em 

tecidos humanos normais, exceto em tecidos lipogênicos, uma vez que a maior 

parte dos ácidos graxos usados pelas células provém da dieta (Weiss et al., 1986; 

Menendez et al., 2005a). Sendo assim, a expressão de FASN é baixa ou mesmo 

ausente na maioria dos tecidos humanos adultos normais (Weiss et al., 1986), 

com exceção de alguns tecidos lipogênicos tais como: fígado, tecido adiposo, 

mama durante a lactação, endométrio na fase proliferativa e pulmões de recém 

nascidos, para a produção da substância surfactante (Kuhajda, 2000; Chirala et 

al., 2001).  

Ao contrário, nas células 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 de mama (Milgraum et al., 1997; Wang et al., 2001a; 

Zhang et al., 2005; Li et al., 2008), ovário (Alò et al., 2000; Wang et al., 2001a), 

próstata (Swinnen et al., 2002; Van de Sande et al., 2002; Rossi et al., 2003; Shah 

et al., 2006 ), endométrio (Pizer et al., 1998; Tsuji et al., 2004 ), tireóide (Vlad et 

al., 1999), pulmão (Piyathilake et al., 2000; Wang et al., 2002; Orita et al., 2007; 

Orita et al., 2008), cólon (Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008), esôfago (Nemoto 

et al., 2001), estômago (Kusakabe et al., 2002), melanoma (Innocenzi et al., 2003; 

Kapur, et al., 2005; Kapur, 2005b), bexiga (Visca et al., 2003) e carcinoma 

espinocelular bucal (Krontiras et al., 1999, Agostini et al., 2004, Silva et al., 2004; 

Silva et al., 2008), bem como em sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 

2003; Rossi et al., 2006). Está claro também na literatura científica que a alta 

expressão de FASN ocorre freqüentemente nos casos com pior prognóstico 

(Epstein et al., 1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997; Kuhajda, 2000b; Litlle et 

al., 2007; Horiguchi et al., 2008; Ogino et al., 2008). Provavelmente, a alta 

atividade desta via anabólica gera vantagens para o rápido crescimento das 

células tumorais (Baron et al., 2004). Em melanomas, observou-se uma correlação 

direta entre a expressão de FASN e o índice de Breslow, além de uma correlação 

inversa entre FASN e a sobrevida total, indicando que a alta expressão de FASN 
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está associada a uma maior taxa de recorrência, maior risco de desenvolvimento 

de metástases e conseqüentemente pior prognóstico (Innocenzi et al., 2003; 

Kapur et al., 2005a; Kapur et al. 2005b).  

Apesar das 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 profundos efeitos em várias 

vias de transdução de sinais (Baron et al., 2004).  Em células neoplásicas, a maior 

parte dos ácidos graxos é proveniente da biossíntese endógena e independente 

da dieta (Sabine et al., 1967; Ookhtens et al., 1984; Weiss et al., 1986; Menendez 

et al., 2005a). Alterações metabólicas nas células malignas são sugeridas desde 

1924, quando Warburg & Posener observaram um aumento da glicólise 

anaeróbica (Kuhajda et al., 2006). Somente em 1953 foi descrito que a síntese de 

ácidos graxos estava aumentada em tecidos neoplásicos, em comparação com os 

tecidos normais (Medes et al., 1953). A regulação da expressão de FASN em 

tumores malignos começou a ser intensamente investigada a partir da década de 

80, em linhagens celulares derivadas de câncer de mama. Chalbos et al. (1987) 

demonstraram que o tratamento com progestinas leva a um aumento tanto da 

expressão como da atividade de FASN em células de câncer de mama (MCF7 e 

T47D). De maneira semelhante, o tratamento com andrógenos aumenta a 

expressão de FASN em linhagens celulares derivadas de câncer de mama e 

próstata (Chambon et al., 1989; Swinnen et al., 1997). Kumar-Sinha et al. (2003) 

demonstraram, em células derivadas da glândula mamária, genes 

diferencialmente regulados por ErbB2. Através de experimentos de “microarrays”, 

estes autores observaram uma conexão direta entre o gene que codifica a FASN e 

ErbB2, através da via PI-3K, que tem ação direta sobre o promotor da FASN. 

Segundo estes autores, a inibição da atividade da FASN em linhagens celulares 
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derivadas de câncer de mama causa apoptose preferencialmente nas células que 

estão expressando grandes quantidades de ErbB2. Menendez et al. (2004) 

mostraram que FASN regula a expressão e atividade deste mesmo receptor de 

superfície em linhagens celulares de câncer de mama e de ovário. Estes mesmos 

autores demonstraram que a inibição de FASN causa diminuição dos níveis de 

ErbB2 e leva a um aumento dos níveis de PEA-3, um fator de transcrição com 

atividade inibitória sobre o promotor de ErbB2 em células SK-Br3, derivadas de 

câncer de mama (Menendez et al., 2005). Recentemente, Lee et al. (2009) 

demonstraram que a inibição de FASN com a substância amentoflavona, extraída 

de uma planta medicinal chinesa (Selanginella tamariscina), promove apoptose e 

reduz a proliferação de células derivadas da linhagem de câncer de mama SK-

Br3. Apesar de não se conhecer os mecanismos pelos quais a inibição de FASN 

atinge as células malignas, promovendo apoptose e reduzindo a proliferação 

celular in vitro e diminuindo o número de metástases in vivo (Menendez et al., 

2004; Carvalho et al., 2008; Lee et al., 2009), foi sugerido que o acúmulo do 

metabólito intermediário malonil-CoA possa induzir a morte por apoptose (Pizer et 

al., 2000). Além do mais, estudos com siRNAs revelaram que a inibição de FASN 

dispara o gatilho de apoptose em linhagens  celulares derivadas de câncer de 

próstata e mama, o que parece não acontecer nas células normais (Brusselmans 

et al., 2005; Chajes et al., 2006).  Entretanto, novas pesquisas serão necessárias 

para que se possa compreender qual o verdadeiro papel da inibição da enzima 

FASN sobre as células neoplásicas e quais vias metabólicas envolvidas na 

carcinogênese. 
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2.3. Inibidores de FASN 

2.3.1. Cerulenina 

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

transdodecadienamida) é um produto natural do fungo cefalosporium caerulens 

descoberto por Hata et al. (1960a, b) por suas propriedades antifúngicas. Somente 

em 1972, Nomura & Vance demonstraram seu efeito como inibidor específico da 

síntese de ácidos graxos (Omura, 1976; Pizer et al., 1996b). Esta droga inibe de 

forma irreversível a atividade da enzima FASN através de ligação covalente ao 

sítio ativo -cetoacil sintase, responsável pela reação de condensação dos 

substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Kuhajda et al., 2000). Entretanto, a 

instabilidade da molécula de cerulenina em experimentos com animais tem 

limitado sua utilização como agente anti-lipogênico (Omura, 1976).  

 

2.3.2. C75 

                  C75 é um análogo sintético da cerulenina, formado por uma cadeia de 

7 carbonos (-metileno--butirolactona) e que possui os mesmos efeitos inibitórios 

sobre a atividade de FASN com a vantagem de ser mais estável e, portanto, ter 

melhor efeito “in vivo” (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001). Loftus et al. (2000) 

demonstraram que o tratamento sistêmico, via intraperitoneal, de camundongos 

C57BL/60laHsd-lepob e BALB/c com cerulenina ou C75 provoca redução da 

quantidade de alimento ingerida e significativa perda de peso, sendo necessária 

uma única dose de C75 para que a quantidade de alimento ingerido pelos animais 

diminua mais do que 90% nas primeiras 24 horas. Este trabalho sugere que a 

atividade de FASN seja importante para a regulação da quantidade de alimento 

ingerido pelos animais, podendo representar um alvo terapêutico para o 

tratamento da obesidade. Tanto a cerulenina como o C75 produzem significativa 

inibição da progressão do ciclo celular, bloqueando a passagem da fase G0/G1 

para a fase S em linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas humanas 

(Pizer et al., 1996; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Kuhajda, 2000; Li et al., 
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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). 

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 de FASN causa também a redução no tamanho de tumores em modelos 

xenográficos (Pizer et al., 1998; Pizer et al. 2000). Nestes trabalhos, os autores 

injetaram células derivadas de câncer de ovário humano (OVCAR-3) no peritônio 

de camundongos nude e observaram tumores de tamanho menor nos animais 

tratados com cerulenina ou C75 (Pizer et al., 1998). Os mesmos autores (Pizer et 

al., 2000) relataram uma marcante redução da síntese de ácidos graxos e do 

tamanho dos tumores, 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 células H-Meso. Alli et 

al. (2005) demonstraram que camundongos transgênicos neu-N, que super-

expressam ErbB2 e desenvolvem câncer de mama espontaneamente, tiveram 

uma significante diminuição na incidência dos tumores quando tratados com C75. 

Segundo estes autores, apenas 20% dos camundongos tratados desenvolveram 

carcinoma de mama, em comparação com 50% dos animais do grupo controle. 

Estes últimos resultados sugerem um efeito quimiopreventivo da inibição 

farmacológica de FASN no câncer de mama.  

 

2.3.3. Orlistat 

A droga Orlistat (Xenical®), aprovada pela FDA para emagrecimento, é 

um derivado semi-sintético da lipstatina que inibe irreversivelmente as lipases 

gástricas e pancreáticas no interior do trato gastrintestinal (Guerciolini et al., 1997) 

e que atua também como um inibidor específico de um dos sítios catalíticos da 

FASN (tioesterase). A inibição de FASN com Orlistat tem propriedades anti-

tumorais e anti-proliferativas em um modelo xenográfico de câncer de próstata e 
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em linhagens tumorais derivadas de câncer de próstata e mama (Kridel et al., 

2004; Knowles et al., 2004). O sítio tioesterase é um dos sete sítios catalíticos que 

compõem a enzima FASN, sendo responsável pela liberação das moléculas 

recém sintetizadas de palmitato. Menendez et al. (2004, 2005c) demonstraram 

que o tratamento das linhagens celulares derivadas de carcinoma de estômago 

(NCI-N87) e de mama (SK-Br3) com Orlistat causou, além da inibição da síntese 

de ácidos graxos, um bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1, evitando a entrada 

na fase S. Além do mais, o Orlistat inibiu intensamente a expressão de ErbB2 

através da estimulação da proteína PEA-3, responsável pela sua transcrição, e 

aumentou os níveis de p27Kip1, levando as células a apoptose.  

 

2.3.4. Outros inibidores 

                  Triclosan (5-cloro-2-[2,4-diclorofenoxi]fenol) é uma substância com 

propriedades anti-sépticas utilizada na formulação de sabonetes, dentrifícios e 

enxaguatórios bucais, que possui atividade inibitória sobre a atividade de FASN na 

região do domínio enoil-redutase (Liu et al., 2002). Lu e Archer (2005) 

demonstraram que 43,3% dos animais (Sprague-Dawley) tratados com triclosan 

(1000 ppm) desenvolveram carcinoma de mama através da injeção intraperitoneal 

do carcinógeno N-metil-N-nitrosourea (MNU), em comparação com 70% dos 

animais pertencentes ao grupo controle, os quais não receberam a droga. Outra 

substância que tem sido descrita como inibidora de FASN é a EGCG 

(epigalocatequina-3-galato), que é um componente do chá verde e tem atividade 

comparável a da cerulenina e do C75 por bloquear a FASN no sítio β-cetoacil 

sintase (Wang e Tian, 2001). Puig et al. (2008) demonstraram que a utilização 

desta substância in vitro promoveu apoptose e causou diminuição nos níveis de 

ErbB2, PI3K e ERK em linhagem celular de câncer de mama. Recentemente, a 

amentoflavona foi descrita por Lee et al. (2009) como tendo propriedades 

apoptóticas e anti-proliferativas em linhagem celular humana derivada de 

carcinoma mamário (SK-BR-3), por inibir a atividade de FASN.  

                  Mesmo que promissores, os estudos que visam a inibição 

farmacológica de FASN como uma forma de quimioterapia para o tratamento do 
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câncer devem ser interpretados com muito cuidado. 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 demonstrou que cerulenina é capaz de inibir o 

crescimento de fibroblastos humanos normais em culturas primárias (Almeida et 

al., 2005), sugerindo que a atividade de FASN não seja essencial apenas para as 

células malignas. 

 

2.4. Metaloproteases de Matriz (MMPs) e Câncer 

                  A degradação da matriz extracelular é essencial para processos 

fisiológicos como desenvolvimento, crescimento e reparo tecidual. Por outro lado, 

a proteólise excessiva tem um papel importante em diversas condições 

patológicas, como artrite reumatóide, osteoartrite, desordens auto-imunes, doença 

periodontal e câncer (Cauwe et al. 2007; Chaudhary et al. 2010). As MMPs 

formam uma família de endopeptidases dependentes de zinco, responsáveis pela 

degradação da matriz extracelular tanto em situações fisiológicas como 

patológicas, contribuindo para eventos como invasão e metástase em lesões 

malignas de cabeça e pescoço (Chaudhary et al. 2010) . Até o presente momento, 

23 MMPs humanas foram clonadas e caracterizadas (Vihinen et al. 2002, Egeblad 

et al. 2002,  Hofmann et al. 2005, Lemaitre, 2006; Quesada et al. 2009). De acordo 

com suas respectivas estruturas e especificidade aos substratos, as MMPs são 

classificadas em: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, MMPs de 

membrana e outras MMPs. Normalmente, a expressão dos genes que codificam 

as MMPs é baixa, sendo modulada por fatores fisiológicos e/ou patológicos como 

citocinas, fatores de crescimento, hormônios e oncoproteínas (Westermarck & 

Kähäri, 1999).  

                  Dentre as MMPs mais estudadas estão, colagenase 1 (MMP-1), 2 

(MMP-8), 3 (MMP-13) e 4 (MMP-18), capazes de clivar colágenos fibrilares (I, II, III 

e V), cujos fragmentos são posteriormente degradados pelas gelatinases A (MMP-

2) e B (MMP-9). A degradação do colágeno tipo IV pelas MMPs -2 e -9 é crucial 

para a invasão das células do melanoma, que também expressam MMP -1, -2, -9, 
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-13 e MT1-MMP, além dos inibidores TIMP-1, -2 e -3 (Hofmann et al.; 2000; Pasco 

et al. 2004). De acordo com Väisänen (1999), o aumento da expressão de MMP-2 

em melanomas está correlacionado com metástases hematogênicas. Além do 

mais, tem sido demonstrada uma correlação entre o aumento da expressão de 

MMP-1, -2 e -9 e um pior prognóstico para os pacientes portadores desta 

neoplasia, independentemente dos níveis de Clark e Breslow (Väisänen, 1999; 

Wollina et al. 2001; Nikkola et al. 2005). O papel das MMPs na evolução de 

diversas neoplasias humanas (como por exemplo os de mama, cólon, pulmão, 

cabeça e pescoço, boca e melanoma) tem sido objeto de inúmeras pesquisas nas 

últimas décadas. Por exemplo, Itoh et al. (1998) observaram que o implante 

subcutâneo de células B16-BL6 em camundongos C57BL/6J knockout para 

gelatinase A (MMP-2) retardou a progressão do tumor e reduziu a angiogênese. 

Segundo Pepper (2001), a expressão elevada de MMP-2 em melanomas está 

correlacionada ao aumento da quantidade da integrina V3 e de MT1-MMP, que 

por sua vez ativa MMP-2 e favorece a angiogênese. Zhang et al. (2006) 

observaram, em modelo animal de câncer oral, que os níveis de mRNA e da 

proteína MMP-2 estão elevados durante o desenvolvimento do tumor, sendo mais 

altos nas metástases em linfonodos cervicais. Em trabalho realizado por nosso 

grupo, foi verificado que a atividade de MMP-2 e -9 está aumentada em pacientes 

portadores de câncer de boca, sugerindo que esta pode ser útil no 

acompanhamento das recorrências de câncer bucal (Yorioka et al. 2002). Sun et 

al. (2007) demonstraram que a hipóxia, induzida através de ligadura da artéria 

femural de camundongos C57BL6, causa aumento da expressão de HIF-1α e de 

VEGF em tumor provocado pela injeção intramuscular de células B16F10, o que 

foi associado a um aumento na angiogênese. No mesmo estudo, houve correlação 

positiva entre as MMPs -2 e -9 e VEGF, sugerindo que o melanoma, em condições 

de hipóxia, promove o aumento de HIF-1α, que favorece a angiogênese para 

conseguir um maior aporte de sangue e que estas MMPs potencializam a invasão. 

De fato, diversos autores têm associado o aumento de MMPs a angiogênese, 

invasão e metástase em neoplasias malignas humanas, dentre as quais o 

melanoma (Itoh et al. 1998; Westermarck & Hähäri 1999; Hofmann et al. 2005; 

Pepper 2006; Sun et al. 2007; Ria et al. 2010). 
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2.5. Integrinas e Câncer 

                  As células interagem com a matriz extracelular (ECM) através das 

integrinas, que são receptores de superfície responsáveis pela adesão celular. 

Integrinas são glicoproteínas transmembrânicas heterodiméricas formadas pelas 

subunidades  (150 a 180 kDa) e  (~90 kDa). A associação de diferentes 

subunidades  e  produz integrinas distintas. Até o presente momento, são 

conhecidos vinte e cinco diferentes tipos de integrinas, sendo oito as subunidades 

 e 18 as subunidades  (Kuphal et al. 2005). De forma genérica, as subunidades 

α e β se ligam entre si de forma não covalente, sendo que cada subunidade 

possui domínios extracelulares, intracelulares e transmembrânicos (Rathinam et 

al. 2010). As integrinas se ligam aos substratos através da sequência RGD (que 

compreende os resíduos de arginina, glicina e ácido aspártico) encontrada em 

moléculas que compõem a ECM (Xiong et al. 2002). Elas atuam como 

moduladores bidirecionais, sendo que a via externa-interna ativa cascatas de 

transdução de sinais intracelulares que regula a expressão de diversos genes 

responsáveis pelos mecanismos de proliferação, polarização, crescimento e 

migração. Por outro lado, a via interna-externa controla a afinidade de adesão da 

superfície celular em relação aos componentes do meio extracelular (Dedhar & 

Hannigan, 1996; Giancotti & Ruoslathi, 1999; Kuphal et al.; 2005; Rathinam et al. 

2010). Foi relatado por Kuphal et al. (2005) que certas integrinas (αIIbβ2, α2β1, 

α4β1, αVβ3) têm expressão elevada em melanomas, principalmente a V3, o 

que também foi demonstrado  em carcinomas espinocelulares bucais (Ramos et 

al. 1997). Esta última está associada à mobilidade celular no melanoma, sendo a 

porção citoplasmática da subunidade β essencial para o processo de migração 

(Filardo et al. 1995). Montgomery et al. (1994) demonstraram um efeito anti-

apoptótico da integrina V3 na linhagem celular M21, derivada de melanoma 

humano. Além do mais, a expressão desta integrina na superfície de células de 

melanoma está envolvida na migração transendotelial, essencial para o processo 

metastático (Voura et al. 2001). 

                  Habermann et al. (2002) implantaram linhagens celulares derivadas de 

melanoma humano (M21) knockout para a integrina V3 na veia caudal de 
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camundongos BALB/c nude e demonstraram reduzido número de metástases 

experimentais para os pulmões, em comparação com a linhagem controle. Além 

do mais, animais tratados com anticorpos anti-V3 tiveram maior tempo de 

sobrevida, o que sugere uma participação ativa desta integrina nos processos de 

migração celular e metástase. Nip et al. (1992) demonstraram, através do implante 

subcutâneo de células derivadas de metástase linfática de melanoma humano 

(MeWo) em camundongos (CD-1)Br nude, que a adesão das células neoplásicas 

aos vasos linfáticos é mediada pela integrina αVβ3. De forma semelhante, Hieken 

et al. (1995) demonstraram através de imuno-histoquímica em amostras de 

melanoma de 76 pacientes, dos quais 23 apresentavam metástase linfática, que 

todos os 23 casos metastáticos eram positivos para a integrina β1 e que nenhum 

paciente com marcação negativa para β1 apresentou metástase linfática durante o 

período de acompanhamento (87 meses). Esta observação sugere que a integrina 

β1 tenha participação na disseminação metastática de melanomas humanos. Em 

estudos pré-clínicos, a inibição farmacológica das integrinas αVβ3 e αVβ5 reduziu 

a angiogênese e o crescimento tumoral e, em estudos clínicos, o uso de inibidores 

de integrinas apresentou baixa toxicidade e boa tolerabilidade, sendo estudados 

em combinação com radioterapia e quimioterapia (Alghisi & Rüegg, 2006). Em 

contraste as evidências científicas da participação das integrinas nas metástases 

hematogênicas, poucas informações estão disponíveis sobre o papel destas no 

processo de disseminação linfática (Dietrich et al., 2007).  

                  Guo et al. (2006) demonstraram a interação entre a integrina β4 e 

ErbB2, o qual, como mencionado anteriormente é regulado pela atividade de 

FASN. Através de um modelo animal, estes autores compararam os tumores 

mamários gerados pela introdução de uma mutação na integrina β4 de 

camundongos (MMTV-NeuYD/β41355T/1355T) e seus respectivos controles (MMTV-

NeuYD/β4WT) e observaram que os animais mutados para integrina β4 produziram 

tumores menores em menor quantidade. Segundo estes autores, a interação entre 

a integrina β4 e ErbB2 amplifica a sinalização de ErbB2 e facilita a progressão do 

tumor mamário nos animais avaliados.  
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                  Apesar de inúmeras pesquisas sugerirem efeitos positivos para a 

inibição da biosíntese de ácidos graxos e da expressão de integrinas e MMPs em 

modelos experimentais, estudos pré-clínicos e até mesmo clínicos (Pizer et al., 

1998; Kuhajda 2000; Pizer et al. 2000; De Schrijver et al. 2003; Knowles et al., 

2004; Trika et al., 2004; Raguse et al., 2004; Tsopanoglou et al., 2004; Menendez 

et al., 2004, 2005; Kapur et al., 2005; McNeel et al., 2005; Ouyang 2006; Alghisi & 

Rüegg, 2006; Ko et al., 2007), nenhum estudo abordou até o momento os 

possíveis efeitos da inibição de FASN na expressão de integrinas e MMPs, bem 

como na atividade destas últimas. Resultados de nossa dissertação de mestrado 

(Proc. FAPESP nº 05/52631-8) demonstraram que o bloqueio de FASN reduziu 

em cerca de 50% as metástases experimentais induzidas pelo implante 

intraperitoneal de células B16F10 em camundongos C57BL6, gerando tumores 

primários com consistência mais amolecida e aparentemente mais dispersos no 

abdômen, além de possuírem menor capacidade metastática, indicando possíveis 

alterações na capacidade adesiva das células tumorais. Por este motivo, 

resolvemos investigar a possível participação da inibição de FASN sobre certas 

MMPs e integrinas na linhagem B16F10. 
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3. OBJETIVOS 
 

 

 

1. Avaliar o efeito da inibição de FASN com Orlistat na colonização 

pulmonar por células de melanoma murino (B16F10) inoculadas na via caudal de 

camundongos isogênicos C57BL6. 

 
2. Avaliar o efeito do Orlistat sobre a expressão das integrinas αvβ3 e  α5β1 

em células B16F10. 

 
3. Avaliar o efeito do Orlistat sobre a expressão e a atividade de MMP -2 e -

9 em células B16F10.  

 
            4. Avaliar o efeito da inibição de FASN sobre a adesão das células de 

melanoma B16F10 às macromoléculas da matriz extracelular laminina e 

fibronectina. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 
 
                  4.1. Cultura de células. A linhagem B16F10, derivada de um 

melanoma de camundongo, foi adquirida da ATCC (American Type Culture 

Collection, CRL-6475) e está armazenada no Laboratório de Cultura de Células da 

Disciplina de Patologia da FOP/UNICAMP. Neste trabalho, estas células foram 

cultivadas em frascos de 75 cm² e placas de 24 poços (NUNC, Dinamarca) em 

meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A.) suplementado com 2% ou 10% de 

soro fetal bovino (SFB, Cultilab, 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.  

 

                  4.2. Preparo das soluções de Orlistat.  Para a aplicação em 

camundongos, 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 1ml de etanol a 33% em PBS, seguido de agitação por 30 minutos a 

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

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

Para o uso em experimentos de cultura celular, o mesmo protocolo foi seguido, 

entretanto, etanol absoluto foi utilizado para dissolver o conteúdo das cápsulas do 

medicamento. 

 

                  4.3. Ensaios zimográficos. Foram plaqueadas 3,5X105 células 

B16F10 na presença de 2% SFB e após 24 horas o meio de cultura foi substituído 

por meio fresco com 2% SFB e Orlistat (nas concentrações de 100, 200, 300, 400 

e 500µM) ou ETOH.  Depois de 24 horas, 70µl do meio condicionado de cada 

condição experimental foi coletado para a realização dos zimogramas e misturado 

com tampão de amostra não redutor contendo 2% de SDS, 125 mM de Tris-HCl 

pH 8,0, 10% de glicerol e 0,001% azul de bromofenol. A seguir, as amostras foram 

separadas em géis de poliacrilamida a 10% co-polimerizados com 1,6 mg/ml de 

gelatina (Sigma, E.U.A.). Após a eletroforese, os géis foram lavados sob agitação 
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suave (2 banhos de 20 minutos cada a temperatura ambiente) em solução aquosa 

de Triton-X100 a 2% (Gibco Life Technologies BRL, E.U.A) para remoção do SDS 

e conseqüente renaturação das MMPs. Em seguida, os géis foram incubados em 

tampão de ativação contendo 50 mM de Tris-HCl pH 7,4 e 5 mM de CaCl2 a 37ºC 

por 16 horas e a atividade gelatinolítica detectada após coloração com comassie 

blue R-250 a 0,05% (BioRad). As bandas negativas visualizadas nos zimogramas 

foram densitometradas e número de células de cada ensaio foi obtido com o 

objetivo de se normalizar a atividade gelatinolítica. Os resultados foram também 

normalizados pela concentração de DNA obtido de cada pellet celular.  

 

                  4.4. Ensaios de adesão. Para cada experimento, foi sensibilizada uma 

placa de 24 poços com BSA a 5%, laminina ou fibronectina a 10µg/ml pelo período 

de 16 horas a 4˚C. Células B16F10 (3,5X105) foram incubadas por 16 horas em 

meio RPMI 1640 com 2% de SFB, e 250 ou 500 µM de Orlistat ou seu diluente 

ETOH. Foi realizado também o tratamento das células B16F10 (3,5X105) com 

meio RPMI 1640 com 10% de SFB adicionado de cerulenina a 5µg/ml ou seu 

diluente DMSO. Após o período de incubação as células foram tripsinizadas, 

contadas e plaqueadas (2x105 células por poço das placas sensibilizadas) 

mantendo-se os respectivos tratamentos por mais 2 horas a 37ºC. Após 

transcorrido este tempo as células foram cuidadosamente lavadas com PBS a 

37°C (7 a 10 vezes) e as células que permaneceram aderidas foram fixadas com 

formaldeído tamponado a 10% por 15 minutos e coradas com azul de toluidina 

(Sigma). Depois de lavadas com água destilada para remoção do excesso do 

corante, as células foram incubadas por 15 minutos a 37ºC com 200μl de uma 

solução de SDS a 1% (Gibco) e a densidade óptica dos sobrenadantes analisada 

em um aparelho leitor de ELISA, no comprimento de onda de 655 nm (Bio-Rad 

Ultramark Microplate Imaging System, E.U.A.).  

 

                  4.5. Modelo animal para o estudo de metástases experimentais de 

melanoma. Sessenta e oito camundongos C57BL6 (número total de animais dos 

experimentos realizados em triplicata), com cerca de 8 semanas de vida, foram 

obtidos junto ao CEMIB-UNICAMP e mantidos em gaiolas apropriadas, 
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alimentados com ração comercial Labina (Purina, Brasil) e providos de água ad 

libitum. Os animais ficaram em sala climatizada, com controle automático de 

iluminação, alternando períodos claros e escuros a cada 12 horas. Em cada 

experimento, foram realizados implantes intravenosos nas veias caudais laterais 

de células B16F10 (2x105) suspensas em 100µl de PBS. Depois de 24 horas das 

inoculações, deu-se início ao tratamento com 60μl da solução de Orlistat (o que 

corresponde a 240mg/kg/dia – via i.p.) até o 21° dia. Os animais dos grupos 

controle receberam injeções somente do veículo (solução contendo 33% etanol 

em PBS). Aproximadamente no 21° dia após os implantes das células, todos os 

animais foram sacrificados pela inalação de CO2 e imediatamente dissecados, 

sendo os pulmões coletados e fixados em solução de Bouin. Foi então realizada a 

contagem macroscópica das colônias pulmonares utilizando-se de lupa 

estereoscópica (Nikon A100) em aumento de 25X e a documentação realizada 

com câmera digital e lente macro 120 mm (Nikon Medical). Os tecidos foram 

incluídos em parafina e os cortes histológicos de 5μm obtidos  corados com H&E.  

 

                  4.6. Imunofluorescências. Foram realizadas reações de dupla 

marcação através de imunofluorescência com anticorpos primários anti-α-V 

(Chemicon) e anti-β-3 (Santa Cruz), além de marcação simples com anticorpos 

primários anti-α5β1(Chemicon). Para cada experimento, foram sensibilizadas 

lâminas para cultura celular com oito poços (Lab Tek, Nunc) com laminina ou 

fibronectina a 10µg/ml em PBS pelo período de 16 horas a 4˚C. Após o período de 

sensibilização das lâminas, células B16F10 (1,5X104) foram semeadas em meio 

RPMI 1640 com 2% de SFB, após 24 hs este meio de cultura foi removido 

cuidadosamente e substituído por meio RPMI 1640 com 2% SFB e 250 µM de 

Orlistat ou seu diluente ETOH. Após 24 horas do tratamento, o meio de cultura foi 

delicadamente removido e as células fixadas em etanol a 70% por 15 minutos. As 

lâminas foram então lavadas três vezes com PBS (10 minutos cada). Após o 

bloqueio com a solução Animal Free Blocker (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, E.U.A.) por 1 hora, as células foram incubadas com anticorpos anti-β3 (1:200) 

diluídos em Animal Free Blocker por 1 hora a temperatura ambiente. Depois de 

três lavagens com PBS (10 minutos cada) foi feita a incubação com anticorpos 
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secundários conjugados com texas red (1:200) diluídos no mesmo tampão, por 1 

hora a temperatura ambiente. A seguir, após novas lavagens em PBS, foi 

realizado outro bloqueio seguido da incubação com os anticorpos anti-αV (1:200) 

diluídos em PBS 1% BSA por 1 hora a temperatura ambiente. As lâminas foram 

então lavadas novamente com PBS e incubadas com anticorpos secundários 

conjugados com fluoresceína (FITC, 1:200) diluídos em PBS 1% BSA por 1 hora a 

temperatura ambiente. Depois de novas lavagens, as lâminas foram montadas em 

meio de montagem VECTASHIELD com DAPI (Vector Laboratories). Para 

realização das marcações simples, lâminas para cultura celular com oito poços 

(Lab Tek, Nunc), previamente sensibilizadas com 10 µg/ml de laminina ou 

fibronectina, receberam 1,5x104 células B16F10 suspensas em 0,2 ml de meio 

RPMI com 10% de soro fetal bovino em cada poço. Após 24 horas do 

plaqueamento, o meio de cultura foi removido e as células fixadas em etanol 70% 

a temperatura ambiente por 15 minutos. As lâminas foram então lavadas três 

vezes com PBS (10 minutos cada). A incubação com anticorpos primários anti-

α5β1 (1:100) diluídos em PBS 1% BSA ocorreu por 1 hora a temperatura 

ambiente. A seguir, após três novas lavagens com PBS foi realizada incubação 

com os anticorpos secundários conjugados com FITC (1:100) diluídos em PBS 1% 

BSA por 1 hora. Após nova série de lavagens com PBS, as lâminas foram 

montadas com meio de montagem vectashield com DAPI. As observações foram 

feitas num microscópio Leika modelo DMR em aumento de 400X e as imagens 

adquiridas com o auxílio do programa Leica Aplication Suite, versão 2.8.1. e as 

imagens em confocal foram obtidas com o aparelho LEICA TCS SP5 – Leica 

Microsystems. 

                4.7. Estatística. Para a comparação entre o número de metástases 

presentes nos animais controle e tratados com orlistat e para os ensaios de 

adesão foi utilizado o teste t de Student, considerando um nível de significância de 

5% (p<0,05). 
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5. RESULTADOS 

 

 
5.1. Zimogramas 
 
                  Para a realização dos zimogramas, células B16F10 foram tratadas com 

Orlistat (ou seu solvente ETOH) nas concentrações de 100, 200, 300, 400 e 500 

µM por 24 horas. Após este período, os sobrenadantes foram coletados e as 

células de cada condição experimental tripsinizadas e contadas em câmera de 

Neubauer. Em seguida, realizou-se o ensaio zimográfico de acordo com o descrito 

em Materiais e Métodos. Os géis provenientes dos ensaios zimográficos foram 

digitalizados (Figuras 1 e 2), as imagens adquiridas com auxílio do programa 

Molecular Analyst (Bio-Rad, E.U.A) e as bandas densitometradas e normalizadas 

pelo número de células presente em cada amostra (Figuras 3 e 4). Com o objetivo 

de realizar uma normalização adicional àquela feita pelas contagens celulares 

(Figuras 5 e 6), o DNA destas células foi extraído e a DO obtida usada como fator 

normalizador (Figura 7). O exame direto das bandas negativas correspondentes 

as áreas de degradação da gelatina incorporada nos géis sugere uma muito 

discreta redução da atividade das MMPs -2 e -9 à medida que a concentração de 

Orlistat aumenta. Entretanto, isto foi provavelmente decorrente da redução no 

número de células, pois esta droga inibe o crescimento e provoca apoptose nas 

células B16F10 (Carvalho et al. 2008). No entanto, após a normalização dos 

resultados tanto pelo número de células presentes em cada condição experimental 

como pela concentração de DNA de cada pellet celular, constatamos que não 

houve inibição da atividade enzimática (Figuras 5, 6 e 7). Este fato foi observado 

em todos os ensaios zimográficos realizados (7 experimentos independentes), 

pois não ocorreram diferenças significativas do ponto de vista estatístico (p>0,005) 

entre as células tratadas com Orlistat e seus controles, no período estudado (24 

horas).   
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animais com colônias pulmonares presentes em ambos os grupos chegou a 90%. 

Após diversas repetições, adotou-se como critério de inclusão a presença de pelo 

menos uma colônia pulmonar por animal. Em todas as avaliações macroscópicas, 

as colônias presentes na superfície pulmonar foram facilmente identificadas e 

contadas.  

                  Nos estudos microscópicos, foram detectados numerosos grupos de 

células de melanoma em crescimento com diversas figuras de mitose e 

distribuídas por todo o parênquima pulmonar, com extensas áreas de necrose e 

redução significativa dos espaços alveolares (Figura 13). Outro achado 

interessante foi a presença de colônias no coração de um dos animais (Figura 14) 

utilizados na padronização do modelo animal, na região de átrio direito. Este fato 

não era esperado devido a alta pressão sanguínea neste compartimento, o que 

demonstra o alto poder de colonização desta linhagem celular.  

                      

 
 
 
 
Tabela 1. Achados macroscópicos dos experimentos de metástases experimentais em 
animais C57BL6 tratados* ou não com orlistat. O resultado foi estatisticamente 
significante nos 3 experimentos (teste t, p<0,005). 
 

Experimento 1  Experimento 2 Experimento 3 Média Total 

N
o
 Animais 9 13 12 11 34 

Controle 

N
o
 Colônias 1019 2204 1998 1740 5221 

N
o
 Animais 8 13 13 11 34 

Tratado 

N
o
 Colônias 608 1038 773 807 2419

* 
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Figura 12. Aspectos macroscópicos de pulmões representativos dos 3 experimentos de 
metástases experimentais. Os números 1, 2 e 3 indicam os três experimentos 
independentes. Nas linhas assinaladas com C (grupos controle) podemos observar a 
presença de colônias metastáticas nodulares, distribuídas por toda superfície pulmonar, 
com tonalidades variando de cinza escuro a negro e de tamanhos muito variados. Note 
que nas linhas marcadas com a letra T (grupos tratados), ocorreu uma nítida diminuição 
do número de nódulos presentes na superfície dos pulmões.  
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Figura 13. Aspectos microscópicos dos pulmões com colônias de células de melanoma 
B16F10. Podemos observar em A, B, C e D os nódulos metastáticos na porção mais 
periférica dos pulmões (setas pretas), os quais foram contados com auxílio de lupa 
estereoscópica (Tabela 2). Note em A, a presença de múltiplos focos metastáticos 
espalhados por todo o parênquima pulmonar (setas vermelhas). Em B pode-se observar o 
crescimento tumoral provocando o estreitamento dos alvéolos pulmonares (setas 
vermelhas). Aumentos originais: A, 25X; B, 50X; C e D100X. Coloração H&E. 
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Figura 14. Aspectos microscópicos de crescimento metastático no coração. Em A, e B 
notamos um foco metastático de melanoma localizado no átrio direito, de formato 
arredondado e com presença de necrose em seu interior (setas pretas). Observamos em 
A e C células neoplásicas invadindo a parede do átrio direito e destruindo células 
musculares cardíacas (setas vermelhas). Aumentos originais: A, 25X; B, 100X e C, 100X; 
Coloração H&E 
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     5.4. Ensaios de imunofluorescência para localização das integrinas αvβ3     
e α5β1 

 
             Para avaliar a presença das integrinas αvβ3 e α5β1 nas células 

B16F10, estas foram marcadas com anticorpos fluorescentes. Nos ensaios de 

dupla marcação em células aderidas sobre superfícies tratadas com 

fibronectina, foi possível observar marcação fluorescente correspondendo às 

cadeias αv (Figura 15 B) e β3 (Figura 15 C) na periferia  celular. Na Figura 15 

A, podemos notar o núcleo celular corado com DAPI e na figura 15 D a 

composição das imagens A, B e C. Nos controles negativos não ocorreu 

marcação, demonstrando a especificidade da reação (Figura 17). Na Figura 16 

B, pode-se observar uma forte marcação para a integrina αv em célula B16F10 

cultivada sobre laminina (seta) e na Figura 16 C a positividade para as 

integrinas β3. A Figura 16 D mostra a composição das imagens A, B e C, 

sugestiva da presença do dímero αvβ3. Em todos os nossos experimentos de 

imunofluorescência, observamos que as células se aderiram e se espraiaram 

mais rapidamente nas superfícies tratadas com laminina, em comparação com 

a fibronectina, porém, não houve diferença nas imunomarcações Da mesma 

forma, realizamos marcações para a integrina α5β1 em células B16F10 

cultivadas sobre laminina ou fibronectina. Como pode ser observado na Figura 

18 B, ocorreu marcação sugestiva de membrana celular na grande maioria das 

células aderidas à fibronectina. A Figura 19 mostra a marcação para as 

mesmas integrinas nas células B16F10 aderidas sobre a laminina. Não houve 

marcação nos controles negativos. Foram realizadas também, 

imunofluorescências para as integrinas αvβ3 sobre laminina (Figura 20 A, B e 

C) ou fibronectina (Figura  21 A, B e C), utilizando-se da microscopia confocal 

para uma maior riqueza de detalhes (Confocal LEICA TCS SP5 – Leica 

Microsystems). Na figura 20 A, podemos observar a marcação para a integrina 

αv (FITC), enquanto na Figura 20 B, observamos a marcação para a integrina 

β3 (Texas Red). Na Figura 20 C, podemos notar a composição das imagens A 

e B. Após a padronização dos experimentos de imunofluorescência para 

localização das integrinas αvβ3, foram realizados ensaios para avaliar o efeito 

da inibição de FASN sobre a expressão das integrinas αvβ3 cultivadas sobre 
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laminina. Na Figura 22, em A, B e C podemos observar regiões sugestivas de 

locais de adesão focal (setas), que correspondem as integrinas αvβ3 em células 

B16F10 controles positivos tratadas com ETOH ( fotomicrografias de 3 

experimentos independentes). A Figura 23 (A, B e C) mostra ausência de 

marcação nos controles negativos sem anticorpos primários e tratadas com o 

diluente ETOH. O tratamento das células B16F10 com 250µM de orlistat pelo 

período de 16 horas inibiu a marcação das regiões de adesão focal com 

anticorpos contra as integrinas αvβ3 (Figura 24, representativa de 3 

experimentos independentes). Como esperado, notamos na Figura 25 em A, B 

e C a ausência de marcação das regiões focais de adesão nos controles 

negativos (ausência de anticorpos primários e tratamento com orlistat) Em 

todas as Figuras as letras A, B e C são representativas de 3 experimentos 

independentes. 
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Figura 15. Imunofluorescência por dupla marcação em células B16F10 cultivadas sobre 
fibronectina. Podemos notar em A, a marcação do núcleo por DAPI; em B, a marcação na 
membrana celular com FITC (setas), correspondendo as integrinas αv. Em C pode-se 
observar marcação em vermelho (Texas Red) para as cadeias β3 na superfície da mesma 
célula (setas). A fotomicrografia mostrada em D revela a sobreposição das imagens B e C 
com co-localização de αv e β3 (setas). Aumento original 400X. 
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Figura 16. Imunofluorescência por dupla marcação em células B16F10 plaqueadas sobre 
laminina. Podemos notar em A, a coloração dos núcleos com DAPI, em B a marcação da 
membrana celular de coloração verde (FITC), correspondendo às cadeias αV (seta). Em 
C observa-se a marcação em vermelho (Texas Red) para cadeias β3, na mesma região 
da membrana celular. A fotomicrografia D revela a sobreposição das imagens A e B. 
Aumento original 400X. 
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Figura 17. Controle negativo (ausência dos anticorpos primários) das reações mostradas 
nas duas figuras anteriores. Em A, núcleos corados com DAPI, em B e C as mesmas 
células observadas com filtros para FITC e Texas Red, respectivamente. Em D, 
observamos a sobreposição das imagens A e B. Aumento original 400X. 
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Figura 20. Imunofluorescência por dupla marcação para localização das integrinas αvβ3 
na linhagem B16F10 aderida sobre laminina. Podemos observar em A regiões das células 
B16F10 (setas) marcadas com fluoresceína (FITC) correspondentes as subunidades αv e 
em B, as regiões positivas para as subunidades β3, marcadas com anticorpo texas red. 
Notamos em C a sobreposição das imagens A e B, regiões correspondentes as integrinas 
αvβ3 em células B16F10 (setas). Microscopia confocal, aumento original 40X 



45 

 
Figura 21. Imunofluorescência por dupla marcação para localização das integrinas αvβ3 
na linhagem B16F10 aderida sobre fibronectina. Podemos observar em A regiões das 
células B16F10 marcadas com fluoresceína (FITC) correspondentes as subunidade αv e 
em B, as regiões positivas para a subunidade β3, marcadas com anticorpo texas red. 
Notamos em C a sobreposição das imagens A e B, regiões correspondentes as integrinas 
αvβ3 em células B16F10 (setas). Microscopia confocal, aumento original 40X 
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6. Discussão   
 

      Pesquisas relacionadas ao tratamento e melhoria do tempo e das 

condições de sobrevida de pacientes com câncer têm sido uma das prioridades na 

área da saúde ao longo do último século. Temas relacionados à mecanismos de 

inibição do ciclo celular, ao desenvolvimento de vacinas e construção de 

medicamentos com auxílio da nanotecnologia têm sido abordados por inúmeros 

centros de pesquisa ao redor do mundo. O estudo do papel da lipogênese em 

tumores malignos e sua inibição através do bloqueio da atividade de FASN tem se 

mostrado bastante promissor para o desenvolvimento de novos agentes 

quimioterápicos durante a última década.  

      A hipótese de que a enzima FASN é um alvo relevante para o controle 

de tumores malignos está baseada principalmente na sua baixa expressão na 

grande maioria dos tecidos humanos adultos normais, ao contrário do que pode 

ser observado em diversos tipos de neoplasias malignas humanas (Milgraum et al. 

1997, Alo et al. 2000, Swinnen et al. 2002, Pizer et al. 1998, Vlad et al. 1999, 

Piyathilake et al. 2000, Visca et al. 1999, Nemoto et al. 2001, Kusakabe et al. 

2002, Innocenzi et al. 2003, Visca et al. 2003, Krontiras et al. 1999, Agostini et al. 

2004, Silva et al. 2004, Takahiro et al. 2003; Rossi et al., 2006; Orita et al. 2007; 

Orita et al. 2008; Li et al. 2008, Ogino et al. 2008; Silva et al., 2008; Liu et al., 

2010). Nestes tumores, FASN é altamente expressa gerando vantagens seletivas 

para as células malignas. Além do mais, vários estudos têm demonstrado uma 

associação positiva entre a expressão de FASN e um comportamento agressivo 

para algumas destas doenças (Epstein et al. 1995; Gansler et al. 1997, Alo et al., 

1999; Kuhajda 2000; Sebastiani et al., 2004; Ogino et al., 2008). Está claro 

também que inibidores específicos da atividade desta enzima são capazes de 

bloquear o ciclo celular e aumentar as taxas de apoptose em células derivadas de 

tumores de próstata, mama, estômago, intestino, endométrio, cavidade bucal e 

ovário (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Li et al., 2001; Agostini et al., 2004; 

Menendez et al., 2005; Menendez et al., 2006). Em tecidos derivados de 

carcinomas espinocelulares bucais, a cerulenina é capaz de reduzir a síntese de 



51 

ácidos graxos de forma mais eficiente do que nas amostras de mucosa oral 

normal (Guo et al., 2003).  

      Em melanomas, existe uma correlação positiva entre expressão de 

FASN e índice de Breslow, além de uma correlação inversa entre a quantidade de 

FASN e o tempo de sobrevida total dos pacientes (Innocenzi et al. 2003). A alta 

expressão de FASN nestes tumores cutâneos de extrema agressividade parece 

estar associada a uma maior taxa de recorrência, maior risco de desenvolvimento 

de metástases e, conseqüentemente, pior prognóstico (Innocenzi et al. 2003).  

Apesar das fortes evidências sugerindo que a síntese endógena de ácidos graxos 

seja essencial para a proliferação de células malignas, não se conhece até o 

momento quais os mecanismos biológicos envolvidos. Em outras palavras, a 

maneira através qual a intensidade da síntese endógena de lipídios interfere no 

ciclo celular das células tumorais, podendo causar apoptose, é um ponto que 

merece ser bastante estudado nos próximos anos. Neste contexto, Swinnen et al. 

(2003) demonstraram que a atividade enzimática de FASN é necessária para a 

produção dos fosfolipídios que compõe regiões especializadas das membranas 

das células LNCaP (uma linhagem celular derivada de um adenocarcinoma de 

próstata metastático) ricas em colesterol e proteínas, conhecidas como lipid rafts. 

Estas regiões são importantes para diversas funções celulares como transdução 

de sinais, tráfego intracelular, polarização celular, migração e formação de 

protusões da membrana (Ikonen et al., 1998; Manes et al., 1998; Simon et al., 

2000; Bagnat et al., 2002). Portanto, a expressão e/ou atividade anormal de FASN 

pode causar profundos efeitos em várias vias de transdução de sinal e 

conseqüentemente estimular o crescimento celular (Swinnen et al., 2003; Baron et 

al. 2004). 

 A observação mais importante desta tese reside no fato de que a 

inibição farmacológica da atividade de FASN reduz em cerca de 50% as 

metástases experimentais de melanoma em modelo murino. O mecanismo 

responsável por este fenômeno ainda não está elucidado e merece ser estudado 

com maiores detalhes, entretanto, nossos achados podem estar relacionados à 

redução de proliferação e/ou aumento da morte das células B16F10 por apoptose, 
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como demonstrado em trabalho anterior (Carvalho et al. 2008). Naquele trabalho, 

obtivemos uma redução semelhante na quantidade de metástases espontâneas 

para linfonodos torácicos, a partir de tumores intraperitoneais. Os resultados desta 

tese foram obtidos frente a um desafio maior, ou seja, células B16F10 inoculadas 

diretamente na circulação sanguínea, o que salienta a eficácia desta possível 

abordagem terapêutica. 

                  Está bem claro na literatura que inibidores específicos da atividade de 

FASN bloqueiam a progressão do ciclo celular e inibem a proliferação de várias 

linhagens celulares derivadas de tumores malignos (Pizer et al. 1996, Pizer et al. 

1998, Pizer et al. 2000, Li et al. 2001, Gabrielson et al. 2001, Zhou et al. 2003, 

Agostini et al. 2004, Kridel et al. 2004, Knowles et al. 2004, Menendez et al. 2005, 

Wang et al. 2005). A presença do orlistat nos tecidos e fluídos corporais, pode 

eventualmente reduzir a viabilidade das células tumorais circulantes, dificultando 

assim a formação das metástases, fato este suportado pelos achados relatados 

por nosso grupo em modelos animais. Outra possível explicação para nossos 

resultados anteriores de redução das metástases espontâneas pode residir no fato 

de que FASN seja capaz de interferir nos processos de angiogênese e/ou 

linfangiogênese, objetos de estudo de outras pesquisas do grupo (Fabiana Seguin, 

dissertação de mestrado 2009; Débora Bastos, dissertação de mestrado 2009). De 

fato, foi demonstrado por Browne et al. (2006) que a inibição de FASN com orlistat 

em células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) causa redução na 

proliferação ao mesmo tempo que inibe a angiogênese através da inibição da 

exposição do receptor VEGFR2/KDR/Flk1 na superfície destas células endoteliais.  

                  O modo pelo qual células metastáticas de melanoma invadem vasos 

linfáticos não é totalmente conhecido, porém, Padera et al. (2002) sugerem que o 

aumento dos níveis de VEGF-C em linhagens celulares de fibrossarcoma de 

camundongo (T-241) e de melanoma de camundongo (B16F10) possa favorecer a 

linfangiogênese, aumentando o diâmetro dos vasos linfáticos e consequentemente 

gerando maiores oportunidades para a sua invasão por células neoplásicas. Em 

nosso trabalho anterior (Carvalho et al. 2008), a inibição de FASN ocorreu de 

forma sistêmica, como foi demonstrado pela coloração para lipídios (Oil red-O) 
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realizada em amostras de fígado dos animais tratados ou não com orlistat, bem 

como da incorporação de água triciada nos tumores primários.  

Os mecanismos envolvidos na inibição de metástases no modelo de 

melanoma murino utilizado neste trabalho devem ser estudados em profundidade, 

pois os resultados foram obtidos num tumor extremamente agressivo, obtido pela 

seleção de células altamente metastáticas (Fidler et al., 1998). Observamos uma 

redução do tamanho e do número das metástases experimentais pulmonares nos 

animais estudados, embora o tamanho seja difícil de quantificar em lesões 

múltiplas e muitas vezes sobrepostas pela superfície pulmonar. Estudos utilizando 

outros modelos, como injeções subcutâneas de células B16F10 (Chan et al., 1988; 

Pizer et al., 2000; Taniguchi et al., 2001; Vantyghem et al., 2003), podem ser úteis 

para a elucidação do efeito do bloqueio de FASN no crescimento do tumor 

primário. Em recente trabalho realizado por Fabiana Seguin em sua dissertação 

de mestrado, foi demonstrado que a inibição da atividade de FASN causa 

significativa redução na extensão e ramificação dos vasos sanguíneos localizados 

na periferia de melanomas experimentais (Fabiana Seguin, dissertação de 

mestrado 2009). Até o momento, apesar de inúmeros estudos envolvendo 

processos de neoformação vascular, esta foi a primeira demonstração “in vivo” de 

que a inibição de FASN altera o fenômeno de angiogênese tumoral. Os 

mecanismos biológicos responsáveis pela redução na densidade dos vasos 

sanguíneos podem estar relacionados com os achados de Browne et al. (2006), 

que demonstraram que orlistat inibe a atividade de FASN em células endoteliais 

humanas (HUVEC) e promove redução da proliferação. Outro resultado 

interessante, obtido pelo nosso grupo na dissertação de mestrado de Débora C. 

Bastos, foi o aumento na extensão e ramificação dos vasos linfáticos ao redor de 

feridas experimentais ou melanomas provocados pelas células B16F10 em 

animais tratados com Orlistat (Débora Bastos, dissertação de mestrado 2009). Até 

o momento, a relação entre a inibição de FASN e a linfangiogênese não foi 

descrita na literatura. Os mecanismos biológicos responsáveis pelo aumento na 

densidade dos vasos linfáticos precisam ser melhor estudados, entretanto, podem 

estar relacionados a um mecanismo compensatório.  
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                   O surgimento das metástases é o principal responsável pelo 

prognóstico ruim dos pacientes com câncer e está intimamente associado à 

redução de tempo de sobrevida (Li et al. 2006). Dentre os tumores malignos, o 

melanoma ocupa um lugar de destaque pela sua capacidade de se espalhar 

rapidamente para diversos órgãos vitais como fígado, pulmões, cérebro, ossos e 

intestino delgado, dentre outros. Diversos autores têm relatado a participação de 

MMPs e integrinas no processo metastático dos melanomas. A participação das 

MMPs na evolução de neoplasias humanas (mama, cólon, pulmão, cabeça e 

pescoço, boca e melanoma) tem sido alvo de inúmeras pesquisas nas últimas 

décadas. De acordo com Väisänen (1999), o aumento da expressão de MMP-2 

em melanomas está correlacionado com metástases hematogênicas. Além disso, 

tem sido demonstrado que existe uma correlação entre o aumento da expressão 

de MMP-1, -2 e -9 e um pior prognóstico para os pacientes portadores desta 

neoplasia, independentemente dos níveis de Clark e Breslow (Väisänen, 1999; 

Wollina et al. 2001; Nikkola et al. 2005). Segundo Pepper (2001), a expressão 

elevada de MMP-2 em melanomas está correlacionada ao aumento da quantidade 

da integrina V3 e também de MT1-MMP, que ativa MMP-2 e favorece a 

angiogênese. Zhang et al. (2006) observaram, em modelo animal de câncer oral, 

que os níveis protéicos e de mRNA de MMP-2 estão elevados durante o 

desenvolvimento do tumor, sendo mais altos nas metástases em linfonodos 

cervicais. Estes resultados estão de acordo com os obtidos por nosso grupo, 

demonstrando uma correlação entre a atividade de MMP-2 e -9 e a redução no 

tempo de sobrevida livre de doença em pacientes com carcinoma oral (Yorioka et 

al. 2002).  

                 Os resultados desta tese, no entanto, sugerem que não é através da 

modulação da atividade de MMP-2 e -9 que o Orlistat reduz a disseminação 

metastática dos tumores experimentais. Apesar dos zimogramas sugerirem uma 

redução na atividade destas duas MMPs, após a normalização dos experimentos 

realizada tanto pelo número de células presentes em cada condição experimental 

como pela concentração de DNA de cada pellet celular, não houve diferenças 

estatisticamente significantes dentro do período estudado (24 horas). 
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Possivelmente, o efeito citotóxico de doses elevadas de Orlistat sobre as células 

B16F10 em cultura contribuiu para estes resultados. Porém, está demonstrado na 

literatura, que MMP-2 participa da progressão tumoral e do processo de 

angiogênese em modelo animal de melanoma (Itoh et al. 1998). Segundo estes 

autores, os implantes subcutâneos de células B16-BL6 em camundongos 

C57BL/6J knockout para MMP-2 tiveram progressão reduzida e menor 

angiogênese. Sun et al. (2007) demonstraram que a hipóxia, induzida através de 

ligadura da artéria femural de camundongos C57BL6, causa aumento da 

expressão de HIF-1α e de VEGF em tumores provocados pela injeção 

intramuscular de células B16F10, com conseqüente aumento na angiogênese. No 

mesmo estudo, houve correlação positiva entre a expressão de MMP-2 e -9 e 

VEGF, sugerindo que o melanoma, em condições de hipóxia, estimula a 

angiogênese e que MMP-2 e -9 potencializam a invasão tumoral. Não se pode, 

entretanto, descartar um possível efeito in vivo da inibição de FASN sobre a 

atividade das MMPs no melanoma, apesar da aparente falta de efeito do orlistat 

em experimentos de cultura celular. 

                   As integrinas αIIbβ3, α2β1, α4β1, α5β1, e αvβ3 apresentam níveis 

elevados em melanomas humanos (Kuphal et al., 2005), sendo a expressão de 

α3, α5, α6, β1, α6β1, αv e β3 associadas a um comportamento clínico mais 

agressivo (Hirken et al., 1999; Anastassiou et al., 2000; Elshaw et al., 2001; 

Nikkola et al., 2004; Pawelek & Chakraborty, 2008). Da mesma forma, as 

integrinas α3β1 e αvβ3 estão correlacionadas a metástases linfáticas 

experimentais com linhagens derivadas de câncer de mama e melanoma de 

camundongo (Nip et al., 1992; Tawil et al., 1996; Liapis et al., 1996), sendo β1 

também associada à metástases linfáticas em melanomas humanos (Hieken et al., 

1995). Recentemente foi relatado por Glinski (2009) e colaboradores, que a 

inibição de αvβ3 em linhagem de câncer de mama MDA-MB-231 preveniu os 

efeitos angiogênicos de VEGF, reduzindo a proliferação in vitro. A integrina α3β1 é 

responsável pela ativação das quinases de adesão focal (FAK) para 

reorganização do citoesqueleto, aumentando o potencial metastático em células 

humanas de hepatoma (Tang et al., 2009). As FAK, por intermédio de β3, também 
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exercem um papel fundamental na promoção das metástases de tumores 

mamários (Wendt & Schiemann, 2009). Em nosso trabalho, o tratamento de 

células derivadas de melanoma de camundongo B16F10 com 250µM de orlistat 

reduziu significamente as regiões de adesão focal positivas para as integrinas 

αvβ3, fato que sugere que uma provável redução no poder adesivo desta 

linhagem com redução do número de ilhas metastáticas pulmonares no modelo in 

vivo. Nieswandt (1999) e colaboradores demonstraram em camundongos que a 

adesão de células malignas as plaquetas da corrente sanguínea são mediadas 

pelas integrinas αvβ3 e que esta parceria leva as células tumorais a sobrevivência 

por não serem atacadas pelas células natural Killer facilitando o espalhamento do 

tumor aos tecidos adjacentes. Existem inúmeras proteínas envolvidas na 

transdução de sinais, apoptose, transporte de membrana e adesão celular que 

estão associadas aos “Lipid Rafts” (Verkade et al., 1997; Pike LJ, 2003; Bollinger 

et al., 2005), como por exemplo a proteína oncogênica ErbB2 (Menendez et al., 

2005). Esta última, por sua vez, pode se associar a integrina α6β4 (Guo et al., 

2006). Alta expressão de FASN pode afetar a estrutura e função das membranas 

lipídicas (Rakheja et al., 2005)  favorecer a progressão e a sobrevivência de 

células malignas (revisado por Liu et al., 2010).   

                   Inúmeras pesquisas têm associado as integrinas com proliferação 

celular em tumores malignos, assim como com os processos de invasão e 

sobrevida destas células. A participação das integrinas na invasão e migração 

celular de tumores malignos tem sido objeto constante de estudos na área de 

biologia tumoral e alvo de revisões frequentes (Guo et al., 2004; Mitra et al., 2006). 

Nos últimos anos, houve progresso utilizando-se antagonistas de integrinas na 

pesquisa de tratamentos contra o câncer. Estudos pré-clínicos e mesmo clínicos 

têm demonstrado eficácia no bloqueio da progressão de tumores malignos. 

Experimentos em fase clínica II utilizando-se a droga Cilengitide (desenvolvida 

pela Merck) associada a antagonistas das integrinas αvβ3 e αvβ5 têm 

apresentado bons resultados clínicos e poucos efeitos colaterais em pacientes 

com glioblastoma, o que levou aos primeiros testes clínicos de fase III. 

Recentemente Ria (2010) e colaboradores apresentaram uma revisão de novas 
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drogas antagonistas da integrina αvβ3 que estão sendo testadas em fases clínicas 

como o Vitaxin (MEDI-52) e o EMD 121974, que atuam como agentes anti-

angiogenicos (Barkan et al., 2008; Reynolds et al., 2009). Outras pesquisas em 

fase clinica de teste incluem também inibidores de MMPs e MEC (Batimastat, 

Marimastat, Endostatina), inibidores angiogênicos (Talidomida e Lenalidomida) e 

inibidores de receptores de VEGF (Bevacizumab, PTK/ZK, DC101). Nos ensaios 

de adesão apresentados nesta tese, a interação entre componentes da matriz 

extracelular reconhecidamente ligantes das integrinas αvβ3 e α5β1, foi aumentada 

nas células tratadas com orlistat, em comparação aos controles. Aumento 

semelhante na adesão ocorreu quando a cerulenina foi utilizada para inibir FASN. 

Isto provavelmente não ocorre através de αvβ3, como sugerem os ensaios de 

imunofluorescência, que mostram redução desta integrina após tratamento com 

orlistat.   

                  Diversos autores sugerem que a expressão de algumas integrinas 

pode estar associado a fatores clinico-patológicos, como tempo de sobrevida e 

agressividade em melanomas. Por exemplo, Nikkola et al. (2003) demonstraram 

uma correlação entre a expressão das integrinas β1 e αv com o tempo de 

sobrevida livre de doença de 55 pacientes portadores de metástases de 

melanoma. Aqueles que apresentavam menor positividade para a integrina β1 

tiveram sobrevida livre de doença de 17 meses, ao contrário dos pacientes que 

apresentaram mais positividade para β1, que tiveram sobrevida livre de doença 

reduzida para 5,7 meses. Do mesmo modo, pacientes com baixa ou média 

positividade para a integrina αv tiveram uma sobrevida livre de doença 8 vezes 

maior do que nos pacientes na qual a positividade foi forte. Hieken et al. (1996) 

encontraram uma correlação positiva entre a expressão da integrina β3 e uma 

menor sobrevida para o paciente, assim como o reaparecimento da doença mais 

rapidamente do que o observado nos casos negativos para a integrina β3.  

                   Em resumo, os resultados aqui apresentados mostram que a injeção 

intraperitoneal de Orlistat em camundongos C57BL6 reduz o número de colônias 

metastáticas pulmonares. Foi observado também que o tratamento de células 

B16F10 com Orlistat ou cerulenina acarretou em aumento da adesão destas 

células à laminina, o que não foi observado com a fibronectina. Além do mais, o 
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tratamento com Orlistat em células B16F10 foi capaz de inibir a formação das 

placas de adesão focal associadas a integrina αvβ3.  Em conjunto, estes 

resultados confirmam que inibidores de FASN podem ter potencial terapêutico 

para o tratamento de melanomas e outros tipos de malignidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

7. Conclusões 

 

1. Camundongos C57BL6 que receberam injeções intravenosas de células 

B16F10 e foram tratados com doses diárias de Orlistat pelo período de 21 dias 

apresentaram 53,6% de diminuição no número de colônias metastáticas 

experimentais, em comparação aos grupos controle.  

 

2. O tratamento de células B16F10 com 250µM de orlistat ou 5µg/ml de cerulenina 

aumenta a adesão à proteína de matriz extracelular laminina.  

 

3. O tratamento de células B16F10 com 5µg/ml de cerulenina aumentou 

significamente a adesão à fibronectina.  

 

4. A atividade enzimática de MMP-2 e -9 não é alterada nas células B16F10 

tratadas com o inibidor de FASN orlistat. 

 

5. O tratamento das células B16F10 cultivadas sobre laminina com 250µM de 

Orlistat promove diminuição das regiões de adesão focal positivas para a integrina 

αvβ3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



___________________________________________________________________________________ 
*De acordo com a norma da UNICAMP/FOP, baseadas na norma do International Committee of Medical 
Journal Editors – Grupo de Vancouver.  Abreviatura dos periódicos em conformidade com o Medline. 
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