
 i 

 

 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 
 

 

 
 

 
MARCO ANTONIO CARVALHO 

Cirurgião-dentista 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANÁLISE DO PAPEL DA ENZIMA ÁCIDO GRAXO SINTASE NO PROCESSO 
METASTÁTICO DE MELANOMA EM MODELO MURINO (B16F10/C57BL6) 

 
 
 
 

 
 

Dissertação apresentada à Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba da Universidade 
Estadual de Campinas, para obtenção do 
Título de Mestre em Estomatopatologia na 
área de Patologia. 
 
 
 
 
Orientador: Prof. Dr. Edgard Graner 
 
 
 

 

 

 

 

PIRACICABA 
2007 



 ii 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 

Bibliotecário: Marilene Girello – CRB-8a. / 6159 
 

 
              
C253a 

 
Carvalho, Marco Antonio. 
     Análise do papel da enzima ácido graxo sintase no processo 
metastático de melanoma em modelo murino (B16F10/C57BL6). / 
Marco Antonio Carvalho. -- Piracicaba, SP : [s.n.], 2007. 
 
     Orientador: Edgard Graner. 
     Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual de Campinas, 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba. 
 
      1. Ácidos graxos. 2. Metástase. 3. Camundongo. I. Graner, 
Edgard. II. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba. III. Título.                                                 

(mg/fop) 
 

   
 
Título em Inglês: Analysis of the role of fatty acid synthase in the metastatic process of 
melanoma in a murine model (B16F10/C57BL6) 
Palavras-chave em Inglês (Keywords): 1. Fatty acids. 2. Metastasis. 3. Mice 
Área de Concentração: Patologia 
Titulação: Mestre em Estomatopatologia 
Banca Examinadora: Carlos Alberto de Souza Costa, Edgard Graner, Marcio Ajudarte 
Lopes 
Data da Defesa: 26-02-2007 
Programa de Pós-Graduação: Estomatopatologia 
 

 
 



 iii

 



 v 

DEDICATÓRIA 
 

 

 

Aos meus pais, Sérgio e Olga, por suas abnegações pessoais em 

detrimento a felicidade de seus filhos, pelo amor e dedicação e por 

terem a consciência de que a maior herança deixada a seus 

descendentes é a educação no seu sentido mais amplo. 

 

Aos meus irmãos Sérgio, Marco Aurélio e Rosângela, por serem 

minha referência de dedicação, profissionalismo e honestidade em 

suas profissões e por nunca deixarem que os percalços da vida me 

desanimassem.   

 

Ao meu irmão Marcus Vinícius Carvalho pelas lembranças 

maravilhosas de nosso convívio. 

“In Memorian” 

 

A Cristiane, meu grande amor, pelo incentivo e paciência durante 

todo este tempo e pelo seu otimismo e alto astral nas horas que mais 

precisei. Minha eterna gratidão. 

 

 

 

 

 

 



 vii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu orientador Professor Dr. Edgard Graner, pela condução do 
meu aprendizado de uma forma tranqüila e serena, me levando a 

alcançar níveis de conhecimento por mim jamais sonhados. Pela sua 
dedicação, humildade e capacidade, tornando-se para todos ao seu 

redor um exemplo. Além de professor e orientador um amigo. Registro 
assim toda minha admiração e profundo agradecimento.  

 

 

 

 

“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltará ao seu tamanho original.” 

(Albert Einstein) 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ix 

AGRADECIMENTOS 

 

Este trabalho foi construído e realizado com o apoio de muitas pessoas e 

instituições, dentre as quais gostaria de agradecer especialmente: 

 
À Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de 

Campinas, na pessoa de seu diretor, Prof. Dr. Francisco Haiter Neto; 

 
Ao Prof. Dr. Jacks Jorge Junior, coordenador do Programa de Pós-Graduação 

em Estomatopatologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP; 

 
Aos Profs. Drs. Oslei Paes de Almeida, Edgard Graner, Ricardo Della Coletta, 

Márcio Ajudarte Lopes, Pablo Augustin Vargas, Jacks Jorge Júnior e 

Oswaldo Di Hipólito Júnior, professores das áreas de Patologia e Semiologia da 

Faculdade de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP, por todos os ensinamentos 

transmitidos; 

 
Em especial aos Profs. Drs. Jacks Jorge Júnior e Márcio Ajudarte Lopes pela 

confiança e apoio desde o início, para que eu pudesse realizar este trabalho sem 

o qual nada disso seria possível. E por despertar meu interesse pela Patologia, 

meu profundo agradecimento e respeito; 

 
Ao Prof. Dr. Oslei Paes de Almeida pelo apoio irrestrito ao uso das instalações e 

equipamentos do laboratório do departamento de Estomatopatologia sem o qual 

muito dos resultados obtidos neste trabalho não seriam possíveis; 

 
A Profa. Dra. Maria Luíza Cotrin Sartor de Oliveira, bióloga do departamento de 

Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP e ao Sr. Claudinei 

Figueira, técnico do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – UNESP, pelos valorosos ensinamentos e colaboração na realização 

dos cortes por congelamento utilizados neste trabalho; 



 xi 

Ao meu irmão Marco Aurélio Carvalho por despertar em mim desde a infância, a 

paixão pela área de saúde, sendo por mim um exemplo a ser seguido;  

 

Aos meus grandes amigos de faculdade Fernando Luís de Oliveira, Ricardo 

Danil Guiraldo e Marcelo Pacheco pelos momentos de companheirismo, 

amizade e incentivo desde as primeiras aulas da graduação até hoje; 

  

Aos meus amigos do coração Alexandre, Helena, Stanley, Flávia, Jorge, Luís 

Otávio, Luís Fernando, Vera, Sandro, Rodrigo, Meire e Joba pela amizade 

verdadeira e momentos de descontração ao longo de tantos anos; 

 

À colega de Mestrado Lays Martin Sobral, pela grande amizade construída;  

 

Às colegas de bancada Michelle Agostini e Ana Lúcia Rangel pelos 

ensinamentos das técnicas de laboratório, cultura de células e colaboração nos 

experimentos deste trabalho; 

 

Aos demais amigos e colegas da pós-graduação Michele Kellermann, Rebeca, 

Marcelo, Kenia, Erica, Dawton, Jorge, Guilhermo, Francisco, Ademar, 

Lucielma, Andréia, Eduardo, Patrícia, Lília, Mario, Luís, Alan, Fernanda, 

Carol, Adriele, Débora e Fabiana pelos momentos de estudo e diversão 

compartilhados; 

 

À amiga Profa. Dra. Karina Gottardelo Zecchin da Faculdade de Ciências 

Médicas da UNICAMP pela valiosa contribuição durante os experimentos de 

citometria de fluxo. 

 

 

 



 xiii

À Sra. Ana Cristina do Amaral Godoy, técnica do laboratório de Patologia, pela 

sua alegria, amizade  e ensinamentos das técnicas histológicas, necessárias para 

realização deste trabalho; 

 

Ao amigo e biólogo, Sr. Adriano Luís Martins funcionário do laboratório de 

Patologia pelos ensinamentos sobre os equipamentos e soluções do laboratório e 

amizade; 

 

Aos demais funcionários do laboratório de Patologia, Sr. João Carlos Gomes da 

Silva Júnior, Rosa Maria Fornasier, Valéria e aos funcionários e amigos do 

Orocentro onde comecei esta caminhada Rogério, Lúcia e Sra. Aparecida 

Conceição Campion, pelo auxílio, colaboração e generosidade; 

 

A Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), pela 

concessão de bolsa durante o período deste mestrado n˚ 05/52631-8; 

 

Por fim, a todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuíram e incentivaram 

esta jornada, guardarei sempre lembranças maravilhosas destes momentos.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xv 

EPÍGRAFE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Mesmo estando na estrada certa, você será atropelado se ficar apenas 

sentado nela."  

Will Rogers 

 

 

 

 

 

 

 



 xvii 

RESUMO 
 
 

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

devido ao seu alto índice de metástases. A ácido graxo sintase (FAS) é uma 

enzima metabólica formada por um homodímero com massa molecular 

aproximada de 250 kDa responsável pela síntese de ácidos graxos saturados de 

cadeia longa. Sua expressão é baixa em tecidos normais e alta em muitos 

tumores malignos, nos quais parece estar associada com um pior prognóstico 

para o paciente, como ocorre nos melanomas. Existem evidências que, nas 

células malignas, a atividade de FAS é necessária para a produção de 

fosfolipídios que compõem as membranas celulares. Inibidores específicos da 

atividade de FAS bloqueiam a síntese de DNA e causam apoptose em linhagens 

celulares derivadas de neoplasias malignas de próstata, mama e cólon. A droga 

Orlistat (Xenical®), usada para tratamento de obesidade, foi recentemente descrita 

como tendo propriedades anti-neoplásicas em câncer de próstata e mama, devido 

à sua capacidade de bloquear especificamente a atividade de FAS. Este trabalho 

teve como objetivo principal estudar o efeito da inibição da enzima FAS em células 

B16F10 e em um modelo experimental de metástases espontâneas de melanoma 

em camundongos. O tratamento de camundongos portadores de melanomas 

intraperitoneais causados pela injeção de células B16F10 com Orlistat reduziu em 

50% o número de metástases espontâneas para os linfonodos mediastínicos. 

Experimentos de citometria de fluxo mostraram que o tratamento da linhagem 

celular B16F10 com Orlistat inibe a proliferação devido ao acúmulo de células em 

G0/G1 e bloqueio da passagem para a fase S, que foi confirmado por um aumento 

na quantidade da proteína p27Kip1 e concomitante redução de Skp2. Através de 

ensaios de marcação com Anexina-V, observamos que Orlistat provoca um 

aumento na taxa de apoptose destas mesmas células. O presente modelo animal 

de metástases de melanoma mostrou-se útil para o estudo de drogas com 

potencial efeito anti-tumoral, como o Orlistat. A inibição da atividade de FAS tem  
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um importante papel na disseminação metastática de melanomas de 

camundongos, possivelmente por inibir a proliferação e provocar apoptose nas 

células B16F10. 

 

Palavras chave: melanoma / ácido graxo sintase / metástase / Orlistat / células B16-F10 / 
camundongo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xxi 

ABSTRACT 
 
                 

                Malignant melanoma is a cancer with poor prognosis due to its high 

metastatic potential and resistance to the existing chemotherapeutic agents. Fatty 

acid synthase is a metabolic enzyme with molecular mass of 250 kDa responsible 

for the endogenous biosynthesis of fatty acids. FAS converts acetyl-CoA and 

malonyl-CoA in the long chain fatty acid palmitate. FAS activity is downregulated in 

most normal human tissues except liver, adipose tissue, fetal lung and lacting 

breast. On the other hand, FAS is overexpressed in several malignant neoplasms, 

including malignant melanoma. For some tumors, FAS overexpression has been 

associated with a poor prognosis. Recently, the new inhibitor of FAS activity 

Orlistat was shown to inhibit the proliferation of prostate and breast cancer cell 

lines and the growth of their xenograft tumors.  In this work we studied the effects 

of FAS inhibition in the B16F10 melanoma cell line and in a animal model for 

melanoma metastasis. B16F10 murine melanoma cells were intraperitoneally 

injected in 40 mice and an inhibition of 50% in the number of mediastinal lymph 

node metastasis was observed in the Orlistat treated group. The inhibition of FAS 

was confirmed by “Oil Red O” staining in frozen tissue sections. We also found that 

Orlistat promoted apoptosis and inhibited the proliferation of B16F10 cells by 

blocking cell cycle progression, as demonstrated by flow cytometry experiments. 

Western blotting analysis of protein extracts obtained from Orlistat-treated cells 

revealed overexpression of p27Kip1 and downregulation of Skp2. In conclusion, the 

present animal model is useful for the study of drugs with antitumoral effect like 

Orlistat. The inhibition of FAS has an important role on the metastatic spread of 

melanoma in C57BL6 mice by blocking the proliferation and inducing apoptosis in 

B16F10 cells. In addition, the inhibition of FAS by Orlistat represents a new 

approach in order to develop drugs for melanoma chemotherapy. 

Key words: melanoma / fatty acid synthase / metastasis / Orlistat / B16-F10 cells / 

mouse 
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1. INTRODUÇÃO 
 

FAS é a enzima responsável pela síntese endógena de ácidos graxos 

saturados de cadeia longa (Stoops & Wakil 1981; Kuhajda et al., 2000a; Pizer et 

al., 2000; Brink et al., 2001; Baron et al., 2004). Em células normais sua atividade 

é baixa, com exceção dos tecidos lipogênicos como fígado, tecido adiposo, mama 

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

pois a maior parte dos ácidos graxos utilizados para a manutenção das células é 

oriunda da dieta (Weiss et al., 1986; Kuhajda, 2000b; Menendez et al., 2005a). 

Uma vasta literatura têm demonstrado que grandes quantidades de 

FAS são encontradas em diversos tipos de neoplasias malignas humanas de 

natureza epitelial, como as de mama (Milgraum et al., 1997), ovário (Alo’ et al., 

2000), próstata (Swinnen et al., 2002), endométrio (Pizer et al., 1998), tireóide 

(Vlad et al., 1999), pulmão (Piyathilake et al., 2000), cólon (Visca et al., 1999), 

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

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

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

bem como em sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003; Rossi et al., 

2006). Numerosos relatos têm demonstrado uma associação positiva entre a 

expressão de FAS e o comportamento agressivo de tumores, sendo que sua alta 

expressão ocorre preferencialmente nos casos com pior prognóstico (Epstein et 

al., 1995; Alo’ et al., 1996; Gansler et al., 1997; Kuhajda, 2000a), provavelmente 

porque gera vantagens seletivas para o crescimento celular (Baron et al. 2004).  

O tratamento de linhagens celulares provenientes de câncer de 

próstata, mama e carcinomas gastrointestinais, endometriais, de ovário e de 

mucosa bucal com inibidores específicos da atividade da FAS (cerulenina, C75 ou 

Orlistat) tem como conseqüência, além da diminuição na síntese de ácidos graxos, 

o bloqueio do ciclo celular com diminuição da proliferação e um aumento do 

número de células em apoptose (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Li et al., 
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2001; Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005b; Menendez et al., 2006). No 

entanto, os mecanismos biológicos que governam as interações entre a atividade 

metabólica lipogênica e as moléculas que controlam o ciclo celular ainda não são 

conhecidos.  

Tendo-se em vista que a FAS participa exclusivamente da síntese de 

ácidos graxos, ela tem sido considerada como um possível alvo terapêutico para a 

elaboração de novas drogas para o tratamento de diversos tipos de neoplasias 

malignas (Kuhajda et al., 2000b; Swinnen et al., 2000c; Gabrielson et al., 2001; 

Kumar-Sinha et al., 2003; Menendez et al., 2005c, 2006). 

Existem até o presente momento na literatura, dois trabalhos 

descrevendo, através de reações imunohistoquímicas, a expressão de FAS em 

melanomas. No primeiro, Innocenzi et al. (2003) observaram uma correlação 

positiva entre expressão de FAS e índice de Breslow (sistema usado para 

classificação de melanomas, que mede a espessura tumoral da camada celular 

mais superficial até a maior profundidade do tumor), além de uma correlação 

inversa entre a presença de FAS nos cortes analisados e a sobrevida total. Em 

seguida, Kapur et al. (2005) avaliaram 155 lesões melanocíticas cutâneas, sendo 

30 nevos congênitos, 19 nevos compostos, 40 nevos de Spitz, 48 melanomas 

primários e 18 melanomas metastáticos. A expressão de FAS foi mais intensa em 

melanomas primários em comparação com os nevos convencionais e nevos de 

Spitz e a maior intensidade de marcação para FAS foi encontrada nos tumores 

metastáticos. Estes autores relataram também que a expressão de FAS nos nevos 

congênitos foi semelhante aos dos melanomas metastáticos e sugeriram que uso 

de inibidores de FAS poderia ser um alvo terapêutico para o tratamento de nevos 

congênitos grandes, impossíveis de serem ressecados cirurgicamente.  

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito da inibição 

específica de FAS pela droga Orlistat em culturas de células derivadas de um 

melanoma murino (B16F10) e em melanomas experimentais desenvolvidos em 

camundongos C57BL6. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Melanoma 

 

Melanomas são neoplasias malignas originárias a partir de lesões 

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

novo). Os melanócitos são células provenientes da crista neural que migram para 

a pele, retina, meninges e mucosas oronasal e respiratória entre a 12˚ e 14˚ 

semana de vida intra-uterina (Quevedo & Fleischmann, 1980; Nordlund, 1986; 

Erickon, 1993). Eles se localizam na camada basal da pele e possuem núcleo 

irregular e central e citoplasma globoso, de onde partem prolongamentos que 

mantém contato com queratinócitos da própria camada basal. A melanina atua 

como importante filtro endógeno contra os raios ultravioletas presentes na luz 

solar e sua síntese ocorre no interior dos melanócitos, tendo a tirosina como 

precursor (Jimbow et al., 1993). 

Dentre as neoplasias de pele, o melanoma é a de pior prognóstico. Seu 

alto índice de mortalidade deve-se principalmente à emissão 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). É o quinto tipo de câncer mais freqüente nos 

Estados Unidos, com taxas de incidência e mortalidade crescentes, as quais de 

1973 a 1994 aumentaram 120,5% e 38,9% respectivamente (Hall et al., 1999). 

Neste mesmo país, é o tipo de câncer mais comum em mulheres entre 25 e 29 

anos e o segundo mais comum entre 30 e 34 anos, depois do câncer de mama 

(Rigel et al. 1996). Em todo o mundo, durante todo o ano de 2002, houve 160.000 

novos casos de melanoma com 40.000 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 5% ao ano nos casos de melanoma nos 
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últimos 40 anos (Thompson et al., 2005). Segundo a AIHW (Australian Institute of 

Health and Welfare), a Austrália foi o país com maior incidência mundial de 

melanoma em homens e o segundo em mulheres. No Brasil, segundo as 

estimativas do INCA para 2006, é esperado um total de 5.760 novos casos de 

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

país (INCA, 2006). 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). No estágio inicial da doença, que se caracteriza por um crescimento 

radial, 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 (correlaciona o nível anatômico de invasão 

associado ao índice mitótico) como fatores prognósticos da doença (Chin et al., 

1998; 2003).  O melanoma é um grave problema de saúde, não apenas pela sua 

incidência ou por afetar adultos jovens, mais pelo seu alto potencial metastático e 

por ser pouco sensível à radioterapia e aos quimioterápicos atualmente 

conhecidos (revisado por Li et al., 2006). 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). 

Fatores associados à radiação UV, tais como grau de pigmentação da 

pele, índice de exposição à radiação ultravioleta, 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 estão associados à etiologia dos melanomas (MacKie et al., 2005; 

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

raios UV, os quais têm histórico familiar ou estão relacionados com a quantidade e 
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tipos de nevus pré-existentes (revisado por Li et al., 2006). Dentre os genes 

associados à progressão do melanoma podemos citar aqueles 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 

(ligase de ubiquitina específica para p53) conduz p53 a degradação pelos 

proteossomos (Kamijo et al., 1998). 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 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). 

 

2.2. Ácido graxo sintase (FAS) 
 

FAS 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; Baron et al., 2004). Do 

ponto de vista estrutural, FAS é um homodímero formado por duas cadeias 

polipeptídeas longas, com massa molecular de aproximadamente 250 kDa (Figura 

I). Os sete sítios catalíticos que compõem a FAS estão distribuídos a partir da 

extremidade amino terminal em direção a carboxil terminal na seguinte ordem: β-
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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 atuam como redutores, sobre o produto 

formado pela β-cetoacil sintase; por fim, o sítio tioesterase localizado na região 

carboxil terminal promove a hidrólise do palmitato, que é liberado como a molécula 

de ácido graxo recém sintetizada (Wakil, 1989; Jayakumar et al., 1995; Smith et 

al., 2003). Sua atividade é mínima em tecidos 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). Desta forma, a 

expressão de FAS 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 para 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 

FAS. A expressão de FAS está aumentada em diversos tipos de neoplasias 

malignas humanas de natureza epitelial, como as de mama (Milgraum et al., 

1997), ovário (Alò et al., 2000), próstata (Swinnen et al., 2002), endométrio (Pizer 

et al., 1998), tireóide (Vlad et al., 1999), pulmão (Piyathilake et al., 2000), colon 

(Visca et al., 1999), esôfago (Nemoto et al., 2001), estômago (Kusakabe et al., 

2002), melanoma (Innocenzi et al., 2003; Kapur, et al., 2005), bexiga (Visca et al., 

2003) e carcinoma espinocelular bucal (Krontiras et al., 1999, Agostini et al., 2004, 

Silva et al., 2004), bem como em sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 

2003; Rossi et al., 2006). Numerosos relatos têm demonstrado uma associação 

positiva entre a expressão de FAS e o comportamento agressivo de tumores 

malignos, sendo que sua alta expressão ocorre frequentemente nos casos com 

pior prognóstico (Epstein et al., 1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997; 

Kuhajda, 2000b). A alta atividade desta via anabólica deve gerar vantagens para o 
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rápido crescimento celular deste tipo de neoplasia (Baron et al., 2004). Em 

melanomas observou-se uma correlação positiva entre expressão de FAS e índice 

de Breslow, além de uma correlação inversa entre FAS e a sobrevida total, 

indicando que a alta expressão de FAS 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., 2005). 

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 FAS 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).  

     

Figura I – Representação esquemática da FAS, homodímero formado por duas cadeias 
polipeptídeas longas, com massa molecular de aproximadamente 250 kDa. Em cada cadeia 
existem sete sítios catalíticos distintos e um sítio para a proteína carregadora de acil (ACP). 
Modificado de Wakil SJ, 1989.  
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2.3. Regulação da expressão de FAS 

 

A expressão de FAS no fígado e no tecido adiposo é regulada pela 

dieta, através de hormônios como a insulina, glucagon, glicocorticóides e 

hormônio tireoideano (Fukuda et al. 1999). Nestes tecidos, a produção endógena 

de ácidos graxos é estimulada pela ingestão de carboidratos e inibida por ácidos 

graxos ou pelo jejum (Kersten, 2001).  No tecido adiposo, estes efeitos são 

mediados por hormônios que tem o potencial de estimular (insulina) ou inibir 

(leptina) a lipogênese dependente de FAS. A insulina estimula a expressão de 

FAS fazendo com que o excesso de glicose seja estocado como gordura nos 

adipócitos, em contrapartida, a leptina é um hormônio que inibe a FAS em 

resposta ao excesso de gordura nos adipócitos (Fukuda et al., 1999). Nos 

hepatócitos, além da regulação promovida pelos hormônios já citados, a presença 

de ácidos graxos poliinsaturados provenientes da dieta promovem a diminuição de 

SREBP-1c, responsável pela regulação da síntese de colesterol (Horton, 2002; 

Brown & Goldstein, 1997, 1999). As SREBPs constituem uma família de fatores de 

transcrição envolvidos na manutenção da homeostase do colesterol intracelular, 

no controle da síntese de ácidos graxos e na diferenciação de adipócitos (Briggs 

et al., 1993; Wang et al., 1993).  

Em células neoplásicas, a maior parte dos ácidos graxos é proveniente 

da biossíntese endógena e independente da alimentação (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 o 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 FAS 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 
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tratamento com progestinas leva a um aumento tanto da expressão como da 

atividade de FAS em células de câncer de mama (MCF7 e T47D). De maneira 

semelhante, o tratamento com andrógenos aumentou a expressão de FAS 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 FAS e ErbB2, através da via PI-3K, que 

tem ação direta sobre o promotor da FAS. Segundo estes autores, a inibição da 

atividade da FAS em linhagens celulares derivadas de câncer de mama causa 

apoptose preferencialmente nas células que estão expressando ErbB2 em 

grandes quantidades. Em recente estudo, Menendez et al. (2004) mostraram que 

FAS 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 FAS causa diminuição dos níveis de ErbB2 e leva 

a um aumento dos níveis de PEA-3, um fator de transcrição que se liga 

especificamente ao promotor de ErbB2 em células SK-Br3, derivadas de câncer 

de mama (Menendez et al., 2005). 

Em tumores sensíveis a hormônios, estrógeno, progesterona e 

andrógenos desempenham um papel claro na regulação da FAS (Kuhajda, 2000). 

Está demonstrado que progesterona estimula a expressão de FAS em linhagens 

celulares de câncer de mama (Lacasa et al., 2001), enquanto andrógenos e o fator 

de crescimento epidérmico (EGF) aumentam a expressão e a atividade de FAS 

em linhagem celular de câncer de próstata (LNCaP) (Swinnen et al., 1997a), o que 

acontece através das proteínas SREBPs (Swinnen et al. 1997b). 

Andrógenos (testosterona e seu metabólito ativo 5α-dihidrotestosterona) 

são hormônios esteróides importantes na expressão do fenótipo masculino 

(Brinkmann, 2001) e que modulam a função fisiológica de vários outros órgãos, 

como a próstata e o epidídimo, assim como em tecido muscular, folículos pilosos e 
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cérebro (Lee & Chang, 2003). Em homens, os andrógenos são produzidos pelos 

testículos e seus precursores androgênicos em grande parte são produzidos nas 

glândulas supra-renais, sendo transformados em testosterona nos tecidos 

periféricos (Berne & Levy, 1998). O receptor de andrógeno (RA) é um fator de 

transcrição que regula a expressão dos genes necessários ao desenvolvimento 

sexual normal em homens (O´malley, 1990; Truss & Beato, 1993). Alterações nas 

vias de sinalização dos andrógenos têm sido relacionadas à infertilidade 

masculina e ao câncer de próstata (Lee & Chang, 2003). A regulação de 

transcrição da FAS através de andrógenos, em linhagens celulares de câncer de 

próstata, ocorre pela estimulação da expressão do fator de transcrição SREBP, 

cuja forma ativa estimula regiões regulatórias do gene que codifica FAS (Swinnen 

et al., 1997; Swinnen et al., 2000; Heemers et al., 2001). Além de FAS, 

testosterona causa um aumento coordenado da expressão de outros genes 

lipogênicos, como aqueles que codificam a acetil-CoA carboxilase, também 

envolvida na síntese de ácidos graxos, HMG-CoA-redutase e farnesil difosfato 

sintetase, que participam da síntese do colesterol (Heemers et al., 2003).  

A presença de receptores de andrógeno em melanomas ou linhagens 

celulares derivadas destes tumores ainda é controversa. Em amostras de tecidos, 

Kokoschka et al. (1982) compararam melanoma, nevo benigno pigmentado e pele 

normal com relação a receptores de estrógeno (RE) e andrógeno, mostrando 

expressão semelhante de RA entre os melanomas e a pele normal e expressão 

aumentada de RE nos melanomas, também em comparação com a pele normal. 

DiSorbo (1986) não encontrou positividade para RA em linhagem celular de 

melanoma humano (NEL-M1), ao passo que Morvillo et al. (2002) descreveram, 

em linhagens celulares de melanoma maligno, núcleos fortemente corados para 

RA, através de imunohistoquímica.  
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2.4. Inibidores específicos de FAS 

 

2.4.1. Cerulenina 

 

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

transdodecadienamida) é um produto natural do fungo cefalosporium caerulens e 

foi descoberta por Hata et al. (1960a, b) por suas propriedades antifúngicas. 

Somente em 1972, os grupos de 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 FAS através de 

ligação covalente ao sítio ativo β-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 animais 

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

 

2.4.2. C75 

 

                C75 é um análogo sintético da cerulenina, formado por uma cadeia de 7 

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

sobre a atividade de FAS 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 e 

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 FAS seja importante para a regulação da 

quantidade de alimento ingerido pelos animais, podendo representar um alvo 

terapêutico para o tratamento da obesidade. 
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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., 2001; De 

Schrijver et al., 2003). A inibição da atividade de FAS 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 FAS com cerulenina ou C75 leva a uma 

diminuição da expressão da oncoproteína ErbB2. O tratamento com estes 

inibidores de FAS 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 no aparecimento 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 resultados sugerem um efeito quimiopreventivo da inibição 

farmacológica de FAS no câncer de mama.  
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2.4.3. 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 

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

e anti-proliferativas em um modelo xenográfico de câncer de próstata e 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 FAS, 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.  

                É importante ressaltar que, apesar de promissores, os estudos que 

visam a inibição farmacológica de FAS como uma forma de quimioterapia para o 

tratamento de neoplasias malignas devem ser interpretados com cautela. Está 

demonstrado que o bloqueio de FAS in vivo pode causar efeitos colaterais como 

anorexia e perda de peso (Clegg et al., 2002), além de apresentar um alto 

potencial teratogênico (Chirala et al., 2003). Além do mais, um estudo recente 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. 
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2.5. Efeitos biológicos da inibição da expressão e atividade de FAS  

 

Os mecanismos pelos quais a inibição de FAS leva a redução do 

crescimento celular e provoca apoptose não estão esclarecidos, embora algumas 

hipóteses tenham sido sugeridas. Recentemente, Bandyopadhyay et al. (2006) 

inibiram a expressão de FAS através de RNAi em células de câncer de mama e 

avaliaram seus efeitos usando “microrrays” de DNA. Segundo este trabalho, a 

inibição de FAS leva a um acúmulo de malonil-CoA que por sua vez inibe a 

enzima de membrana mitocondrial CPT-1, responsável pela transesterificação de 

acil-CoAs de cadeia longa em acil-carnitina, permitindo sua entrada na mitocôndria 

para oxidação dos ácidos graxos. Os autores observaram também 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 FAS promove aumento na expressão de genes pró-apoptóticos 

como BNIP3, TRAIL (“tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand”) e 

DAPK2 (“death-associated protein kinase 2”).  

Segundo Pizer et al. (1998), a inibição da síntese endógena de ácidos 

graxos não tem efeito direto no DNA ou na maquinaria da replicação e envolve 

provavelmente a função de p53, a qual foi posteriormente demonstrada como 

sendo regulada por perturbações na síntese de ácidos graxos (Li et al., 2001). 

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

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

como a alta expressão de Bax, pois a inibição de FAS resulta na liberação do 

citocromo C e ativação de caspases (Heiligtag et al., 2002).  
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2.6. ErbB2 e câncer 

 

A família Erb de receptores transmembrârnanicos com atividade de 

tirosina-quinase é formada por quatro membros: EGFR (Her-1, ErbB1), ErbB2 

(Her-2), ErbB3 (Her-3) e ErbB4 (Her-4) (Ecless, 2000, Klapper et al., 2000). A 

ativação destes receptores resulta em fosforilação de resíduos específicos de 

tirosina na região citoplasmática, causando a estimulação de múltiplas vias de 

sinalização intracelular (O-Charoenrat et al., 2002). Seus ligantes são produtos de 

genes distintos e consistem em mais de 30 membros, dentre os quais o EGF 

(“epidermal growth factor”), TGF-α (“transforming growth factor – α”), AR 

(anfiregulina), HB-EGF (ligante de heparina-EGF), BTC (betacelulina), ER 

(epiregulinas) e inúmeras variantes de HRG (heregulinas), produzidas por 

“splicing” alternativo. O receptor ErbB2 (Her-2) não tem ligantes específicos 

identificados até o momento (Magnifico et al., 1998, Penuel et al., 2001, O-

Chaorenrat et al., 2000), sendo parceiro para heterodimerização com todos os 

outros membros da família Erb (Holbro et al., 2003). A expressão anormal dos 

ligantes da família ErbB tem sido implicada na formação de neoplasias humanas 

como o câncer de mama e ovário com recorrência precoce e pior prognóstico 

(Slamon et al., 1987 e 1989). ErbB2 está também expresso em grandes 

quantidades em câncer de endométrio, pulmão, ovário, mama e boca (Slamon et 

al., 1987; Tateichi et al., 1990; Pastorino et al., 1997; Yarden, 2001; Ross et al., 

2003; Silva et al., 2004). Como mencionado anteriormente, foi demonstrado 

experimentalmente que ErbB2 regula a expressão de FAS em células derivadas 

de glândula mamária e câncer de mama (Kumar-Sinha et al., 2003). FAS também 

regula a expressão e atividade de ErbB2 em linhagens celulares de câncer de 

ovário (Menendez et al., 2004). A importância desta proteína em carcinomas de 

mama vem sendo demonstrada pela utilização terapêutica com sucesso de 

anticorpos específicos contra o seu ectodomínio (Herceptina®) como 
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quimioterápico isolado ou em combinação com o agente alquilante cisplatina 

(Pegram et al.,1998; Vogel et al., 2002; Mandelsohn & Baselga 2003). 

 O papel da proteína ErbB2 na patogênese dos melanomas ainda é 

incerto.  Persons et al. (2000) relataram expressão aumentada de ErbB2 em 

apenas 1 dos 40 melanomas por eles avaliados e Fink-Puches et al. (2001) 

relataram não ter encontrado expressão de ErbB2 em 30 casos de melanoma. Em 

concordância com estes autores, Potti et al. (2003), avaliaram 202 amostras de 

melanoma e encontraram que 2 destes tecidos tinham expressão aumentada de 

ErbB2. Por outro lado, Eliopoulos et al. (2002) avaliaram 51 pacientes portadores 

de melanoma primário, com invasão maior do que 10mm (índice de Breslow), e 

observaram que 29% tinham expressão aumentada de ErbB2. Achados 

semelhantes foram descritos por Bodey et al. (1997), que relataram a expressão 

de ErbB2 em 40% dos melanomas malignos primários e 80% dos melanomas 

metastáticos por eles avaliados. Também é controversa a expressão de ErbB2 em 

linhagens celulares derivadas de melanoma. Por exemplo, Chenevix-Trench et al. 

(1990) demonstraram pouca produção de ErbB2 em 16 linhagens celulares de 

melanomas, ao passo que Rogcun et al. (1999) observaram alta expressão de 

ErbB2 em 5 das 8 linhagens celulares de melanoma por eles estudadas (BL, BE, 

FMS, FM-3D, FM-55). Nenhum trabalho até o momento avaliou 

concomitantemente a expressão de ErbB2 e FAS em melanomas ou linhagens 

celulares derivadas destas neoplasias.  

 

2.7. p27kip1  

 

                 A fase G1 é o intervalo no qual a célula responde a estímulos 

extracelulares que determinarão o início da replicação do DNA ou a saída do ciclo 

celular e entrada em estado de quiescência (fase G0). p27kip1 é um polipeptídeo 

membro da família Cip/Kip de inibidores de quinases dependentes de ciclinas que 

inibem o ciclo celular na fase G1 (Polyak et al., 1994; Soos et al., 1996; Sherr et 
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al., 1999), protegendo os tecidos da proliferação excessiva (Polyak et al., 1994). 

Em células quiescentes, os níveis de p27kip1 são geralmente altos, entretanto, 

quando as células entram no ciclo celular as proteínas da família Cip/Kip são 

destruídas pelos proteossomos num processo dependente de Skp2, uma ligase da 

ubiquitina E3 que é responsável pela ubiquitinação de p27Kip1 (Schrump et al., 

1996; Loda et al., 1997). Correlações entre a quantidade da proteína p27kip1 e o 

prognóstico de neoplasias malignas humanas foram primeiramente observadas 

em câncer de colon, sendo a seguir também encontradas em tumores de mama, 

próstata, bexiga, pulmão, fígado, laringe, ovário e estômago, dentre outros (Lloyd 

et al., 1999; Tsihlias et al., 1999; Singerland & Pagano, 2000; Philipp-Staheli et al. 

2001). Em melanomas, uma positividade para p27kip1 menor do que 5% foi 

associada a altos níveis de recorrência (Florenes et al., 1998). Os níveis de p27kip1 

em melanomas metastáticos, em comparação com os tumores primários do 

mesmo paciente, foram descritos como drasticamente reduzidos (Florenes et al., 

1998; Heenen et al., 2003). Recentemente, Ivan et al. (2004) avaliaram a 

expressão de p27kip1 em amostras de nevo, nevo displásico, melanoma e 

melanoma metastático e mostraram positividade de 88% nos nevos, 95% nos 

nevos displásicos, 50% nos melanomas e 13% nos casos de melanoma 

metastático. Alonso et al. (2004) demonstraram que a expressão de p27Kip1 em 

amostras teciduais de melanoma in situ foi de 76%, ao passo que em melanomas 

invasivos foi de 45% e em melanomas metastáticos 37%, apontando p27kip1 como 

um fator prognóstico para esta neoplasia. 
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3. OBJETIVOS 
 
 
Este trabalho teve como objetivos: 

 

3.1. Avaliar o efeito da inibição de FAS com Orlistat em melanomas experimentais 

intraperitoneais provocados pela injeção de células B16F10 em camundongos 

C57BL6. 

3.2. Avaliar o efeito do tratamento com Orlistat sobre o número e tamanho das 

metástases espontâneas provocadas pela injeção intraperitoneal de células 

B16F10 em camundongos C57BL6. 

3.3. Estudar as conseqüências da inibição da atividade de FAS com Orlistat sobre 

as taxas de proliferação e apoptose e produção das proteínas FAS, ErbB2, Skp2 e 

p27Kip1 pelas células B16F10. 

3.4. Estudar a produção de FAS por linhagens celulares estabelecidas a partir das 

metástases espontâneas e compará-las com a de linhagens oriundas dos 

respectivos tumores primários. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Cultura de células 

 

                A linhagem B16F10 (ATCC), derivada de um melanoma de 

camundongo, foi gentilmente cedida pelo Prof. Sílvio S. Veiga (Departamento de 

Biologia Celular, UFPR). Estas células foram cultivadas em frascos plásticos de 25 

ou 75 cm2 (NUNC, Dinamarca) em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A) 

suplementado com 10% de FBS (Cultilab, Brasil) e solução antibiótica e 

antimicótica (Invitrogen, E.U.A.) na diluição de 1:100 a 37ºC, em atmosfera 

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. 

                As células foram cultivadas até atingirem uma confluência de 60 a 70%, 

quando o meio de cultura era removido, as células lavadas com 10 ml de PBS pH 

7,4 e então incubadas a 37˚C com 0,5 ml ou 2 ml de tripsina a 2%, para frascos de 

25 cm2 ou 75 cm2, respectivamente. Após um período que variou de 1 a 5 minutos, 

as células ficavam separadas do assoalho do frasco de cultura (o que era 

determinado por observação em microscópio de contraste de fase), sendo então a 

ação da tripsina interrompida pela adição de 5 ml (frasco de 25 cm2) ou 10 ml 

(frasco de 75 cm2) de meio de cultura com 10% de FBS. A suspensão de células 

era transferida para tubos cônicos de plástico de 15 ml estéreis (Corning, E.U.A.) e 

estes centrifugados a 3000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante era removido e 

descartado e os “pellets” de células ressuspendidos 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. Em vários experimentos 

apresentados nesta tese, as células B16F10 foram cultivadas na presença de 2% 

de FBS, fato que está indicado no texto ou nas legendas das respectivas figuras. 
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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 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a solução 

foi centrifugada a 16.000xg por 5 minutos e o sobrenadante coletado e estocado 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. Modelo animal de metástase espontânea de melanoma  

 

                O modelo animal utilizado nesta tese para o estudo de metástases 

espontâneas de melanoma foi descrito pelo professor Sílvio S. Veiga 

(Departamento de Biologia Celular, UFPR) em sua tese de doutoramento 

realizada no instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer, em São Paulo (Veiga, 

1997). A presente pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética na 

Experimentação Animal (n˚ 732-1, CEEA-IB-UNICAMP – anexo I). 

                Quarenta camundongos C57BL6, com cerca de 10 semanas de vida, 

foram obtidos junto ao CEMIB-UNICAMP e mantidos em gaiolas apropriadas, 

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 intraperitoneais de células B16F10 

(2,5x105) suspensas em PBS e em passagem baixa (T3 ou T4). Depois de 48 

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 13° dia. Os animais 

dos grupos controle receberam injeções somente do veículo (solução contendo 
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33% etanol em PBS). Aproximadamente no 14° dia após os implantes das células, 

todos os animais foram sacrificados pela inalação de CO2 e imediatamente 

dissecados, sendo coletados e fixados em formol a 10% os seguintes tecidos: 

tumor primário intraperitonial, fígado, rins, baço, pulmões, coração, timo, 

linfonodos mediastínicos metastáticos e cérebro. Foram também coletados e 

congelados a -80˚C fragmentos dos tumores primários e dos fígados para a 

realização de cortes por congelação e extrações de RNA para estudos futuros. Os 

tecidos foram incluídos em parafina e os cortes histológicos obtidos (5µm) corados 

com HE. 

 
4.4. Cultura celular a partir do modelo animal  

 

                Seis animais foram sacrificados depois de 14 dias da implantação das 

células B16F10 e dissecados, sendo pequenos fragmentos do tumor primário e 

das suas metástases nos linfonodos da cavidade torácica colocados em tubos de 

15ml (Corning, E.U.A.) contendo meio RPMI 1640 sem FBS e mantidos em gelo. 

Imediatamente após a coleta, os tubos foram levados para o fluxo laminar, os 

fragmentos cortados em pedaços ainda menores, lavados várias vezes com 

grandes quantidades de meio de cultura e plaqueados em garrafas de 25 cm2 

contendo meio RPMI 1640 com 10% de FBS e solução antibiótica e antimicótica. 

Após um período de 12 a 15 dias, os fragmentos de tecido foram removidos das 

garrafas, sendo as células aderidas ao fundo dos frascos tripsinizadas e 

transferidas para garrafas 75 cm2. A seguir as células foram congeladas em 

nitrogênio líquido. Desta forma, foram estabelecidas 12 novas linhagens celulares, 

as quais foram denominadas C1L, C1T, C2L, C2T, C3L, C3T, C4L, C4T, C5L, 

C5T, C6L e C6T (a letra L identifica as linhagens derivada das metástases nos 

linfonodos do mediastino e a letra T corresponde às linhagens derivada dos 

tumores primários intraperitoniais). 
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4.5. Preparação dos extratos protéicos e reações de western blotting 

 

                Os "pellets” de células foram obtidos através da raspagem dos frascos 

de cultura com "cell scrapers" descartáveis (Costar, E.U.A.) quando estas estavam 

cerca de 70% confluentes. As proteínas foram extraídas em um tampão de lise 

contendo 10% de sacarose, 1% de Triton X-100, 20mM de Tris-HCl pH 8,0, 

137mM de NaCL, 10% de glicerol, 2mM de EDTA, 1mM de NaF e 1mM de 

Na3VO4. Os inibidores de protease PMSF (1mM), leupeptina (1µg/ml), inibidor de 

tripsina STI ("soybean trypsin inhibitor") (10µg/ml) e aprotinina (1µg/ml) foram 

adicionados ao tampão de lise imediatamente antes do uso. Aproximadamente 

cem microlitros deste tampão foram colocados sobre os "pellets" celulares (o 

volume foi ajustado de acordo com o tamanho dos “pellets” obtidos), os quais 

foram dissociados por pipetagem e mantidos no gelo por 30 minutos, sendo 

agitados a cada 10 minutos. Depois deste período foi realizada centrifugação a 

12.000xg por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados, sendo alíquotas de 

5µl de cada extrato protéico separadas para espectrofotometria. Todos os extratos 

protéicos foram imediatamente congelados em gelo seco e transferidos para 

freezer -80°C, onde foram mantidos até o momento do uso. A concentração de 

proteína total dos extratos protéicos foi determinada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976), utilizando-se o reagente de Bradford (Sigma, E.U.A.) e um 

espectrofotômetro Spectronic Genesys 2, ajustado para 595nm. Quantidades 

iguais de proteínas de cada extrato celular foram misturadas com um tampão de 

amostra redutor concentrado quatro vezes (8% de SDS, 0,25M de Tris-HCl pH 6,8, 

30% de glicerol e 0,2% de azul de bromofenol), contendo 20% do volume total de 

DL-Ditiotreitol (DTT, Sigma), fervidas por 5 minutos e separadas 

eletroforeticamente em géis de poliacrilamida-SDS a 8% ou 10%. Em seguida, as 

proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher 

& Schuell, E.U.A.) e coradas com "Ponceau S" (Sigma, E.U.A.) para verificar a 

eficácia da transferência. Após bloqueio por 16h a 4°C em solução a 5% de leite 
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em pó desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tampão contendo 20mM de Tris-

HCl pH 7,6, 150mM de NaCl e 1% de Tween 20 (TBST), as membranas foram 

incubadas com anticorpos primários anti-FAS (1:3.000, Transduction Laboratories, 

E.U.A), anti-p27 (1:1.000, Transduction Laboratories, E.U.A), anti-Skp2 (Santa 

Cruz Biotechnology, E.U.A.), anti-c-erb-B2 (1:20.000, Dako, Denmark) ou anti-ß-

actina (1:40.000, clone AC-15, Sigma, E.U.A). Os anticorpos contra a proteína do 

citoesqueleto ß-actina foram usados como controle da quantidade da proteína 

aplicada em cada canaleta. Depois de lavadas e incubadas com os respectivos 

anticorpos secundários conjugados com peroxidase, as reações foram reveladas 

através de quimioluminescência utilizando-se o kit de detecção ECL (Western 

Blotting Analysis System, Amersham Pharmacia Biotech, E.U.A.) e expostas a 

filmes ultra-sensíveis (Hyperfilm Ultra Detection, Amersham Pharmacia Biotech, 

E.U.A.). 

 

4.6. Coloração Oil Red “O” para lipídios 

 

                Os fragmentos congelados de tumor primário e de fígado foram cortados 

em criostato (Leica Microsystem, Alemanha) na espessura de 5µm, fixados em 

solução contendo 40% de formol e 10% de CaCl2 por 1 hora e secos a 

temperatura ambiente (Theory and Practice of Histological Techniques, third 

edition, pág 218). Os cortes foram a seguir corados com solução de Oil Red “O” a 

0,5% em propilenoglicol por 16 horas e contra-corados com hematoxilina de Mayer 

por 2 minutos, sendo montados com gelatina de glicerina (Laboratory Methods in 

Histotechnology, 1992, AFIP).  
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4.7. Estudo do efeito do Orlistat sobre o crescimento e morfologia das 

células B16F10 

 

     A linhagem B16F10-C5T (derivada de um tumor primário) foi plaqueada 

(3,5x105 células) em 10 frascos de 75 cm2 (Nunc, Dinamarca) com 10ml de meio 

RPMI 1640 (Invitrogen, USA) suplementado de 2% de FBS e Orlistat ou etanol 

como controle. As células foram tratadas com 100, 250, 500 ou 750µM de Orlistat, 

sendo nos controles utilizado um volume de etanol absoluto equivalente ao da 

concentração de 750µM. Após 48 horas, os meios de cultura foram trocados e ao 

final de 72 horas as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 3.000 rpm por 3 

minutos, o sobrenadante descartado e os “pellets” ressuspendidos em 5ml de 

meio RPMI 2% FBS. As células foram contadas em uma câmara de Neubauer e 

todos os “pellets” normalizados pelo número total de células coletadas das 

garrafas tratadas com 500µM de Orlistat, sendo a seguir congelados a -80˚C até o 

momento do uso. Para avaliação do efeito do tratamento com Orlistat sobre a 

morfologia das células B16F10, foram plaqueadas 3,2X103 células em cada poço 

de lâminas para cultura celular de 8 poços (Labtek, Nunc, Dinamarca). O 

tratamento com 100, 250, 500 ou 750µM de Orlistat ou etanol absoluto iniciou-se 

24 horas após o plaqueamento, sendo o meio trocado após 48 horas e ao final de 

72 horas as células foram fixadas com paraformaldeído a 3,7% por 15 minutos e 

lavadas 3 vezes com PBS durante 10 minutos. Finalmente, as células foram 

coradas com HE.  

 

4.8. Extrações de melanina das células B16F10 

 

                 Para a extração de melanina dos “pellets” de células B16F10, estes 

foram descongelados em gelo e ressuspendidos em 1ml de PBS, sendo a 

suspensão homogeneizada em vortex, transferida para tubos de 1,5ml e 

centrifugada a 1.000xg por 5 minutos. Os sobrenadantes foram então removidos e 
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os “pellets” ressuspendidos em 200µl de água destilada e 1ml de uma mistura 

éter/etanol (1:1). Depois de 15 minutos à temperatura ambiente, uma segunda 

centrifugação a 3.000xg por 5 minutos foi realizada e os sobrenadantes 

descartados, sendo os “pellets” solubilizados em 1ml NaOH 1M em 10% DMSO 

por 30 minutos em banho de água a 80˚C. As soluções obtidas foram transferidas 

para cuvetas de quartzo e as absorbâncias lidas em espectrofotômetro ajustado 

para o comprimento de onda de 470nm (Ando, H. et al. 1999). 

 

4.9. Experimentos para o estudo do ciclo celular e verificação das taxas de 

apoptose 

 

                Os experimentos de citometria de fluxo foram analisados no laboratório 

do Dr. Aníbal Vercesi, no Departamento de Patologia Clínica, Faculdade de 

Ciências Médicas da UNICAMP, em colaboração com a Dra. Karina G. Zecchin.  

                 Para a análise da distribuição das células nas fases do ciclo celular, 

foram plaqueadas 6X104 células B16F10-C5T em frascos de 25cm2 com meio 

RPMI 1640 suplementado com 2% FBS. Após 24 horas do plaqueamento, o meio 

foi substituído por RPMI 1640 sem FBS e as células incubadas por mais 24 horas, 

quando então se iniciou o tratamento com Orlistat, novamente em meio contendo 

2% de FBS. As células foram coletadas depois de 6, 12,18, 24, 36 e 48 horas, 

fixadas com etanol a 70% gelado, colocadas a -20˚C por 12 horas, lavadas em 

PBS gelado e tratadas com 10µg/ml de RNAse durante 1 hora a 37˚C. Após 

incubação com 50µg/ml de iodeto de propídeo a 4˚C, a distribuição das células no 

ciclo celular foi analisada utilizando-se o software CellQuest (Becton Dickinson) 

em um citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 

equipado com laser de argônio. Dez mil eventos foram analisados para cada 

amostra.  

                Para os ensaios de apoptose foram plaqueadas 1,9X105 células 

B16F10-C5T em frascos de 75cm2 e após 24 horas adicionado Orlistat a 250 ou 
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500µM e etanol como controle, por períodos de 10 e 20 horas. As células foram 

então tripsinizadas, lavadas em PBS e ressuspendidas em um tampão de ligação 

contendo Anexina V-FITC (1:500). O índice de apoptose foi quantificado através 

de citômetro de fluxo, correspondendo ao número de células positivas para 

Anexina V-FITC. Dez mil eventos foram analisados para cada amostra. 

               

4.10. Análise estatística 

 

                 Para a comparação entre o número de metástases presentes nos 

animais controle e tratados com Orlistat foi utilizado o teste t de Student não 

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

 

5.1. Padronização do modelo animal de metástases espontâneas de 

melanoma  

 

                Os animais não apresentaram alterações físicas ou comportamentais 

durante os 10 primeiros dias após a inoculação das células B16F10 na cavidade 

peritoneal. Entretanto, depois deste período, foi possível observar um aumento 

volumétrico no abdômen e uma redução da atividade locomotora dos 

camundongos. Exteriorização do tumor através da membrana peritoneal foi 

eventualmente observada, formando nódulos subcutâneos arredondados não 

ulcerados. Ao redor do 13° e 14° dias, os animais ficaram com a mobilidade 

acentuadamente reduzida e apresentaram dificuldades respiratórias, 

possivelmente pela compressão do tumor em crescimento sobre diafragma. De 

maneira geral, os camundongos não sobreviveram mais do que 15 dias após a 

inoculação das células de melanoma na cavidade peritoneal. Decidimos, portanto, 

sacrificá-los entre o 13° ou 14° dia, dependendo do estado geral. As Figuras 1 A e 

B mostram um camundongo C57BL6 logo após o sacrifício, com a cavidade 

peritoneal exposta, na qual se nota a presença de massa tumoral de coloração 

enegrecida e consistência mole, relativamente bem delimitada e localizada, na 

maioria dos casos no lado do inóculo. A exteriorização do tumor primário pode ser 

observada na parte inferior esquerda do abdômen deste animal (Figuras 1 B e C). 

Os tumores primários ocuparam geralmente grande parte da cavidade peritoneal, 

espalhando-se por entre os órgãos abdominais (Figura 1 D). É interessante 

salientar que todos os animais inoculados desenvolveram o tumor primário, o qual 

produziu metástases na cavidade torácica em todos os casos. Na Figura 1 E 

pode-se observar o mesmo animal da Figura 1A com a cavidade torácica já 

aberta, mostrando nódulos de coloração negra adjacentes ao timo, que 

correspondem aos linfonodos mediastínicos invadidos pelas células do melanoma 
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intraperitoneal. Os linfonodos normais são pequenos e de coloração clara, sendo 

dificilmente detectados durante a dissecação. Foram encontrados entre 0 e 6 

linfonodos mediastínicos metastáticos por animal, em nossos experimentos.  

 

 

 

Figura 1. Camundongo C57BL6 representativo do modelo de metástases espontâneas de melanoma. Em A 
observa-se o animal com aumento de volume na região abdominal e discreto nódulo na região inferior 
esquerda (seta). Nas figuras B e C observamos a exteriorização do tumor primário da cavidade peritoneal. Na 
figura D observamos o tumor primário, relativamente delimitado e ocupando grande parte da cavidade 
peritoneal, com crescimento difuso em meio às vísceras abdominais.  Em E pode-se observar a cavidade 
torácica deste mesmo camundongo, com os linfonodos mediastínicos metastáticos (pequenos nódulos de 
coloração negra). O tecido de coloração amarelo-esbranquiçada corresponde ao timo (seta), bastante 
evidente nos camundongos até a 12° semana de vida. 
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5.2. Estabelecimento de linhagens celulares a partir do modelo animal 

 

                      Foram coletados fragmentos do tumor primário e dos linfonodos 

mediastínicos metastáticos imediatamente após o sacrifício dos animais, os quais 

foram lavados com soro fisiológico em abundância e levados para o fluxo laminar, 

onde foram cortados em pequenos pedaços e colocados em frascos de 25 cm2 

contendo meio RPMI 1640 com 10% de FBS e solução antibiótica e antimicótica. 

Na porção inferior da Figura 2 A podemos observar uma área escura que 

corresponde a um fragmento de tumor primário com células predominantemente 

arredondadas e de coloração negra se destacando, no terceiro dia após o 

plaqueamento. Na Figura 2 B, a imagem escura corresponde a um fragmento de 

linfonodo mediastínico metastático, ao redor do qual se pode notar dois tipos 

celulares distintos: células de cor negra e formato arredondado, que acabaram de 

se desprender do tecido, e células já aderidas com formato alongado (nono dia 

após o plaqueamento). Na Figura 2 C observamos a evolução da cultura celular, 

com células aderidas ao fundo do recipiente, momento em que os fragmentos de 

tecido foram removidos, as células tripsinizadas e transferidas para frascos 

maiores. A Figura 2 D mostra cultura celular com padrão monomórfico, que a 

seguir foi tripsinizada e estocada em nitrogênio líquido até o momento do uso.         
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Figura 2. Fotografias representativas de diferentes etapas do estabelecimento das novas linhagens celulares 
de melanoma. Em A observa-se fragmento do tumor primário três dias após o plaqueamento, com células 
arredondadas e de coloração negra saindo do tecido tumoral. Em B pode-se notar um fragmento de linfonodo 
mediastínico metastático com células saindo do tecido e células já aderidas ao fundo do recipiente de cultura. 
Em C observamos uma ilha de células B16F10 derivada de um linfonodo metastático, com morfologia típica 
desta linhagem. A figura D mostra células já aderidas em estágio de subconfluência, no 10° dia após o 
plaqueamento, momento em que foram tripsinizadas e congeladas. Microscopia de contraste de fase. 
Aumento original de 200X.  

 

 



 33 

5.3. Efeito do tratamento com Orlistat sobre a disseminação metastática do 

melanoma em modelo animal 

 

                 Implantes intraperitoneais de células B16F10 foram realizados em 40 

camundongos machos com 10 semanas de vida, distribuídos em 3 experimentos 

independentes. Os animais receberam o tratamento com Orlistat 48 horas após o 

implante das células de melanoma, pois nosso objetivo era analisar o efeito da 

droga em tumores já estabelecidos e não um efeito quimiopreventivo. O exame 

macroscópico evidenciou diferenças entre os tumores primários dos grupos 

tratado e controle. Os tumores do grupo tratado apresentaram-se mais 

fragmentados e dispersos dentro da cavidade peritoneal, sendo facilmente 

removidos pelo simples deslocamento dos órgãos para fora da cavidade peritoneal 

(Figuras 3 A, B e C). Já os tumores primários do grupo controle foram melhor 

delimitados e de consistência um pouco mais firme, estando normalmente 

confinados ao local onde as células B16F10 haviam sido implantadas. O aspecto 

sugestivo de fragmentação não foi tão evidente como no grupo tratado com 

Orlistat (Figuras 4 A, B e C). Os animais de ambos os grupos foram pesados 

diariamente, não havendo variações de peso até o 10° dia. A partir do 11° dia, 

quando já se podia notar um aumento de volume no abdômen, houve discreto 

ganho de peso, provavelmente devido à progressão do tumor (Figura 5). Um 

achado importante foi a inibição de aproximadamente 50% no número de 

metástases espontâneas para os linfonodos mediastínicos nos animais tratados 

com Orlistat, nos três experimentos independentes (Figuras 6 e 7 e Tabela 1). Os 

linfonodos, após as dissecações e contagens, foram fixados em formol a 10% e 

incluídos em parafina. Cortes histológicos de 5µm de espessura corados com HE 

foram utilizados para confirmação microscópica das metástases. Um dos animais 

do grupo controle apresentou áreas escurecidas nos pulmões (Figura 8), 

sugestivas de crescimento metastático, o que foi posteriormente confirmado 

através da análise microscópica (Figura 12). Este achado nos levou a conduzir 
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uma investigação mais detalhada de todos os pulmões dos animais do 

experimento 1, através de cortes histológicos semi-seriados, entretanto, nenhuma 

metástase além daquela já observada macroscopicamente foi detectada. O fígado 

de todos os animais do primeiro experimento foram também investigados através 

de cortes semi-seriados de 5µm corados com HE, sem evidências de metástases 

ou de alterações morfológicas nos hepatócitos. Entretanto, células de melanoma 

foram frequentemente observadas dentro dos vasos sangüíneos dos espaços-

porta do fígado. Além do mais, os outros tecidos coletados também não 

apresentaram indícios microscópicos de metástases. Na Tabela 1 podemos 

observar um resumo dos achados macroscópicos dos 40 animais avaliados neste 

estudo. 
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Figura 3. Fotografias representativas dos animais do grupo tratado com Orlistat. Em A e B observa-se o 
animal com a cavidade peritoneal ainda fechada e, na região inferior esquerda do abdômen, uma porção do 
peritônio perfurada pelo tumor (achado aleatório nos dois grupos). Na figura C podemos notar a fragmentação 
do tumor primário, com presença de pequenas “ilhas” tumorais espalhadas por toda cavidade peritoneal. 
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Figura 4. Fotografias representativas de animais do grupo controle, que receberam injeções de etanol. Em A 
observa-se animal com a cavidade abdominal já aberta, com uma massa tumoral de coloração negra e 
relativamente bem delimitada. Na figura B podemos observar a massa tumoral em maior aumento. A figura C 
mostra a mesma região após o deslocamento do tumor, que pôde ser removido em sua grande parte como 
uma massa única. 
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Figura 5. Evolução dos pesos dos camundongos tratados com Orlistat ou etanol durante os experimentos. 
Nota-se nos gráficos dos experimentos 1, 2 e 3 que os animais do grupo controle (■) e do grupo tratado (▲) 
não apresentaram variações significativas de peso. Um discreto aumento de peso foi observado a partir do 
10º dia, provavelmente devido ao crescimento do tumor.  
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Figura 6. Fotografias representativas dos linfonodos metastáticos de camundongos dos grupos controle e 
tratado. Nota-se, nas figuras A, B e C, a cavidade torácica de três animais do grupo controle após a remoção 
do coração e dos pulmões e elevação do osso esterno. Os nódulos enegrecidos, lisos e esféricos adjacentes 
ao timo (T), representam as metástases. Em D, E e F pode-se observar o timo e os linfonodos metastáticos 
dos animais do grupo tratado com Orlistat. A diminuição do número de metástases devido ao tratamento com 
Orlistat pôde ser notada antes mesmo da dissecação e contagem dos linfonodos. 
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Figura 7. Linfonodos mediastínicos metastáticos e timo após a dissecação dos animais dos grupos tratados 
ou não com Orlistat. As pequenas estruturas de cor negra são os linfonodos mediastínicos metastáticos e o 
tecido amarelo-esbranquiçado representa o timo. Os grupos I, II e III identificam experimentos independentes. 
Houve redução de 56% no número de linfonodos metastáticos no primeiro, 50% no segundo e 44% no terceiro 
experimento, sendo a média de inibição de 50%. 
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Tabela 1. Grau de envolvimento dos linfonodos mediastínicos, presença de 
metástases à distância e de fragmentação do tumor primário após tratamento com 
Orlistat. 
 

 
 

Experimento Número de 
animais 

Linfonodos 
Metastáticos 

(média) 

Metástases 
a distância 

Fragmentação do 
tumor primário (%) 

      

 1 6 16 (2.66)  1 0 (0) 

Controle 2 5 18 (3.6) 0 0 (0) 

 3 10 41 (4.1) 0 0 (0) 

Total  21 75 (3.57)* 1a 0 (0) 

      

 1 6 7 (1.16) 0 6 (100) 

Orlistat 2 4 9 (2.250) 0 3b (75) 

 3 9 23 (2.55) 0 9 (100) 

Total  19 39 (2.05)* 0 18 (94.7) 

 
Um animal do grupo tratado (primeiro experimento) não desenvolveu tumor primário detectável. 
aPara os pulmões 
bUm dos tumores primários deste grupo apresentou tamanho muito reduzido 
p<0,001, teste t 
 

                     
 
Figura 8. Pulmões de um dos animais do grupo controle do primeiro experimento. Pode-se notar a presença 
de áreas escurecidas, as quais foram microscopicamente confirmadas como sendo metástases do melanoma 
intraperitoneal. 
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5.4. Análise microscópica  

 

                Os aspectos microscópicos dos tumores primários dos animais tratados 

ou não com Orlistat foram semelhantes, destacando-se as células tumorais com 

núcleos hipercromáticos, múltiplos nucléolos, pigmentação citoplasmática por 

melanina, figuras de mitose atípicas, extensas áreas de necrose e vasos 

sangüíneos neoformados.  As Figuras 9 A-D mostram áreas representativas de 

tumor primário de um animal controle e as Figuras 10 A-D de animal tratado com 

Orlistat. Um achado que nos chamou a atenção foi a presença de células 

arredondadas e claras, com núcleos excêntricos, semelhantes à adipócitos, 

principalmente nos tumores primários do grupo controle (Figuras 9 C e 10 B e C). 

Todas as metástases para linfonodos mediastínicos foram microscopicamente 

confirmadas (Figura 11) e caracterizadas por invasão da região periférica dos 

linfonodos por células B16F10. A única metástase pulmonar encontrada em um 

dos animais do grupo controle (Figura 8) foi também microscopicamente 

confirmada. As figuras 12 A, B, C e D mostram que as células B16F10 invadiram o 

parênquima pulmonar deste animal, formando nódulos tumorais ou crescendo ao 

redor de vasos sangüíneos ou bronquíolos.   
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Figura 9. Fotomicrografias representativas do tumor primário de animais do grupo controle. Em A podemos 
ter uma visão geral do tumor, com áreas de necrose (N) e grande quantidade de vasos sangüíneos (V). Em B 
pode-se observar um lençol de melanócitos malignos com intensa pigmentação melânica. Células 
arredondadas, com citoplasma claro, semelhantes a adipócitos estão presentes em grande quantidade (C). 
Figuras de mitose também foram frequentemente encontradas, demonstrando a alta capacidade de 
proliferação deste tumor (D, seta). HE, aumentos originais A: 100X, B: 200X, C: 50X (destaque 400X) e D: 
400X.  
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Figura 10. Fotomicrografias representativas do tumor primário dos animais do grupo tratado com Orlistat. Em 
A podemos notar um lençol de células tumorais com áreas de extensa necrose (N) e ricamente vascularizada 
(V). Em maior aumento observam-se as células tumorais pleomórficas ricas em melanina, assim como 
algumas células semelhantes a adipócitos (B). Áreas ricas em células claras, semelhantes a adipócitos, 
também caracterizam estes tumores, embora em menor quantidade que aqueles dos animais controle (C). Em 
D podem ser observados núcleos com vários nucléolos e uma figura de mitose (seta). Mitoses também podem 
ser observadas em C (setas). HE, aumentos originais A: 100X, B: 200X, C e D: 400X. 
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Figura 11. Fotomicrografias representativas de linfonodo metastático. Em A e B células tumorais são 
observadas na região mais periférica do linfonodo, infiltrando por entre os folículos linfóides. Note a grande 
quantidade de melanina presente nas células tumorais, além de adipócitos (B). HE, aumentos originais A: 
100X e B: 200X. 
 

                
 
Figura 12. Aspectos microscópicos da metástase pulmonar mostrada na figura 8. Em A pode-se observar um 
nódulo bem delimitado de células tumorais no parênquima pulmonar, bem como o crescimento destas células 
ao redor de um vaso sanguíneo (V). A figura B mostra um outro vaso sanguíneo cercado por células de 
melanoma, ao lado de um bronquíolo (B). Em C e D observa-se, em maior aumento, pequenos grupos de 
células malignas infiltrando o parênquima pulmonar (setas). HE, aumentos originais: A: 50X, B: 100X, C: 200X 
e D: 400X. 
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5.5. Efeito da inibição de FAS no crescimento celular e melanogênese in vitro 

 

                O efeito do Orlistat sobre as células B16F10-C5T foi estudado através 

de contagens celulares, de análises morfológicas, da quantificação de melanina e 

de estudos de citometria de fluxo para avaliar o ciclo celular e o índice apoptótico. 

Inicialmente, foram plaqueadas 3,5x105 células B16F10-C5T em frascos de 75 

cm2 em meio suplementado com 2% FBS e Orlistat ou etanol absoluto em volume 

correspondente a maior concentração de Orlistat. A contagem das células 

presentes em cada frasco de cultura revelou que a droga retardou o crescimento, 

num efeito dependente da concentração (Figura 13). Nas concentrações mais 

elevadas (500 e 750µM), o Orlistat foi citotóxico para as células B16F10, visto que 

o número de células existentes no final do experimento foi menor que o plaqueado 

(Figura 13). Paralelamente, observamos os aspectos microscópicos destas células 

em lâminas para cultura celular e verificamos que aquelas tratadas com 250µM de 

Orlistat tiveram citoplasma reduzido e um aumento no comprimento dos 

prolongamentos celulares. Por outro lado, as células B16F10-C5T expostas a 500 

e 750µM da droga tiveram prolongamentos citoplasmáticos ainda maiores ou 

aspecto fusiforme (Figura 14). Com o objetivo de verificar se o Orlistat inibe a 

atividade da enzima FAS nas células B16F10, realizamos inicialmente colorações 

com Oil Red “O”. Não foi possível, entretanto, observar acúmulos de lipídios no 

citoplasma destas células, provavelmente devido a sensibilidade do método. As 

células LNCaP, derivadas de um adenocarcinoma prostático, foram usadas como 

controle e exibiram grande quantidade de “gotículas” de lipídio coradas em 

vermelho. Tendo-se em vista que o palmitato é capaz de inibir a degradação 

proteossômica da enzima tirosinase (Ando et al.,1999), responsável pela síntese 

de melanina, e nossas próprias observações de que células tratadas com Orlistat 

formavam “pellets” de coloração mais clara, decidimos realizar a extração de 

melanina das células B16F10-C5T tratadas ou não com Orlistat. De fato, pode-se 

observar na Figura 15 A que os “pellets” destas células têm originalmente uma cor 
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negra e que, na presença de Orlistat, se descolorem até se tornarem 

esbranquiçados a partir de 500µM da droga. Os “pellets” mostrados nesta figura 

são os mesmos utilizados para as contagens celulares do gráfico da Figura 13, 

sendo o número de células normalizado de acordo com a quantidade existente no 

“pellet” obtido com 500µM, pois com 750µM de Orlistat a quantidade de células foi 

muito pequena. A melanina foi então extraída e sua quantidade estimada em 

espectrofotômetro ajustado para 470nm. O gráfico da Figura 15 B confirma que a 

síntese de melanina foi inibida na presença de Orlistat, como sugerida pela 

observação visual dos “pellets” demonstrados na Figura 15 A. 

 

 

      
 
Figura 13. Representação gráfica do número de células existentes nos frascos de cultura após 72 horas de 
exposição ao Orlistat ou do solvente etanol como controle. Note que houve uma redução no crescimento das 
células B16F10-C5T nas concentrações de 100 e 250µM, enquanto que um efeito citotóxico ocorreu com 500 
e 750µM, pois o número de células obtido foi menor que o existente no início do experimento (linha tracejada). 
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Figura 14.  Alterações citológicas nas células B16F10-C5T observadas após o tratamento com diferentes 
concentrações de Orlistat por um período de 72 horas. A: células controle, tratadas somente com etanol, 
exibindo aspecto estrelado e  prolongamentos citoplasmáticos relativamente curtos. As células incubadas na 
presença de 100µM da droga não exibiram alterações morfológicas (B), ao passo que aquelas tratadas com 
250µM tiveram o citoplasma reduzido e prolongamentos citoplasmáticos mais longos (C). Altas concentrações 
de Orlistat acentuaram os prolongamentos celulares (500µM, D) e tornaram muitas células fusiformes (750µM, 
E). Morte celular por apoptose pôde ser observada, principalmente com 750µM de Orlistat (F). HE, aumento 
original: 400X. 
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Figura 15.  A: “Pellets” de células B16F10-C5T tratadas com diferentes concentrações de Orlistat. Note que 
eles começam a ficar mais claros a partir de 250µM da droga. O tubo da direita (750µM) tem um “pellet” de 
menor tamanho devido ao efeito citotóxico do Orlistat, enquanto que todos os outros contém o mesmo número 
de células. O gráfico de barras (B) mostra a quantidade melanina extraída destes “pellets”, estimada através 
de espectrofotometria.  
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5.6. Comprovação da inibição de FAS pelo Orlistat in vivo 

 

                A inibição da atividade lipogênica de FAS pelo tratamento com Orlistat 

foi verificada através de coloração de cortes por congelação com Oil Red “O”. 

Secções de 5µm de espessura, obtidas de amostras congeladas dos tumores 

primários e dos fígados de animais tratados ou não com Orlistat, foram realizadas 

em criostato e montadas em lâminas de vidro, fixadas por 1 hora em solução de 

formol/cálcio, coradas com solução a 0,5% de Oil Red “O” em propilenoglicol e 

contra-coradas com hematoxilina de Mayer. Nos cortes provenientes dos tumores 

dos grupos controle, a marcação foi evidente na forma de gotículas de lipídios 

(provavelmente adipócitos) distribuídas por toda extensão dos tecidos, sendo mais 

fraca nas células neoplásicas. As células tumorais localizadas ao redor das 

gotículas de lipídeos foram intensamente coradas, provavelmente devido a difusão 

da gordura durante o processamento histológico (Figuras 16 A e B). Em contraste, 

nas amostras tumorais dos camundongos tratados com Orlistat não houve 

marcação positiva na forma de gotículas de lipídeos, mais sim positividade ao 

redor de espaços vazios semelhantes aqueles preenchidos por lipídios nos cortes 

controle (Figuras 16 C e D).  Com o intuito de confirmar que a síntese endógena 

de ácidos graxos estava eficientemente inibida nos animais tratados, realizamos 

cortes por congelação e coloração por Oil Red “O” também do tecido hepático, nos 

quais foi possível observar grande quantidade de gotículas de lipídios no 

citoplasma dos hepatócitos dos animais controle (Figura 16 E). Por outro lado, o 

tecido hepático proveniente de camundongos tratados com Orlistat foi fracamente 

corado, exibindo uma quantidade muito menor de gotículas de lipídio (Figura 16 

F). Estes achados sugerem que a atividade da enzima FAS foi efetivamente 

reduzida através das injeções intraperitoneais de Orlistat e que a diminuição no 

número de metástases espontâneas de melanoma foi dela decorrente. 
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Figura 16.  Coloração para lipídios com Oil Red “O” em cortes por congelação de tumores primários e de 
fígado de camundongos C57BL6 tratados ou não com Orlistat. Depósitos de gordura com formato 
arredondado e intensamente corados em vermelho foram encontrados dispersos por entre as células dos 
tumores primários dos animais que receberam apenas injeções de etanol (A e B). Nos tumores retirados de 
animais tratados com Orlistat foram observados espaços, provavelmente correspondentes aos depósitos de 
lipídios dos tumores do grupo controle, aparentemente vazios ou parcialmente preenchidos (C e D). As células 
tumorais ao redor destes espaços foram mais coradas pelo Oil Red “O”, tanto no grupo controle (B) como no 
tratado (D). Os hepatócitos dos camundongos controle foram intensamente corados, exibindo grande 
quantidade de pequenas gotículas de gordura dentro do citoplasma (E), os quais estavam presentes em 
quantidades significativamente menores no fígado de animais tratados com Orlistat (F). A especificidade da 
coloração pode ser observada pela completa ausência de marcação no tecido pancreático exócrino (P), 
observado na parte superior da figura E. Aumentos originais A e C: 100X; B e D: 400X; E: 100X, detalhe 
400X; F: 200X, detalhe 400X. 
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5.7. Avaliação do efeito do Orlistat sobre o ciclo celular e o índice de 

apoptose das células B16F10 

                

                 Para avaliarmos o efeito do Orlistat sobre o ciclo celular das células 

B16F10, estas foram semeadas (6x104 células em frascos de 25cm2) em meio 

RPMI 1640 suplementado com 2% de FBS e sincronizadas por 24 horas. Após 

tratamentos por 6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas, as células foram coletadas, fixadas 

em etanol a 70% gelado e guardadas a -20˚C. Como ilustrado na figura 17, houve 

uma nítida inibição da progressão do ciclo celular, dependente da dose de Orlistat 

e caracterizada por um aumento da quantidade de células nas fases G0/G1. Em 

contrapartida, o número de células nas fases S e G2/M foi reduzido após a 

inibição de FAS (Figura 18). A maior inibição da progressão do ciclo celular 

ocorreu durante o tratamento com 500µM de Orlistat por um período de 36 horas 

(Figura 18 e 19).  

                 Para a verificação do efeito do Orlistat sobre o índice de apoptose das 

células B16F10, foram plaqueadas 1,9x105 células em frascos de 75cm2 contendo 

meio suplementado com 2% de FBS mais 250 ou 500µM de Orlistat por 20 horas. 

As células foram fixadas em etanol a 70% e incubadas com anexina V-FITC. A 

porcentagem de células apoptóticas, em comparação aos controles, aumentou 

42,2% com 250µM e 265% com 500µM da droga (Figura 20). Estes resultados 

demonstram que a inibição da síntese endógena de ácidos graxos promove 

apoptose em células B16F10, à semelhança do que tem sido claramente 

demonstrado em várias outras linhagens tumorais (ver discussão). 
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Figura 17.  Análise, através de citometria de fluxo, da quantidade de células B16F10 nas fases G0/G1 do ciclo 
celular, após incubação na presença de 250 ou 500µM de Orlistat. Pode-se notar que 6 horas após o início do 
tratamento existe uma porcentagem muito semelhante de células nas fases G0/G1, sendo que este número 
aumenta com o tempo de tratamento. O pico de inibição do ciclo celular ocorreu após 36 horas.            
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Figura 18.  As mesmas células estudadas na figura anterior foram analisadas com relação as fases S e G2/M 
do ciclo celular. Podemos notar, neste gráfico, que houve uma diminuição da porcentagem de células nestas 
fases do ciclo, sendo a inibição máxima observada nas células tratadas com 500µM de Orlistat após 36 horas. 
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Figura 19. Este gráfico mostra a distribuição das células B16F10 nas fases do ciclo celular após tratamento 
com 250 ou 500µM de Orlistat por 36 horas. Note que houve um gradativo aumento das células nas fases 
G0/G1 concomitante com uma diminuição nas fases S e G2/M.  
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Figura 20.  A porcentagem de células apoptóticas após o tratamento com Orlistat por um período de 20 horas 
foi avaliada pela marcação com Anexina-V FITC em citômetro de fluxo. Nota-se que há um aumento de 42,2% 
nas células tratadas com 250µM de Orlistat e de 265% nas células tratadas com 500µM da droga. 
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5.8. Expressão de FAS nas linhagens celulares isoladas a partir dos tumores 

primários e suas respectivas metástases nos linfonodos mediastínicos. 

 

                Três padrões de expressão de FAS foram observados nos pares de 

linhagens celulares derivadas dos tumores primários e suas metástases. Os pares 

C1L/C1T e C5L/C5T apresentaram quantidade de FAS mais baixa nos extratos 

protéicos  provenientes da linhagem metastática, em comparação com a linhagem 

do tumor primário do mesmo animal (Figuras 21 A e B). Os pares C2L/C2T e 

C4L/C4T exibiram maior quantidade de FAS nos extratos provenientes das 

linhagens metastáticas, em relação às linhagens dos seus respectivos tumores 

primários (Figuras 21 C e D). Finalmente os pares C3L/C3T e C6L/C6T tiveram 

quantidade semelhante da proteína FAS (Figuras 21 E e F). 

 

                
 
 
Figura 21. Comparação, através de reações de western blot, das quantidades da proteína FAS presentes nos 
extratos protéicos das linhagens celulares obtidas dos tumores primários e suas respectivas metástases 
mediastínicas. Em A e B observamos os pares C1L/C1T e C5L/C5T, que tiveram mais FAS nas células dos 
tumores primários. O contrário ocorreu nos pares C2L/C2T e C4L/C4T (C e D), que apresentaram bandas 
mais intensas de FAS nas linhagens derivadas dos linfonodos metastáticos. Os pares C3L/C3T e C6L/C6T 
mostraram bandas de FAS com intensidades muito semelhantes.  
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5.9. Efeito do tratamento com Orlistat sobre a produção de FAS, ErbB2, p27 e 

Skp2 pelas células B16F10  

 

                A adição de Orlistat na concentração de 100µM ao meio de cultura das 

células B16F10-C5T pelo período de 36 horas provocou um discreto aumento na 

quantidade da proteína FAS, em relação as células controle incubadas somente 

com etanol (Figuras 22 A e 23 A). Nas concentrações de 200 a 500µM houve uma 

redução progressiva nas intensidades das bandas de FAS (Figuras 22 A e 23 A). 

Com relação a oncoproteína ErbB2, observou-se redução da sua quantidade nos 

extratos protéicos preparados a partir de células tratadas com 100µM de Orlistat, 

sendo que as bandas mantiveram-se mais fracas que o controle até 200µM, 

aumentaram de intensidade em 300 e 400µM e diminuíram novamente com 

500µM da droga (Figuras 22 B e 23 B). A falta de atividade da enzima FAS pode 

ser gerado como resposta um aumento na transcrição do gene que a codifica ou 

mesmo a sua estabilização à nível protéico, nas concentrações mais baixas de 

Orlistat. Por outro lado, isto pode ter causado uma redução na quantidade de 

ErbB2, pois há uma conexão direta entre estas duas proteínas em células 

derivadas de epitélio mamário (Kumar-Sinha et al., 2003). Um nítido aumento da 

quantidade da proteína p27 (Figuras 22 C e 23 C) nos extratos protéicos de 

células tratadas com 400 e 500µM de Orlistat, associado a uma diminuição da 

intensidade das bandas de Skp2 (Figura 22 D e 23 D) sugere inibição da 

progressão do ciclo celular, fato já demonstrado nos experimentos de citometria 

de fluxo desta tese.  
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Figura 22.  Experimentos de western blot representativos do efeito do tratamento com Orlistat sobre a 
quantidade das proteínas FAS, ErbB2, p27Kip1 e Skp2 nas células B16F10-C5T. Em A notamos um discreto 
aumento da banda de FAS nas células tratadas com 100µM de Orlistat e uma redução progressiva nas 
células tratadas com 200 a 500µM da droga. Em B observamos uma discreta redução na intensidade da 
banda de ErbB2 com 100 e 200µM de Orlistat, seguida de aumento em 300 e 400µM e acentuada redução na 
presença de 500µM da droga. Na figura C observamos um aumento da proteína p27Kip1 nas células tratadas 
com concentrações de 400 e 500µM de Orlistat e em D uma diminuição da quantidade da proteína Skp2, nas 
mesmas condições. Em F notamos que todas as canaletas receberam a mesma quantidade de proteína, 
através da detecção da proteína de citoesqueleto β-actina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 57 

                                    
 
 
Figura 23.  Análise densitométrica das bandas de FAS (A), ErbB2 (B), p27Kip1 (C) e Skp2 (D) a partir das 
reações de western blot mostradas na figura 22. 
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6. DISCUSSÃO 

 

     A FAS vem sendo apontada, na literatura científica recente, como um 

alvo atraente para a quimioterapia ou quimioprevenção de diversos tumores 

malignos, pois sua expressão é baixa ou mesmo ausente na maioria dos tecidos 

humanos adultos normais e está muito aumentada 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). Além do mais, vários estudos têm demonstrado uma 

associação positiva entre a expressão de FAS e o comportamento agressivo de 

algumas destas doenças (Epstein et al. 1995, Alo et al. 1996, Gansler et al. 1997, 

Kuhajda 2000) e que inibidores específicos da sua atividade são capazes de 

bloquear o ciclo celular, diminuindo a proliferação e aumentando a taxa de 

apoptose em células neoplásicas 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 provenientes de CECs bucais, a cerulenina é capaz de diminuir a síntese 

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

morfologicamente normal (Guo et al., 2003). Em melanomas, observou-se uma 

correlação positiva entre expressão de FAS e índice de Breslow, além de uma 

correlação inversa entre a presença de FAS e o tempo de sobrevida total 

(Innocenzi et al. 2003). A alta expressão de FAS nestes tumores cutâneos 

extremamente agressivos 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 



 60 

conhece até o momento quais os mecanismos biológicos envolvidos. Em outras 

palavras, a maneira através da qual a intensidade da síntese endógena de lipídios 

interfere no ciclo celular, 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 FAS 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 FAS podem causar 

profundos efeitos em várias vias de transdução de sinal e estimular diretamente o 

crescimento celular (Swinnen et al., 2003; Baron et al. 2004). No presente trabalho 

nós mostramos, pela primeira vez, que as células de melanoma murino B16F10 

produzem a enzima FAS em grande quantidade. 

      As observações mais importantes desta tese estão relacionadas ao fato 

de que a inibição da atividade de FAS reduz em 50% as metástases linfonodais 

espontâneas de melanoma em um modelo murino. O mecanismo responsável por 

este fenômeno 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. Está muito claro na literatura que 

inibidores específicos da atividade de FAS 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 líquidos teciduais e nas circulações sanguínea e linfática, assim como 

seu acúmulo nos linfonodos da cavidade torácica, pode ter reduzido a viabilidade 
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das células tumorais circulantes, dificultando a formação das metástases. Outra 

possível explicação para nossos resultados pode residir no fato de que FAS seja 

capaz de interferir nos processos de angiogênese e/ou linfangiogênese. De fato, 

foi recentemente demonstrado por Browne et al. (2006) que a inibição de FAS com 

Orlistat em células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) causou redução 

na proliferação ao mesmo tempo em que inibiu a angiogênese através do bloqueio 

indireto de VEGF pela inibição da exposição de seu receptor (VEGFR2/KDR/Flk1) 

na superfície celular. O modo pelo qual células metastáticas de melanoma 

invadem vasos linfáticos intra-tumorais não é totalmente conhecido, porém, 

Padera et al. (2002) levantaram a hipótese de 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 invasão de células neoplásicas. Em nosso modelo 

de estudo, a inibição de FAS ocorreu de forma sistêmica, como foi demonstrado 

pela coloração para lipídios realizada nos cortes de tumores primários e tecidos 

hepáticos dos animais tratados ou não com Orlistat. As metástases são as 

principais responsáveis pelo prognóstico ruim dos pacientes com câncer e estão 

intimamente associadas à redução de tempo de sobrevida. 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. Os mecanismos de inibição de metástase 

no modelo de melanoma murino devem ser estudados em profundidade, pois esta, 

além de acentuada, ocorreu num tumor extremamente agressivo. 

     Não observamos redução do tamanho dos tumores primários nos 

animais estudados, embora isto seja difícil de quantificar em lesões difusas e 

espalhadas pelo peritônio. 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 extremamente úteis para a 
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elucidação do efeito do bloqueio de FAS no crescimento do tumor primário. A 

aplicação do amplamente utilizado modelo de injeção das células B16F10 na veia 

caudal de camundongos C57BL6 e contagem das colônias pulmonares (Chan et 

al., 1988) poderá ser também importante para avaliar a intensidade do efeito da 

inibição de FAS sobre a disseminação do melanoma e está entre nossos objetivos 

futuros. 

     Decidimos utilizar a droga Orlistat para nossos estudos in vivo em 

substituição a cerulenina, que foi incluída apenas como controle nos estudos de 

cultura celular. O Orlistat já foi aprovado pela FDA (U.S. Food and Drug 

Administration) para tratamento de obesidade e é produzido pela Roche (Basel, 

Suíça). Trata-se de um derivado semi-sintético da lepstatina, que é um inibidor 

irreversível das lipases gástricas e pancreáticas presentes no trato gastrintestinal 

(Guerciolini et al., 1997) e que teve sua atividade como bloqueador de FAS 

descrita recentemente (Kridel et al. 2004). Esta substância possui propriedades 

anti-proliferativas e anti-tumorais em linhagens celulares derivadas de câncer de 

próstata, mama (Kridel et al. 2004; Knowles et al. 2004) e estômago (Menendez et 

al. 2005) e em um modelo xenográfico de câncer de próstata (Kridel et al. 2004). 

Isto ocorre devido ao bloqueio de um dos sete sítios ativos da FAS (tioesterase), 

responsável pela liberação do palmitato (Smith et al., 2003; Menendez et al. 2005, 

2006). 

     Em nossos experimentos, o Orlistat extraído das cápsulas de Xenical 

provocou, além da diminuição no número de metástases para linfonodos 

mediastínicos, uma aparente fragmentação das lesões primárias. Em todos os 

animais tratados foram observados muitos fragmentos ou “ilhas” tumorais 

espalhadas pela cavidade peritoneal. Nossas análises microscópicas não 

detectaram invasão dos órgãos abdominais a partir das células que compõe estas 

“ilhas”, entretanto, isto pode ser uma questão de tempo, pois nossos experimentos 

foram de curta duração. A análise dos cortes histológicos corados com HE não 

revelou diferenças significativas entre os tumores primários tratados ou não com 



 63 

Orlistat, a não ser pela menor quantidade de células com citoplasma claro e 

núcleo periférico, semelhantes à adipócitos. Um dos nossos objetivos futuros é 

realizar um estudo imunohistoquímico destes tumores para verificar diferenças na 

produção de moléculas reconhecidamente importantes para a patogênese dos 

melanomas, incluindo as de matriz extracelular. A presença de metástases 

pulmonares em um animal do grupo controle, confirmada através de exame 

histopatológico, sugere que além da disseminação linfática há espalhamento do 

tumor pela corrente sangüínea.  

     Nossos resultados obtidos in vitro com a linhagem B16F10 mostraram 

uma significativa inibição da proliferação e indução de apoptose. Isto está em 

concordância com os achados de Menendez et al. (2004, 2005), que 

demonstraram em linhagens celulares derivadas de carcinoma estomacal (NCI-

N87) e de mama (SK-Br3) tratadas com Orlistat, inibição da síntese de ácidos 

graxos e bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1. Estes autores mostraram 

também que o Orlistat inibiu intensamente a expressão de ErbB2, através do 

aumento da proteína PEA-3, seu repressor transcricional, além de aumentar os 

níveis de p27Kip1, proteína inibidora do ciclo celular. No presente trabalho, os 

resultados dos ensaios de western blot para avaliação das proteínas FAS, ErbB2, 

p27Kip1e Skp2 foram similares aos descritos por Knowles et al. (2004) e Menendez 

et al. (2005). O tratamento da linhagem celular B16F10-C5T com Orlistat resultou 

em um acúmulo da proteína p27Kip1, que é uma das principais proteínas 

responsáveis pela repressão do ciclo celular na fase G0/G1, e causou diminuição 

dos níveis da proteína Skp2, responsável pela ubiquitinação de p27Kip1. Com 

relação a ErbB2, observou-se redução nos extratos protéicos preparados a partir 

de células tratadas com 100µM de Orlistat, sendo que as bandas mantiveram-se 

mais fracas que o controle até 200µM, aumentaram de intensidade em 300 e 

400µM e diminuíram novamente com 500µM da droga, em concordância aos 

achados de Menendez et al. (2004) em linhagens celulares derivadas de câncer 

de mama e ovário (SK-Br3 e SK-Ov3), nas quais o tratamento com Orlistat reduziu 
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os níveis de ErbB2. Na menor concentração utilizada, Orlistat provocou um 

discreto aumento na quantidade da proteína FAS, em relação às células controle 

incubadas somente com etanol. A falta de atividade da enzima FAS pode ter 

gerado como resposta um aumento na sua transcrição ou mesmo a estabilização 

da proteína FAS com aumento da sua meia-vida. Por outro lado, isto pode 

também ter causado redução na quantidade de ErbB2, pois já está demonstrada 

uma conexão direta entre estas duas proteínas através de experimentos 

realizados por Kumar-Sinha et al. (2003), em células derivadas de epitélio de 

glândula mamária.  

                As análises feitas em citômetro de fluxo mostraram que houve inibição 

na progressão do ciclo celular, a qual foi dependente da dose de Orlistat, achado 

similar ao de Menendez et al. (2005) em células derivadas de câncer de mama 

(SK-Br3). Outros inibidores de FAS, como a cerulenina e C75 têm efeito 

semelhante em linhagens celulares derivadas de células tumorais (Kuhajda et al., 

1999, 2000; Pizer et al., 2000; Gabrielson et al., 2001; Heiligtag et al., 2002; Zhou 

et al., 2003; Ali et al., 2005; Wang et al., 2005). A porcentagem de células 

apoptóticas, em comparação aos controles, aumentou 42,2% com 250µM e 265% 

com 500µM de Orlistat, demonstrando que a inibição da síntese endógena de 

ácidos graxos causa apoptose em células B16F10, como tem sido claramente 

demonstrado para várias outras linhagens tumorais (Pizer et al., 1996; Pizer et al., 

2000; Li et al., 2001; Thupari et al., 2001; Gabrielson et al., 2001; De Schrijver et 

al., 2003; Guo et al., 2003; Kridel et al., 2004; Ali et al., 2005; Menendez et al., 

2005). 

                Em resumo, os resultados aqui apresentados mostram que a injeção 

intraperitoneal de células B16F10 em camundongos C57BL6 constitui um bom 

modelo para o estudo de drogas com efeito anti-tumoral, como o Orlistat. 

Evidenciam também que o bloqueio da atividade da enzima FAS pelo Orlistat inibe 

significativamente a incidência de metástases espontâneas destes melanomas 

experimentais a partir da cavidade peritoneal para os linfonodos do mediastino. 
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Além do mais, a inibição de FAS promove o bloqueio do ciclo celular nas células 

B16F10 e causa apoptose.  
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7. CONCLUSÕES 

 

1. Camundongos C57BL6 que receberam implantes de células B16F10 e 

foram tratados com Orlistat apresentaram uma diminuição de 50% no 

número de metástases experimentais para os linfonodos mediastínicos, em 

comparação aos animais controle. 

2. O tratamento dos camundongos C57BL6 com Orlistat, pela via 

intraperitoneal, causou inibição sistêmica na síntese endógena de lipídios. 

3. As metástases experimentais provocadas pelo implante de células B16F10 

em camundongos C57BL6 podem ocorrer pelas vias linfática ou 

hematogênica. 

4. A linhagem celular derivada de melanoma de camundongo B16F10 

expressa FAS. Não há um padrão definido de expressão de FAS quando se 

compara células B16F10 originadas de tumores primários ou de suas 

metástases. 

5. O tratamento das células B16F10 com Orlistat aumentou a quantidade da 

proteína p27Kip1 ao mesmo tempo em que reduziu a de Skp2. 

6. A expressão das proteínas FAS e ErbB2 na linhagem B16F10 foi modulada 

pela exposição do Orlistat. 

7. O tratamento das células B16F10 com Orlistat inibiu a proliferação e causou 

apoptose. 
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Fatty acid synthase (FAS) is the anabolic enzyme responsible for the endogenous synthesis 

of the saturated fatty acid palmitate from acetyl-CoA and malonyl-CoA. In contrast to most 

normal cells, malignant cells depend on FAS activity for growth and survival. In fact, FAS 

is overexpressed in a variety of human cancers including cutaneous melanoma, in which its 

levels of expression are associated with a poor prognosis and depth of invasion. Here, we 

show that the specific inhibition of FAS activity by the anti-obesity drug Orlistat is able to 

significantly reduce proliferation and promote apoptosis in the mouse metastatic melanoma 

cell line B16-F10. These results prompted us to verify the effect of FAS inhibition on the 

metastatic process in a mouse model of spontaneous melanoma metastasis, in which B16-

F10 cells injected in the peritoneal cavity of C57BL/6 mice metastasize to the mediastinal 

lymph nodes. We observed that mice treated with Orlistat forty eight hours after the 

inoculation of B16-F10 cells exhibited a 52% reduction in the number of mediastinal lymph 

node metastases, in comparison with the control animals. These results suggest that FAS 

activity is essential for B16-F10 melanoma cell proliferation while its inactivation by 

Orlistat significantly reduces their metastatic spread. The chemical inhibition of FAS 

activity could have a potential benefit in association with the current chemotherapy for 

melanoma. 

 

 

melanoma / fatty acid synthase / metastasis / Orlistat / B16-F10 cells / mouse 

 

 

 

 

 
 
 



 97 

Endogenous fatty acid synthesis from the small carbon precursors acetyl-CoA and malonyl-

CoA is dependent on the activity of fatty acid synthase (FAS, EC2.3.1.85). In most of the 

cells, FAS is down-regulated by the dietary fatty acids, with exception of lipogenic tissues 

as liver, lactating breast, fetal lung and adipose tissue (1, 2). Recent studies provide 

compelling evidence that neoplastic lipogenesis is essential for cancer cell survival. In fact, 

several human epithelial malignancies, such as those of prostate, breast, ovarian, bladder, 

lung, stomach and oral cavity, melanoma as well as soft tissue sarcomas overexpress FAS 

(3-16). For some of these tumors, such as prostate, breast, and ovarian cancers and 

melanoma (4, 5, 9, 12) FAS overexpression has also been associated with a poor prognosis. 

Experimental studies have shown that FAS inhibition reduces cell proliferation by blocking 

DNA replication during S-phase, induces apoptosis (17-20), and decrease the size of 

prostate, ovarian and breast cancer xenografts (3, 21, 22). In addition, the inhibition of FAS 

activity has a chemopreventive effect in the breast cancer transgenic neu-N mouse model 

(23). Orlistat (tetrahydrolipstatin), an irreversible inhibitor of pancreatic and gastric lipases 

clinically used due its anti-obesity properties, was recently demonstrated to block the 

activity of the thioesterase domain of FAS (24) and consequently reduce proliferation and 

promote apoptosis in prostate, breast and stomach cancer cell lines (24-27). Moreover, 

Orlistat has shown anti-tumor activity by inhibiting the growth of prostate cancer 

xenografts (24). 

The regulation of FAS abundance in cancer cells is complex and occurs at the 

transcriptional or post-translational levels. Progesterone stimulates FAS expression in 

breast cancer cell lines (28) whereas androgens or epidermal-growth factor (EGF) up-

regulate FAS expression and activity in the androgen-dependent prostate cancer cell line 

LNCaP (29-32). On the other hand, the FAS protein can be degraded by the ubiquitin-

proteasome system, in a process that is controlled by its interaction with the 

deubiquitinating enzyme USP2a (33). 

 Malignant melanoma is a chemotherapy-resistant aggressive tumor that arises in the 

skin and less frequently affects oral and anogenital mucosa, esophagus, meninges and the 

eyes. The incidence of this type of skin cancer has increased during the last 50 years in the 
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United States (34) and the high mortality rates are directly associated with its intrinsic 

ability to metastatically spread to other organs. Immunohistochemical detection of the FAS 

protein has been recently associated with Breslow thickness, suggesting a poor prognosis 

for patients affected by cutaneous melanoma (12). In this work we present evidence that 

FAS activity is necessary for the proliferation of the highly metastatic murine melanoma 

B16-F10 cells. In addition, we show that FAS specific inhibition with the anti-obesity drug 

Orlistat promotes apoptosis and reduces B16-F10 spontaneous metastasis from the 

peritoneal cavity to the mediastinal lymph nodes of C57BL/6 mice. 

 

Results 

FAS Activity is Necessary for the Proliferation and Survival of B16-F10 Cells. As 

depicted in Fig. 1A and B, FAS protein was easily detected by indirect immunofluorescence 

in regularly growing B16-F10 melanoma cells, which were characterized by a finely 

granular positivity uniformly distributed throughout the cytoplasm. In order to verify 

whether the specific inhibition of FAS activity can modify the growth rate of these cells, 

the natural and specific FAS inhibitor cerulenin or Orlistat were added to the culture 

medium. Fig. 1C shows that 5 �g/ml of cerulenin significantly reduced cell proliferation in 

comparison with the respective DMSO control (P<0.001, Mann-Whitney test). On the other 

hand, Orlistat in concentrations ranging from 100 to 750 �M did not affect B16-F10 cell 

growth in standard culture conditions (cell culture medium supplemented with 10% FBS, 

data not shown). Since these cells proliferate extremely rapidly, we reduced the FBS 

concentration to 2% and then noticed an important effect of Orlistat, which inhibited the 

cell growth at 250 �M (P<0.001, Mann-Whitney test; Fig. 1D). Thereafter, all the 

experiments were performed in low serum concentration. The results from the proliferation 

curves were further confirmed by the experiment shown in Fig. 2H, in which B16-F10 cell 

growth was reduced in the presence of 100 or 250 �M of Orlistat, whereas concentrations 

higher than 500 �M were cytotoxic. In order to better characterize the anti-proliferative 

properties of Orlistat on B16-F10 mouse melanoma cells, we next performed flow 

cytometry experiments, which showed a gradual increase over time (from 0 to 48h) of the 
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G0-G1 population as well as a clear decline of the S phase, in comparison with untreated 

cells. Fig. 1E illustrates the percentage of cells in each phase of the cell cycle after 36h of 

incubation in cell culture medium containing 250 or 500 �M of Orlistat. Indeed, western 

blotting analysis of protein lysates obtained from cells grown under the same conditions 

showed accumulation of p27Kip1, a negative regulator of the G1/S transition, and a down-

regulation of Skp2, which is essential for the proteasome degradation of p27Kip1 (data not 

shown). In addition, the endogenous synthesis of fatty acids is important for B16-F10 cell 

survival, since cells grown in the presence of at 250 or 500 �M of Orlistat for 20h had an 

increase of 42.2 and 265%, respectively, of apoptotic cell death over the control values 

(Fig. 1F). 

To verify the effectiveness of Orlistat in order to block FAS activity in B16-F10 

cells, we first used Oil Red O staining. In contrast with the LNCaP cells used as positive 

controls (36), in which lipid droplets were clearly stained, we were not able to observe lipid 

accumulation in the cytoplasm of B16-F10 cells. These results can be possibly explained by 

the very high metabolic rates of cultured melanoma cells or by their comparatively low 

activity of this anabolic pathway, in comparison with the prostate cancer cells. Considering 

that the saturated fatty acid palmitate (C16:0, the end-product of FAS) is able to protect 

tyrosinase from proteasomal degradation and thus regulate the melanin content of B16-F10 

cells (37, 38), we next performed melanin extractions from cells grown in the presence of 

different concentrations of Orlistat. Indeed, as shown in Fig. 2F and G control B16-F10 cell 

pellets (treated with ethanol only) had a dark gray or black color whereas the cell pellets 

obtained from Orlistat-treated cultures contained less melanin, being almost completely 

discolored at 500 and 750 �M. These results clearly showed that FAS activity is 

specifically inhibited by Orlistat in a dose-dependent manner leading to the reduction of the 

melanin synthesis, phenomenon that can be attributed to the previously demonstrated effect 

of palmitate on tyrosinase half-life (37, 38). At the end of the incubations with Orlistat, 

cells were counted and, as expected, a strong reduction of the cell growth was observed at 

100 and 250 �M, whereas 500 and 750 �M of the drug caused cell death (Fig. 2H). In 

addition to its effects on melanin synthesis and cell growth, FAS inhibition promoted 
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morphological changes in B16-F10 cells, which were evidenced by the scarse cytoplasm 

and longer cell projections of the Orlistat-treated cells in comparison with control cells 

(Fig. 2A-E). At the highest concentration of the drug B16-F10 cells became predominantly 

fusiform (Figures 2D and E). 

 

FAS Inhibition Reduces Spontaneous Lymph Node Metastasis from the Peritoneal 

Cavity. Approximately 14 days after intraperitoneal (IP) inoculation of B16-F10 cells all 

mice showed abdominal enlargement, which was variable in size and shape. Despite the 

well characterized anti-obesity properties of Orlistat, there were no significant weight 

differences between the control and treated groups (data not shown). This fact may be 

associated with the route of administration (IP), since when Orlistat is orally used its effects 

are confined into the gastrointestinal tract (39). Another possible explanation could be the 

short period of treatment, since in this experimental model the animals die 12-15 days after 

B16-F10 cell inoculation due to the aggressive tumor growth in the peritoneal cavity. 

However, it is worth mentioning here that mice from the Orlistat-treated group showed 

slower locomotor activity than the control animals few days before the sacrifice, probably 

due to unknown systemic side effects of the drug. The abdominal primary tumors of the 

control mice consisted of a soft mass generally found at the side of the cell injections (Fig. 

3A). In contrast, primary tumors from Orlistat-treated mice were in small groups distributed 

throughout the peritoneal cavity (Fig. 3B and D, Table 1). Histological examination 

confirmed that these islands of tumor tissue were not invading the abdominal organs. One 

animal from the treated group did not develop primary tumor (Table 1). Macroscopic 

examination of the thoracic cavity allowed the quantification of mediastinal lymph nodes 

with melanoma metastases (Fig. 3C, F and G), histologically confirmed (Fig. 4G). After 

three independent experiments, Orlistat-treated mice had 52% less metastatic mediastinal 

lymph nodes than the control animals, with 75 and 39 metastatic lymph nodes found in the 

control and Orlistat-treated group, respectively (average of 3.57 per animal in the control 

group and 1.95 per animal in the Orlistat-treated group; P<0.001, t-test) (Fig. 3F and G, 

Table 1). One animal of the control group had macroscopic metastastatic foci in its left 
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lung, microscopically confirmed (Fig. 4H). In order to check if the IP injections of Orlistat 

were systemically effective in the studied animals, frozen sections from the liver of treated 

or control mice were stained with Oil Red O. As depicted in Fig. 4A and B, the hepatocytes 

of control mice were rich in lipid droplets, in contrast with the weakly stained sections of 

Orlistat-treated mice. Indeed, small vacuoli probably corresponding to the lipid-containing 

vesicles in the hepatocytes of the control animals were also observed in paraffin sections 

stained with H&E (data not shown). 

Furthermore, frozen sections of the primary tumor tissues exhibited adipose cells strongly 

stained with Oil Red O in the control tumors (Fig. 4C and E). Fewer adipose cells were 

present in Orlistat-treated primary tumors in comparison with the control tumors, which 

were weakly stained or even negative for Oil Red O (Fig. 4D and F). These results strongly 

suggest that Orlistat was effective to reduce FAS activity. Interestingly, melanin 

accumulation in the tumor cells infiltrating the mediastinal lymph nodes of the control mice 

was more evident than in lymph nodes from Orlistat-treated animals (data not shown), 

observation that further substantiate the effectiveness of FAS inhibition. 

 

Discussion 

In the present study we assessed the role of de novo fatty acid synthesis in melanoma cell 

growth and metastatic capacity in an animal model. We demonstrated that FAS is expressed 

by murine melanoma B16-F10 cells and is essential for their proliferation and survival, 

since FAS inhibition significantly reduced the cell growth and promoted apoptosis. 

Importantly, this work suggests that FAS activity has a role in the spontaneous metastatic 

spread of B16-F10 cells from the peritoneal cavity of C57BL/6 mice through the lymphatic 

circulation. 

 Clinicopathological and experimental data indicate that FAS is a potential 

chemotherapeutic or chemopreventive target for several human malignancies. FAS is 

essential during embriogenesis, since Fasn-/- and Fasn+/- mice die in utero even in the 

presence of a diet rich in saturated fatty acids (40). Its expression is up-regulated in a 

variety of human cancers and seems to be a prognostic marker for some of these tumors (3-
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16). The intensity of FAS immunohistochemical positivity is stronger in human malignant 

melanoma than in conventional nevi or Spitz nevi (35), being associated with the Breslow 

thickness (12, 35) and suggested as a molecular prognostic marker (12). Moreover, FAS 

was among 128 differentially expressed genes in a cDNA microarray study of 

adenocarcinoma metastatic tissues (41). Although the exact role of FAS in malignant cells 

is not elucidated, it is clear that FAS specific inhibitors block cell cycle progression and 

cause apoptosis in many cancer cell lines (17-19) and are capable of decreasing the size of 

prostate and ovarian cancer xenographs (3, 21, 24). Moreover, FAS has a role in the 

synthesis of phospholipids partitioning into detergent-resistant microdomains in LNCaP 

cells, which are implicated in signal transduction, intracellular trafficking, and cell 

polarization and migration (42). 

 The site of tumor cell implantation may affect in many ways the distribution and 

number of metastases. In the present work we chose to ectopically inject the highly 

metastatic B16-F10 melanoma cells (43, 44) in the peritoneal cavity of C57BL/6 mice 

based on our previous observation that in this way mediastinal metastatic lymph nodes are 

detected in almost all cases (Veiga SS, unpublished results). Therefore, this seems to be a 

good model for the study of new antimetastatic drugs. IP inoculation of the B16 melanoma-

derived BL6 cell line in C57BL/6 mice has been previously shown to promote metastasis in 

the lungs, spleen and thymus (45) while B16-F10 cells have been used to produce 

metastasis after subcutaneous or intravenous implantation in mice (46-48). In the present 

study, the size of the primary tumors was not evaluated because of their diffuse mode of 

growth inside the peritoneal cavity. Interestingly, in contrast with the relatively well 

circumscribed primary tumors observed in the control animals, Orlistat-treated tumors were 

more dispersed among the abdominal organs. The biological mechanisms by which FAS 

inhibition with Orlistat caused these macroscopic differences still need to be elucidated. 

Primary tumors from both studied groups were histologically similar and characterized by 

the presence of many mitotic cells, intense melanin accumulation, extensive areas of 

necrosis, and neoangiogenesis. Here, we demonstrate that FAS inhibition by Orlistat 

significantly reduces metastasis to mediastinal lymph nodes, which were easily localized 
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due to their enhanced size and black color. The exact role of FAS activity in the metastatic 

process is still unknown. It is possible to speculate that Orlistat reduced metastasis in the 

present study as a consequence of the cell growth inhibition or enhanced apoptosis in the 

primary tumor. Additionally, the drug may reduce cell viability in the lymphatic or blood 

circulation or even interfere with their growth and colonization in the lymph node sinus. As 

used in the present study the blood levels of Orlistat may reach 16 �M (24), in contrast 

with the higher effective concentrations observed in our cell culture experiments (250-500 

�M). Indeed, B16-F10 cells were more resistant to FAS interference by Orlistat than 

prostate or breast cancer cell lines (24, 27). The abdominal lymphatic drainage of the daily 

Orlistat intraperitoneal injections may provide high concentrations of the drug in the 

mediastinal lymph nodes and hence reduce metastatization. Histological examination of the 

metastatic mediastinal lymph nodes revealed more melanin accumulation in the tumor cells 

of control animals than in the Orlistat-treated ones, which may indicate effective FAS 

inhibition. 

 Taken together, the results here presented suggest that FAS is a potential 

chemotherapeutic target for melanoma. Further studies using orthotopic melanoma cell 

implantation will be necessary to the better understanding of the role of the endogenous 

neoplastic lipogenesis in melanoma cell progression and metastasis. Additionally, there is a 

need for the characterization of the systemic and possible side effects of this new route of 

Orlistat administration. 

 

Material and Methods 

Cell Culture. B16-F10 murine melanoma cells were maintained in RPMI medium 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, 

Cultilab, Campinas, SP, Brazil) and antibiotic/antimycotic solution (Invitrogen) at 37 oC in 

a humidified atmosphere with 5% CO2. In order to block FAS activity cerulenin (Sigma-

Aldrich, St Louis, MI, USA) or Orlistat (Xenical®, Roche, Switzerland) were added to the 

culture medium at the concentrations described in the figure legends. For the proliferation 

curves cells were seeded in 24-well plates (5x103/well) in RPMI containing 10% FBS and 
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incubated in serum-free medium for 24h. After that, RPMI containing FBS plus FAS 

inhibitors or their respective controls (dimethylsulfoxide - DMSO - or absolute ethanol) 

was added and cells from triplicate wells were trypsinized and counted in an automated cell 

counter (Coulter Counter Z1, Beckman, CA, USA). 

 

Preparation of Orlistat Solutions. For cell culture experiments, Orlistat was extracted 

from Xenical capsules according to Knowles et al. (27). Each pill was solubilized in 1 ml of 

ethanol, insoluble products removed by centrifugation (12,000 xg for 5 min) and the 

supernatant (250 mM of Orlistat) stored at -80oC. Mice were treated with Orlistat solutions 

prepared according to Kridel et al. (24) with some modifications. Briefly, the content of 

each capsule (120 mg) of Orlistat was solubilized in 33% ethanol during approximately 30 

min and vortexed every 10 min. After centrifugation for 5 min at 12,000 xg, supernatants 

were retrieved and stored at -80oC. 

 

Indirect immunofluorescence. B16-F10 cells (2x104/well) were plated in 8-well chamber 

slides (Lab Tek, Nunc, Naperville, IL, USA) and grown for approximately 24 h. After 

fixation in 3.7% paraformaldehyde, cells were washed twice with phosphate-buffered saline 

(PBS) and incubated for 1 h at room temperature with anti-FAS primary antibodies 

(Transduction Laboratories, Lexington, KI, USA) diluted at 1:250 in PBS containing 0.1% 

bovine serum albumin (BSA, Sigma). Cells were washed with PBS, incubated with FITC-

conjugated anti-mouse IgG (1:500, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 1 h, 

washed again and mounted in Vectashield with DAPI (Vector Laboratories). 

Documentations were made in a Leica DMR microscope equipped with epifluorescence 

(Leica Microsystems, Germany). 

 

Flow cytometry. Samples were analyzed in a FACSCalibur flow cytometer (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA) equipped with an argon laser and CellQuest software 

(version 4.1). Ten thousand events were collected for each sample. B16-F10 cell 

populations were identified by their light-scattering characteristics, enclosed in electronic 
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gates, and analyzed for the intensity of the fluorescent probe signal. Cells were harvested 

(106cells/ml), washed with PBS and resuspended in a binding buffer containing annexin V-

FITC (1:500). Apoptosis was quantified by FACS analysis as the number of annexin V-

FITC positive cells. For cell cycle analysis B16-F10 cells were seeded in 100 mm dishes 

and serum starved for 24 h. After this period, cell culture medium supplemented with 10% 

of FBS plus Orlistat or ethanol was added and kept for different periods of time. Cells were 

fixed in cold 70% ethanol, stored at -20°C, washed in cold PBS, and treated with 10 μg/ml 

of RNAse during 1 h at 37ºC. After staining with 50 μg/ml of propidium iodide during 2 h 

at 4ºC, the distribution of cells in the cell cycle was analyzed by flow cytometry. 

 

Total protein and melanin extractions. For protein lysate preparation B16-F10 cells were 

scraped and lysed in a buffer containing 10% sucrose, 1% NP-40, 20 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 137 mM NaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 10 mM NaF, 1 mM Na3Vo4, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 µg/ml soybean trypsin inhibitor, 1 µg/ml 

leupeptin and 1 µg/ml aprotinin. Protein lysates were placed on ice for 30 min, vortexed 

every 10 min, and cleared by centrifugation at 12,000 xg for 15 min at 4oC. The 

supernatants were retrieved and frozen at -80 oC until use. The protein concentrations were 

determined using the Bradford method (49). Melanin extractions were performed according 

to Ando et al. (37). Briefly, cell pellets were centrifuged at 1,000 xg for 5 min and washed 

twice with PBS. After further centrifugation, supernatants were discarded and precipitated 

cells resuspended in 200 �l of distilled water, followed by the addition of 1ml of ethanol-

ether 1:1 (vol/vol). After 15 min the mixture was centrifuged as described above and the 

precipitate solubilized in1 ml of 1 M NaOH/10% DMSO at 80oC for 30 min. The 

absorbance of the melanin solutions was measured at 470 nm in a spectrophotometer 

(Spectronic Genesys 2, Rochester, NY, USA). 

 

 

Western blotting. Forty micrograms of each protein lysate were resolved on SDS-

polyacrylamide gels, transferred onto nitrocellulose membranes (Protran, Schleicher & 
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Schuell, Keene, NH, USA) and stained with Ponceau S (Sigma) to verify the transfer 

efficiency and equal sample loading. The membranes were blocked with 5% nonfat dry 

milk in Tris-HCl pH 7.6 containing 150 mM NaCl and 0.1% Tween-20 (TBST) and probed 

for 2 h at room temperature with antibodies against p27Kip1 (1:1000 - Transduction 

Laboratories), Skp2 (1:.... - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), or anti-beta 

actin (AC-15) (1:40,000 - Sigma). Membranes were washed in TBST and then incubated 

with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies diluted at 1:1,000, 

washed again and the reactions developed with an enhanced chemiluminescence detection 

system (ECL detection kit, Amersham Pharmacia Biotech, Arlington Heights, IL, USA) 

according to manufacturer’s instructions. Membranes were exposed to high performance 

chemiluminescence films (HyperfilmTM ECL, Amersham Biosciences, Little Chalfont, 

Buckinghamshire, UK). 

 

Melanoma model for spontaneous metastasis. B16-F10 mouse melanoma cells are 

capable to promote both experimental or spontaneous metastasis in C57BL/6 mice (50). 

Cells were grown until 60-70% confluence in RPMI 10% FBS, trypsinized, resuspended in 

PBS and injected (25x104 cells) in the peritoneal cavity of C57BL/6 mice with 8-9 weeks of 

age. Forty eight hours after cell inoculations, the animals started to be treated with daily IP 

injections of Orlistat (240 mg/kg) or the equivalent amount of vehicle (33% ethanol). After 

12-15 days from the cell injections, mice were sacrificed by cervical dislocation, carefully 

dissected and the metastatic mediastinal lymph nodes counted. Samples of the primary 

tumors were collected and immediately frozen in liquid nitrogen. The lungs, liver, thymus, 

brain, as well as the primary tumors and metastatic lymph nodes of each animal were 

embedded in paraffin, cut (3 �m) and mounted on silane-coated glass slides for 

hematoxylin and eosin (H&E) staining. The intensities of the melanin pigmentation in the 

metastatic mediastinal lymph nodes as well as of the Oil Red O staining in the primary 

tumors were classified as negative, weak or strong in a blinded analysis performed by two 

of the authors (MAC and EG). This experiment was made three times independently. 
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Figure legends 

 

Fig. 1. FAS activity is necessary for B16-F10 cell growth. (A) Immunofluorescence 

reactions for the FAS protein showing an intense and homogeneously distributed 

intracytoplasmic positivity in B16-F10 melanoma cells. (B) Negative control (nuclei were 

stained in blue with DAPI; original magnification: 200x). (C) The specific inhibition of 

FAS activity with 5 �g/ml of cerulenin strongly reduced the proliferation of B16-F10 cells 

cultured in standard conditions (10% of FBS) (-▲-) in comparison with the respective 

DMSO controls (-■-). (D) Orlistat at 250 �M (-▲-) significantly inhibited the growth of 

B16-F10 cells in medium supplemented with 2% of FBS in comparison with the ethanol 

controls (-�-). At 100 �M Orlistat did not affect B16-F10 cell proliferation at least before 

96 hours (-■-) (* p<0.001, Mann-Whitney test). (E) Cell cycle analysis by flow cytometry 

showed that the incubation of B16-F10 cells with Orlistat for 36 h enhances the G0-G1 

population and dramatically reduces the number of cells in the S phase  

(     = G0/G1,     = S,     = G2/M). (F) Representative annexin V experiment showing that 

the treatment of B16-F10 cells with Orlistat for 20 h induces apoptotic cell death, especially 

at 500 �M (C: control). 

 

Fig. 2. FAS inhibition by Orlistat reduced both the cell growth and the melanin content of 

B16-F10 cells. (A-E) Melanoma cells exposed to 100 (B) and 250 (C) �M of Orlistat 

showed scarse cytoplasm and long cell projections in comparison with the control cells (A). 

In the presence of 500 (D) and 750 (E) �M of the drug cells became fusiform (H&E 

staining; original magnification: 200x). (F) Cells were cultured in the presence of 100-750 

�M of Orlistat during 48 hours and harvested by trypsinization. Cell pellets (1.1 x 106 

cells) were almost completely discolored at 500 and 750 �M of Orlistat (the cell pellet 

obtained from the 750 �M condition contains less than 1.1 x 106 cells due to the cytoxic 

effect of the drug). (G) Melanin was extracted from the cell pellets shown in (F) and its 

relative amount graphically represented. (H) The number of cells was determined by 

automatic cell counting before melanin extractions. Note that 100 and 250 �M of Orlistat 
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inhibited B16-F10 cell growth whereas 500 and 750 �M were cytotoxic since the number 

of cells counted after Orlistat treatment was lower than the number of cells in the beginning 

of the experiment (3.5x 105 cells). 

 

Fig. 3. Intraperitoneal primary tumors metastasized to mediastinal lymph nodes and to 

lungs of one control animal. Primary tumors of control mice were generally found at the 

side of cell injections and consisted of a soft and relatively circumscribed mass (A). (B) 

Primary tumors observed in Orlistat-treated group had many small groups of non-invasive 

tumor cells spread into the peritoneal cavity (B and D). (C) Metastatic mediastinal lymph 

nodes (LN) were easily identified due to their black color next to the thymus (T). (E) Gross 

appearance of the melanoma metastasis found in the left lung of one mouse of the control 

group. (F and G) Representative experiment showing the dissected lymph nodes and 

thymus; control mice (F) had more than twice (n=19) metastatic lymph nodes than Orlistat-

treated group (G) (n=9), in which one animal did not present metastasis. 

 

Fig. 4. Microscopic findings of the liver, primary tumors, and lymph node or lung 

metastasis. (A) Representative Oil Red O staining in a frozen section from the liver of a 

control animal, showing a large number of lipid droplets in the cytoplasm of the 

hepatocytes, in contrast with the almost completely negative section from an Orlistat-

treated mouse (B). Control (C) and Orlistat-treated primary tumors (D) were histologically 

similar and characterized by anaplastic melanoma cells rich in melanin (arrowheads), 

calibrous blood vessels and several areas of necrosis (N). Adipose cells were a common 

finding mainly in the control primary tumors. Frozen sections from the primary tumors 

were stained with Oil Red O, which strongly labeled adipose cells dispersed in the control 

primary tumors (E). Tumor cells from both groups and adipose cells (arrow) from Orlistat-

treated mice were weakly stained (F). (G) Representative metastatic lymph node infiltrated 

in its periphery by heavily pigmented melanoma cells (arrowheads). (H) Microscopic 

confirmation of the lung metastasis depicted in Figure 3E. Note the presence of melanoma 

cells around the bronchiole as well as nodular mass of tumor cells in the pulmonary 
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parenchyma (arrows). (A, B, E, and F: original magnification 200x, Oil Red O staining; C, 

D, G, and H: original magnification 100x, H&E staining). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 113 

Figure 1.  
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 

 

 

                      


