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RESUMO

A enzima acido graxo sintase (FASN), cuja expressado e atividade estao
elevadas em varias neoplasias malignas humanas, é responsavel pela sintese
endogena de acidos graxos saturados de cadeia longa e consequentemente para
a sintese de fosfolipidios de membrana. A inibicao de FASN por orlistat (Xenical),
uma droga anti-obesidade, € descrita como tendo propriedades anti-neoplasicas
no cancer de préstata e mama e no melanoma, além de desempenhar um
provavel papel anti-angiogénico, uma vez que também inibe a proliferacdo de
células endoteliais e a neovascularizagcdo em ensaio ex vivo. Em trabalho recente
realizado por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que o tratamento de
camundongos portadores de melanomas intraperitoneais com orlistat reduziu em
cerca de 50% o numero de metastases para linfonodos mediastinicos. Em outro
estudo, também realizado por nosso grupo, foi observado que a inibicdo da
atividade de FASN pode ter um papel sobre a linfangiogénese induzida por
melanomas experimentais, pois a densidade de vasos linfaticos ao redor destes
tumores foi significantemente aumentada pelo tratamento com orlistat.
Considerando o papel biolégico aparentemente relevante da FASN na
disseminacao metastatica de melanomas, o presente trabalho teve como objetivo
principal investigar, em ensaio in vivo, o papel desta enzima no processo de
angiogénese induzida por implantes intradérmicos de células de melanoma
(B16F10) em camundongos (C57BI6). Através de um microscopio de disseccao e
da obtengédo de imagens dos vasos sanguineos peritumorais, a rede vascular foi
avaliada com o auxilio do programa Scion Image. Foi observado que a densidade
de vasos sanguineos ao redor dos tumores tratados com orlistat foi
significantemente reduzida em relagdo aos grupos controle (p=0,024; teste de
Mann-Whitney). Além disso, os tumores foram medidos e seus volumes
calculados, verificamos que o tratamento com orlistat n&o alterou
significativamente o seu crescimento. Através de reagbes de RT-PCR semi-

quantitativo em amostras de RNA total extraido dos tumores, foi observado que a
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expressao dos mensageiros de FASN nao foi alterada pelo tratamento com
orlistat. Por outro lado, houve aumento da quantidade dos mensageiros para
VEGFA nos tumores dos grupos tratados com orlistat. Através da construcao de
curvas de proliferacdo e de experimentos de citometria de fluxo, foram avaliados
os efeitos do tratamento da linhagem celular derivada de endotélio de aorta de
coelho (RAEC) com cerulenina e orlistat. A adicdo de cerulenina (0,70 pug/ml) e
orlistat (100 uM) ao meio de cultura das células RAEC provocou significativa
inibicado do crescimento celular, em comparacdo com as células controle.
Finalmente, a incubacédo das células RAEC com meio previamente condicionado
pelas células de melanoma B16F10 provocou aumento na taxa de crescimento,
confirmando o potencial angiogénico destas ultimas. Em conjunto, estes achados
sugerem que a inibicao da atividade de FASN pode ter um papel na reducao da
angiogénese induzida por melanomas experimentais, sugerindo que o bloqueio de

FASN possa ser um alvo em potencial para a terapia anti-angiogénica.

Palavras-chave: cancer / acido graxo sintase / orlistat / melanoma / angiogénese
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ABSTRACT

The metabolic enzyme fatty acid synthase (FASN) is overexpressed in many
human malignancies, being responsible for the endogenous synthesis of long-
chain saturated fatty acids and consequently for the production of cell membrane
phospholipids. Inhibition of FASN by orlistat (Xenical), an anti-obesity drug, has
anti-neoplastic properties in prostate and breast cancer as well as in melanoma. In
addition, FASN seems to participate in angiogenesis, since its blockage inhibits the
proliferation of endothelial cells and neovascularization in an ex vivo assay. In a
recent study conducted by our group, it was demonstrated that the treatment of
mice bearing melanoma with orlistat was able to reduce by 50% the number of
metastases to the mediastinal lymph nodes. We also observed that the inhibition of
FASN activity may have a role in the melanoma-induced lymphangiogenesis, since
the extension of lymphatic vessels around the tumors was significantly increased
by the treatment with orlistat. Considering that the biological role of FASN is
relevant in the metastatic spread of melanoma, the main goal of this study was to
investigate the role of this enzyme in the angiogenesis process induced by
intradermal implantation of melanoma cells (B16F10) in mice (C57BI6). By using a
microscope for dissection, we analyzed the images of the peritumoral blood
vessels and the vascular network with the aid the Scion Image software. The blood
vessel density around the tumors mice treated with orlistat decreased in
comparison with the control group. Moreover, the tumors were measured and their
volumes calculated. And no statistically significant changes observed. The effect of
orlistat or cerulenin on the proliferation of a cell line derived from the rabbit aorta
endothelium (RAEC) was analyzed by the construction of growth curves and flow
cytometry. The addition of cerulenin (0.70 pg/ml) or orlistat (100 uM) to the culture
medium of RAEC cells caused significant inhibition of cell growth compared with
the non-treated cells. Taken together, these findings suggest that inhibition of

FASN activity may have a role in the reduction of angiogenesis induced by
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experimental melanomas, suggesting that FASN could be a potential target for the

anti-angiogenic therapy.

Key words: cancer / fatty acid synthase / orlistat / melanoma / angiogenesis
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1. INTRODUCAO

A angiogénese é um processo essencial durante o crescimento normal dos
tecidos e a cicatrizacdo, sendo caracterizada pela formagcdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes ou pelo recrutamento de células
progenitoras endoteliais da medula 6ssea (Carmeliet et al., 2001). Novos vasos
sanguineos sao essenciais em tecidos isquémicos como os de neoplasias
malignas. Nestas, as células neplasicas liberam fatores especificos que promovem
a proliferacédo e a migracdo de células endoteliais. A neovascularizacdo tem um
duplo efeito sobre os tumores: ao mesmo tempo que a perfusédo fornece nutrientes
e oxigénio, a neoformacao vascular propicia acesso das células neoplasicas a
outros tecidos distantes, promovendo o crescimento tumoral continuado e a
geracao de metastases. A formagado de novos vasos sanguineos é freqliente nos
melanomas, sendo esta neoplasia maligna caracterizada por um comportamento
clinico agressivo devido a alta ocorréncia de metastases a distancia e resisténcia
a agentes quimioterdpicos (Dankort et al, 2009). Durante o processo de
angiogénese ocorre a interacao entre muitos fatores rigorosamente regulados que
a induzem ou reprimem. Por exemplo, € determinante o equilibrio entre fatores
pré-angiogénicos, como FGF-2 e VEGF, e anti-angiogénicos, como
trombospondina-1, assim como a interagdo dos fatores com receptores presentes
nas células endoteliais (Folkman et al., 2003). A familia VEGF & composta por 7
membros (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e PIGF) com
diferentes propriedades biolégicas. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-E, VEGF-F e PIGF
tém grande importancia no processo de angiogénese e vasculogénese, sendo que
VEGF-A, VEGF-C e VEGF-D estdo ligados aos processos de linfangiogénese
(Padera et al., 2002; Jain et al., 2002; Karkkainen, 2004).

A &acido graxo sintase (FASN) € uma enzima metabdlica estruturalmente
arranjada como um homodimero (massa molecular aproximada de cada cadeia de
250 kDa) responsavel pela sintese de acidos graxos saturados de cadeia longa, a
partir dos substratos de carbono acetil-CoA e malonil-CoA. Sua expresséo € baixa
em tecidos normais e alta em varias neoplasias malignas humanas. A fungéo de

FASN parece estar relacionada com um pior prognéstico para alguns tipos de
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tumores, sugerindo que sua atividade gere vantagens para a sobrevivéncia de
células malignas como ocorre no melanoma (Innocenzi et al., 2003; Carvalho et
al., 2008). Acredita-se que nas células malignas, a atividade de FASN seja
necessaria para que ocorra a producao dos fosfolipidios que compdem as
membranas celulares. Inibidores especificos da atividade de FASN, como
cerulenina e seu analogo sintético C75, bloqueiam a sintese de DNA e causam
apoptose em linhagens celulares derivadas de diferentes tumores malignos
(Kuhajda et al., 2000, Alli et al., 2005). Os mecanismos biol6gicos que governam
as interagdes entre a atividade lipogénica e moléculas que controlam o ciclo
celular ainda ndo sao conhecidos. A produgdo de FASN é regulada por ErbB2
tanto nos processos de transcricao, traducao quanto na sua atividade biossintética
e a expressao de FASN e ErbB2 esta relacionada com a presenga de HIF-1a, uma
proteina mitogénica que regula a expressao de varios genes, dentre 0s quais o
que codifica o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).

Orlistat (Xenical), uma droga anti-obesidade aprovada pela US Food and
Drug Administration (FDA), foi descrita como tendo propriedades anti-neoplasicas
em cancer de prostata, mama e melanoma, devido a sua capacidade de bloquear
especificamente a atividade de FASN. Em trabalho realizado por Carvalho et al.,
2008, o tratamento de camundongos portadores de melanomas intraperitoneais
experimentais com orlistat reduziu em 50% o numero de metastases esponténeas
para os linfonodos mediastinicos. A inibicdo farmacolégica de FASN por orlistat foi
realizada por Browne et al. (2006) em células endoteliais e previniu a proliferacéo
destas células, além de inibir a neovascularizacdo em ensaio ex vivo, 0 que
sugere um papel anti-angiogénico. Segundo estes autores, orlistat previne a
expressao do receptor VEGFR-2 na superficie das células endoteliais, inibindo
desta forma a proliferacao.

Em estudo realizado por Menendez et al. (2005b), verificou-se que a
inibicdo especifica da atividade de FASN com C75 provocou um aumento dose-
dependente da expressao de VEGF (acima de 500%) em células tumorais que
apresentam expresséo elevada de ErbB-2. Demonstraram também que o bloqueio

da atividade de FASN ativou drasticamente a via MAPK e promoveu um acumulo



proeminente de HIF-1a nestas mesmas células. O aumento da expressao de
VEGF, ativacdo de MAPK e aumento da expressdo de HIF-1a também foi
observado quando o gene da FASN foi silenciado através de RNAI. Estes achados
sugerem que a perturbacdo do metabolismo enddégeno de acidos graxos das
células tumorais desencadeia uma situacdo que mimetiza a hipoxia, a qual
recupera prontamente a cascata MAPK-HIF-1a-VEGF dependente de ErbB-2.
Considerando os resultados experimentais descritos acima, o objetivo deste
trabalho foi verificar se a inibicdo da atividade de FASN com orlistat interfere no

processo de angiogénese induzida por células de melanoma.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Acido graxo sintase (FASN)

Os acidos graxos sao precursores dos fosfolipideos das membranas
celulares e importantes substratos para o metabolismo energético. As células
neoplasicas malignas sdo comumente dependentes de um elevado metabolismo
endogeno de acidos graxos. Devido ao seu alto indice de proliferagdo, necessitam
da producdo continua de acidos graxos para a sintese das membranas, para a
liberacao de energia através da B-oxidacéo lipidica e também para a realizacéo de
modificacdes protéicas pds-traducionais (Menendez et al., 2007). A sintese de
acidos graxos envolve a interacdo das enzimas acetil-CoA carboxilase (ACC) e
acido graxo sintase (FASN). A ACC carboxila o acetil-CoA para formar o malonil-
CoA, sendo ambos utilizados pela FASN durante a sintese do acido graxo de
cadeia longa palmitato. Na ultima década, diversos trabalhos tém demonstrado o
importante papel de FASN na sobrevivéncia das células tumorais. A conformacao
estrutural de FASN é de um homodimero de cadeias polipeptideas longas com
massa molecular de aproximadamente 250-270 kDa. Cada polipeptideo possui
sete sitios cataliticos que estao distribuidos a partir da extremidade amino terminal
em direcdo a carboxil terminal na seguinte ordem: B-cetoacil sintase (cataliza a
condensacao dos residuos de malonil e acetil com a cadeia de 4cido graxo em
formacao), acetil-CoA e malonil-CoA transacilases (sdo sitios de entrada dos
substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a subsequente reacao de condensacgao),
os sitios desidratase, enoil redutase, B-cetoacil redutase e proteina carregadora de
acil (atuam como redutores, sobre o produto formado pela B-cetoacil sintase), e
por fim o sitio tioesterase localizado na regido carboxil terminal (promove a
hidrélise do palmitato) que atuam em sequéncia até a liberacdo da molécula de
acido graxo recem sintetizada (Wakil, 1989; Jayakumar et al., 1995; Smith et al.,
2003).

A atividade de FASN é minima em tecidos normais, exceto em tecidos
lipogénicos, uma vez que a maior parte dos acidos graxos usados pelas células

provém da dieta (Weiss et al., 1986; Menendez et al.,, 2005a). Desta forma, a



expressao de FASN é baixa ou mesmo ausente na maioria dos tecidos humanos
adultos normais (Weiss et al., 1986), com excecado do figado, tecido adiposo,
mama durante a lactagcdo, endométrio na fase proliferativa e dos pulmbées de
recém nascidos onde ocorre a producdo da substancia surfactante (Kuhajda,
2000; Chirala et al., 2001). Ao contrario, nas células de neoplasias malignas a
maior parte dos acidos graxos provém da sintese endbgena, através da atividade
de FASN. A expressao de FASN esta aumentada em diversos tipos de neoplasias
malignas humanas de natureza epitelial, como as mama (Wang et al., 20013a;
Zhang et al., 2005; Li et al., 2008; Bershtein et al., 2009), célon (Visca et al., 1999;
Ogino et al., 2008; Ogino et al., 2009; Kearney et al., 2009; Uddin et al., 2009),
préstata (Epstein et al., 1995; Swinnen et al., 2000a; Swinnen et al., 2002; Rossi et
al., 2003; Van de Sande et al., 2002; Shah et al., 2006), ovario (Alo et al., 2000;
Wang et al., 2001a), endométrio (Pizer et al., 1998b; Tsuiji et al., 2004), carcinoma
de células renais (Horiguchi et al., 2008), estdmago (Kusakabe et al., 2002),
es6fago (Nemoto et al., 2001), pulmao (Piyathilake et al., 2000; Wang et al., 2002;
Orita et al., 2007; Orita et al., 2008), bexiga (Visca et al., 2003), mieloma multiplo
(Okawa et al., 2008; Wang et al., 2008); gliomas (Zhao et al., 2006); carcinomas
espinocelulares bucais (CECs) (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Agostini et
al., 2004; Silva et al., 2008) e melanomas (Innocenzi et al., 2003; Kapur, 2005a;
Kapur, 2005b), além de sarcomas de tecidos moles (Rossi et al., 2006). Em alguns
destes tumores foram realizados estudos imunohistoquimicos que correlacionaram
a alta expressao de FASN com uma maior taxa de recorréncia, maior risco de
desenvolvimento de metastases e conseqientemente pior progndstico, como 0s
de prostata (Epstein et al., 1995), ovario (Gansler et al., 1997), tiredide (Vlad et al.,
1999); cdlon (Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008, Uddin et al., 2009), ovario (Alo
et al., 2000), melanoma (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005b), sarcomas de
tecidos moles (Takahiro et al., 2003), carcinoma de células renais (Horiguchi et al.,
2008) e CECs bucais (Silva et al., 2009). Além do mais, uma associagao inversa
entre alta expressao de FASN e reducdo do indice apoptético foi observada em
cancer de préstata (Migita et al., 2009) e co-expressdo de FASN com a proteina

Caveolina-1 (Cav-1) foi relacionada ao pior progndstico de pacientes com cancer



pancreatico (Witkiewicz et al., 2008). Em melanomas observou-se uma correlacao
positiva entre expressdo de FASN e indice de Breslow, além de uma correlacao
inversa entre FASN e a sobrevida total (Innocenzi et al., 2003; Kapur et al., 2005).
Os dados disponiveis até o0 momento sugerem que a elevada atividade desta via
anabdlica gera vantagens para o rapido crescimento celular no cancer (Baron et
al., 2004).

Apesar das diversas evidéncias apontando a sintese enddégena de acidos
graxos como essencial para a proliferacao de células malignas, ndo se conhece
até o momento quais os mecanismos biolégicos envolvidos. Neste contexto,
Swinnen et al. (2003) demonstraram que a atividade de FASN é necesséria para a
producao dos fosfolipidios que compde as membranas das células LNCaP (uma
linhagem celular derivada de um adenocarcinoma de préstata metastatico). Isto
pode causar, além de um aumento na velocidade da producdo das membranas
celulares, alterag6es na sua composicao lipidica, com possiveis efeitos em vérias
vias de transducgdo de sinais (Baron et al., 2004). Como a atividade biologica da
FASN esta restrita a sintese de acidos graxos, que estad acelerada em células
tumorais, esta pode ser um alvo terapéutico para o tratamento de diversos tipos de
cancer. Segundo Menendez e Lupu (2007), FASN participa ndo somente das vias
de transducdo de sinais, do metabolismo, da regulagdo da proliferacdo e
sobrevivéncia de células tumorais, mas também modula o desenvolvimento,

manutencgao e progressado metastatica das neoplasias malignas.

2.1.1. Regulacao da expressao de FASN

O aumento da sintese de &acidos graxos € causado por multiplos
mecanismos, incluindo a expressdo aumentada de enzimas lipogénicas. A
biosintese endbégena de acidos graxos em tecidos normais como no figado e
tecido adiposo € catalizada pela FASN, sendo estimulada pela alta concentragéo
de carboidratos e suprimida pela presenca de acidos graxos na dieta (Fukuda et
al., 1999).

Como descrito anteriormente, a expressao elevada de FASN é observada em

uma ampla variedade de tumores malignos humanos. Embora os mecanismos



responsaveis por este fendmeno nao sejam completamente entendidos, de uma
maneira geral, a expressdao de FASN é regulada por fatores de crescimento,
horménio esterdides, e seus respectivos receptores (revisado por Mashima et al.,
2009). Fosfatidilnositol-3 quinase (PI3K)-Akt e proteina-quinase ativada por
mitégeno (MAPK) sdo vias de sinalizacdo que medeiam expressao de FASN
através do fator de transcricdo SREBP-1c. SREBPs s&o proteinas que estimulam
a transcricdo de FASN quando interagem com sequéncias especificas do DNA
dentro do promotor de FASN (Swinnen et al., 1997b; Swinnen et al., 2000b;
Heemers et al., 2001). Esta experimentalmente demonstrada a regulacdo muatua
de FASN e do receptor do fator de crescimento ErbB2, o qual induz a expressao
de FASN através da sinalizacdo PI3K (Kumar-Sinha et al., 2003), e por sua vez,
também depende da expressdo FASN (Menendez et al., 2004). Esta regulagao foi
observada por Menendez et al. (2004) em linhagens celulares de cancer de mama
e de ovario, nas quais a inibigcao (farmacolégica ou via RNAi) de FASN suprime a
expressao de ErbB2 através da elevacao da expressdao de PEA3, um repressor da
transcricdo de ErbB2. Estes efeitos sdo complexos e envolvem a ativacdo de
multiplas vias de transducéao de sinais, como por exemplo a via de PI3K-Akt (Van
De Sande et al., 2002; Wang et al., 2005). Os fatores de crescimento e seus
receptores também afetam a expressdo de FASN em células tumorais através da
via MAPK, que desencadeia uma cascata de sinais que culmina com a ativagéo do
ciclo celular (Menendez et al., 2005). Estd demonstrado que a progesterona
estimula a expressdo desta enzima em linhagens celulares de cancer de mama
(Lacasa et al, 2001), enquanto que androgenos aumentam a expressédo e a
atividade de FASN em linhagens celulares derivadas de cancer de prostata
(LNCaP) (Swinnen et al., 1997a; Swinnen et al., 2000a; Myers et al., 2001;
Heemers et al., 2001). Os efeitos destes horménios sobre a expressao de FASN
também envolvem a ativagdo da via de transducao de sinais PISK—-Akt e ERK1/2
(revisado em Lupu & Menendez, 2006). Tanto a testosterona como o EGF sao
capazes de estimular a expressdo génica de FASN através das proteinas
SREBPs, especialmente pela modulacdo de SREBP1c (Swinnen et al., 1997).



Relatos recentes tém mostrado que a expressao de FASN nao é somente
controlada por SREBP-1c, mas também por outros fatores de transcricao, tais
como as proteinas p53 e proteinas nucleares relacionadas com a lipogénese
como SPOT14, altamente expressa em tumores de mama (D'Erchia et al., 2006;
Martel et al., 2006). Recentemente, Sabbisetti et al (2009) demonstraram que a
expressao de FASN e de p63 (gene homodlogo ao supressor de tumor p53) estao
associadas, uma vez que o silenciamento de p63 reduz significantemente a
producdo de RNAs mensageiros e a atividade de FASN. Além destas vias de
sinalizacao intracelular, caracteristicas do microambiente extracelular também
desempenham um papel na regulacdo de FASN. Os tumores sélidos tém um
microambiente caracterizado por hipdxia, baixo pH e falta de nutrientes, que por
sua vez induzem a expressdao FASN (Menendez et al., 2005; Furuta et al., 2008).
Finalmente, a producao de FASN parece ser também regulada pela isopeptidase
USP2a (ubiquitin-specific protease-2a), que interage e estabiliza a proteina FASN
em células de cancer de préstata (Graner et al., 2004).

2.2. Inibidores especificos de FASN

A inibicdo da enzima FASN como uma possivel forma terapéutica para o
cancer tem sido estudada em diversas linhagens celulares. Existem cinco
inibidores da atividade de FASN: a cerulenina e seu analogo sintético ¢75, orlistat,
triclosan e EGCG (epigallocatechin-3-gallate), um componente do cha-verde
(Menendez et al., 2007).

A cerulenina ([2R,3S]-2,3 epoxi-1-0x0-7, 10 trans, transdodecadienamida) é
um produto natural do fungo “cefalosporium caerulens”, conhecida desde 1960 por
possuir propriedades anti-flingicas. E um inibidor da sintese de acidos graxos por
bloquear irreversivelmente a atividade de FASN (Omura, 1976; Pizer et al., 1996)
através de uma ligagcédo covalente no sitio catalitico B-cetoacil sintase (responsavel
pela reacdo de condensacdo dos residuos de acetil e malonil) (Kuhajda et al.,
2000). Por ser instavel, a aplicacao clinica da cerulenina é limitada. C75 é uma
pequena molécula sintética com cadeia de 7 carbonos (a-metileno-y-butirolactona)

que possui efeitos inibitérios sobre a atividade da FASN comparaveis aos da



cerulenina, sendo mais estavel do que esta Ultima e apresentando, portanto,
melhor efeito em experimentos in vivo (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).

Tanto a cerulenina como o0 ¢75 causam significativa inibicdo da progressao
do ciclo celular, blogueando a passagem das fases GO/G1 para a fase S em
linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas humanas (Pizer et al., 1996;
Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998b; Kuhajda, 2000; Li et al., 2001; De Schrijver
et al., 2003). A inibicao da atividade de FASN causa ainda, em células malignas,
um aumento na taxa de morte por apoptose (Li et al., 2001; Knowles et al., 2008).
Menendez et al. (2004) demonstraram, num estudo com linhagens derivadas de
cancer de mama e ovario, que a inibicdo de FASN com cerulenina ou c75 leva a
uma diminuicdo da expressdo da oncoproteina ErbB2. O tratamento com estes
inibidores causa também a reducdo no tamanho de tumores em modelos
xenograficos através da injecao de células derivadas de cancer de ovario humano
(OVCAR-3) no peritbnio de camundongos (Pizer et al., 1998a). Os mesmos
autores (Pizer et al., 2000) relataram uma acentuada reducéo da sintese de acidos
graxos e do volume tumoral, além de aumento da taxa de apoptose, em
camundongos que receberam implantes subcutédneos de células derivadas de
cancer de mama (MCF7), apo6s tratamento com c75. Gabrielson et al. (2001)
demonstraram efeito semelhante em modelo xenografico de mesotelioma, com
células H-Meso. Alli et al. (2005) observaram que camundongos transgénicos neu-
N tém expressao forgcada de ErbB2 e desenvolvem cancer de mama de forma
espontanea, apresentaram significante diminuicdo no aparecimento dos tumores
quando tratados com c75 (de 50% para 20%), o que sugere um efeito
quimiopreventivo.

Orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche como Xenical) € um
derivado semi-sintético da lipstatina ja aprovado pela “Food and Drug
Administration” (FDA), para o tratamento da obesidade por inibir irreversivelmente
a acao de lipases gastricas e pancreaticas (Guerciolini et al., 1997). Esta droga
também € capaz de bloquear a funcao tioesterase da FASN, responsavel pela
liberacdo do palmitato (Kridel et al, 2004) o que lhe proporciona efeito anti-

proliferativo em células de cancer de mama e prostata e anti-tumoral em modelo
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xenografico de cancer de préstata (Menendez et al, 2004; Knowles et al., 2004).
Browne et al. (2006) inibiram a atividade de FASN com orlistat em células
endoteliais de vasos sanguineos e observaram reducao na proliferacao, o que foi
atribuido a inibicdo da expressao do receptor VEGFR-2 na superficie celular.
Menendez et al. (2004, 2005c) demonstraram que o tratamento de células
derivadas de carcinoma de mama (SK-Br3) e de estobmago (NCI-N87) com orlistat
causa, além da inibicdo da sintese de acidos graxos, um bloqueio do ciclo celular
nas fases G0/G1, além de aumentar o indice apoptotico. Menendez et al. (2004)
mostraram que inibicdo de FASN com orlistat ou com RNAIi diminui a expressao
do receptor de superficie ErbB2 em linhagens celulares de cancer de mama e de
ovario, além de aumentar os niveis de p27"P'. Em recente estudo realizado por
nosso grupo (Carvalho et al., 2008), células B16F10 foram injetadas na cavidade
peritoneal de camundongos C57BI6 e resultaram no desenvolvimento de
metastases espontaneas para os linfonodos mediastinicos em 100% dos casos.
O tratamento destes animais com orlistat reduziu pela metade o numero de
linfonodos afetados e inibiu a proliferacao das células de melanoma em cultura,
com bloqueio da passagem para a fase S do ciclo celular.

Triclosan (5-cloro-2-[2,4-diclorofenoxi]fenol) € um agente anti-séptico utilizado
em sabonetes, dentrificios e enxaguatérios bucais, que bloqueia a atividade de
FASN pela inibicdo do dominio enoil redutase (Liu et al., 2002). A substancia
EGCG (epigalocatequina-3-galato) € um componente do cha verde que tem
demonstrado atividades comparaveis as da cerulenina e do ¢75 por bloquear a
FASN no sitio B-cetoacil redutase (Wang e Tian, 2001).

Apesar de promissores, os estudos que visam a inibicdo farmacolégica de
FASN como uma forma de quimioterapia para o tratamento de neoplasias
malignas devem ser interpretados com cuidado. Esta demonstrado que o bloqueio
de FASN in vivo pode causar efeitos colaterais como anorexia e perda de peso
(Clegg et al., 2002), além de apresentar potencial efeito teratogénico (Chirala et
al., 2003). Além do mais, um estudo do nosso grupo mostrou que cerulenina é

capaz de inibir o crescimento de fibroblastos humanos normais em culturas
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primarias (Almeida et al., 2005), sugerindo que a producdo enddgena de &cidos

graxos nao seja essencial somente para as células malignas.

2.3. Efeitos bioldgicos da inibicao da expressao ou atividade de FASN
Embora os mecanismos através dos quais o bloqueio de FASN induz a
morte celular em células neoplasicas ainda sejam desconhecidos, varias
possibilidades tém sido propostas. Estudos preliminares indicam que a inibicao de
FASN provoca acumulo do metabdlito intermediario malonil-CoA, o qual induz
apoptose pelo seu préprio efeito citotoxico e por bloquear a oxidacdo de acidos
graxos (Pizer et al., 2000; Li et al., 2001; Thupari et al., 2001; De Schrijver et al.,
2003). Outros estudos sugerem que a falta de acido graxo pode ser um fator
critico para a inducao da apoptose. Chajes et al. (2006) observaram que durante o
cultivo de células neoplasicas com expressao diminuida das enzimas Acetil-CoA
carboxilase e FASN tém altos indices apoptéticos, o que ndo acontece quando
acido palmitico é acrescentado ao meio de cultura. Segundo Pizer et al. (1998a), o
efeito citotoxico da inibicdo de FASN nao se deve a uma acao direta no DNA ou
na maquinaria de replicacdo e envolve a fungdo de p53, o qual foi relacionado a
perturbacées na sintese de acidos graxos (Li et al., 2001). Entretanto, o efeito
citotdéxico decorrente do bloqueio de FASN pode ocorrer de maneira independente
de p53, através da ativacao direta de sinais apoptdticos como a alta expressao de
Bax, liberagdo do citocromo C e ativacdo de caspases (Heiligtag et al., 2002).
Bandyopadhyay et al. (2006) inibiram a expressdo de FASN através de RNAi em
células de cancer de mama, o que levou a um acumulo de malonil-CoA e
consequente inibicdo da enzima de membrana mitocondrial CPT-1. Esta ultima é
responsavel pela transesterificagdo dos acidos graxos de cadeia longa (na forma
de acil-CoAs) em acil-carnitina, permitindo a entrada destes na mitocondria para
serem oxidados. Também foi verificado um aumento do lipidio ceramida, que esta
relacionado a respostas apoptéticas celulares mediadas por indutores de
apoptose, como FAS/FAS ligante, TNF-a (fator de necrose tumoral a), fatores de
crescimento, hipéxia e danos ao DNA. Foi observado ainda que a inibicdo de

FASN promove aumento na expressao de genes pré-apoptéticos como BNIP3S,
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TRAIL (“tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand”) e DAPK2
(“death-associated protein kinase 27). Estudos mostram que a pertubacado na
atividade enzimatica de FASN induz estresse no reticulo endoplasmatico das
células tumorais e estas respondem com a ativacao do processo autofagico, estes
achados sugerem uma relacao entre a autofagia e a lipogénese tumoral (Little et
al., 2007; Buzzai et al., 2007; Ogata et al., 2006; Yorimitsu et al., 2007).

Estudos recentes do nosso laboratério tém demonstrado que a inibicdo de
FASN com orlistat ou cerulenina em células de melanoma murino B16F10 inibe a
proliferacao e induz morte por apoptose, com liberagao de citocromo ¢ e ativacao
de caspase-3. A morte celular induzida por orlistat é precedida por estresse
oxidativo (aumento de espécies reativas de oxigénio - EROs e [Ca2+]cit) e é
independente da participacdo de p53, calcineurina ou abertura de poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial (Zecchin et al., dados nao publicados).
Como mencionado anteriormente, Browne et al. (2006) mostraram que orlistat
suprime a proliferacao das células endoteliais e a angiogénese. Finalmente, a
expressao forcada de FASN confere resisténcia aos quimioterapicos adriamicina e
mitoxantrona em células de cancer de mama (Liu et al., 2008). Em conjunto, todas
estas observacdes sugerem que a inibicaio de FASN poderia ser uma nova
estratégia para interferir na sobrevivéncia tumoral, com possivel participacdo de

um efeito anti-angiogénico.

2.4. Angiogénese

Os vasos sanguineos sao originados durante o desenvolvimento
embrionario através de um fendmeno conhecido como vasculogénese, no qual
uma rede vascular primitiva € estabelecida a partir dos angioblastos (precursores
das células endoteliais). Os angioblastos proliferam, migram e se diferenciam em
células endoteliais, que entdo formam as artérias, as veias e os linfaticos (Evan et
al., 2001; Korsmeyer et al., 1999). O processo de formacédo de vasos sanguineos
em tecidos adultos é conhecido como angiogénese ou neovascularizagao, no qual
novos vasos sdo formados a partir da extensdo e ramificacdo de vasos pré-

existentes ou pelo recrutamento de células progenitoras endoteliais da medula
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O0ssea (Carmeliet et al., 2001). A angiogénese € essencial nos processos
inflamatérios crénicos, cicatriciais, para a vascularizacao de tecidos isquémicos e
crescimento tumoral. Seu papel na patogénese de tumores malignos tem gerado
muitos estudos nos ultimos anos para compreender os mecanismos bioldgicos
envolvidos, bem como os efeitos terapéuticos dos agentes anti-angiogénicos.

O controle molecular da angiogénese é complexo e tem um papel chave
desempenhado pelo fator de crescimento vascular (VEGF) (Ferrara et al., 2002).
O crescimento dos vasos sanguineos para responder as necessidades do tecido
depende da producdo e secrecdo de VEGF, que é estimulada pela falta de
oxigénio. Na hipdxia ou em resposta a TGF-a, TGF-B e PDGF ocorre um aumento
intracelular do chamado fator | induzido por hipoxia (HIF-1a), que por sua vez
estimula a transcricdo do gene que codifica VEGFA, cujo produto protéico difunde-
se pelos tecidos e atua sobre seus receptores presentes nas células endoteliais.
Com o auxilio de proteases, como MMP-2, -3 e -9, as células endoteliais digerem
seu caminho através da matriz extracelular, migram, proliferam sobre uma matriz
provisoria formada por proteinas plasmaticas formando tubos e, finalmente,
diferenciam-se (Risau et al., 1997; Yancopoulos et al., 2000; Jain, 2003). Apés o
reestabelecimento da oxigenacao, HIF-1a torna-se indisponivel através de sua
continua degradacao proteossémica dependente do produto do gene von Hippel-
Lindau (VHL) (Yancopoulos et al., 2000). Como resultado, as células endoteliais
se tornam quiescentes e 0s vasos permanecem ou regridem se ndo forem mais
necessarios.

Existe uma variedade de fatores indutores de angiogénese, 0os quais sao
divididos em trés classes (Klagsbrun & Moses, 1999; Bergers & Benjamin, 2002).
A primeira consiste na familia do fator de crescimento epitelial vascular (VEGF) e
das angiopoietinas, os quais agem especificamente nas células endoteliais. A
segunda classe inclui principalmente moléculas de acao direta, como citocinas,
quimiocinas e enzimas angiogénicas que ativam diversas células alvo, além das
endoteliais. Um importante membro deste grupo € o fator de crescimento
fibroblastico basico (FGF-2), um dos primeiros peptideos angiogénicos a ser
caracterizado (Moore et al., 1998; Brown & Bicknell, 1998; Chiarugi et al., 1998). O
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terceiro grupo de moléculas angiogénicas tem acao indireta, que resulta na
liberacao de fatores de acao direta por macréfagos, células endoteliais e células
tumorais, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e o fator de crescimento
transformante- B (TGF-B). In vivo, TGF- B induz angiogénese e estimula a
expressao de TNF- a, FGF-2, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e VEGF por atrair células inflamatérias (Falcone et al.,, 1993; Pintavorn &
Ballermann, 1997). TNF-a é capaz de aumentar a expressao de VEGF e de seus
receptores, de IL-8 e de FGF-2 pelas células endoteliais, o que explica suas
propriedades angiogénicas in vivo (Giraudo et al., 1998; Yoshida et al., 1997).

2.5. Angiogénese tumoral

Mesmo com todas as alteragdes genéticas que permitem o crescimento
desordenado e a sobrevivéncia das células malignas, os tumores nao podem ter
mais do que 1 ou 2 mm de didmetro, a menos que sejam vascularizados
(Folkman, 2002). Assim como em tecidos normais, a angiogénese tumoral pode
ocorrer pela mobilizagdo de células precursoras ou pelo desenvolvimento dos
capilares ja existentes, no entanto, os vasos sanguineos formados diferem dos
normais por serem tortuosos, irregulares e permeaveis (Jain, 2003; McDonald et
al., 2003).

As fases mais iniciais do crescimento das neoplasias malignas né&o
estimulam a angiogénese, sendo que estas podem permanecer “dormentes” por
meses ou anos, até que algumas de suas células tumorais adquiram um fenétipo
angiogénico (revisado por Berger & Benjamin, 2003). A mudanga para o fenétipo
angiogénico depende do equilibrio entre fatores prdé ou anti-angiogénicos. Os
tumores podem adquirir o fendtipo angiogénico: 1 — produzindo fatores
angiogénicos, 2 — ativando células do estroma, como fibroblastos, macrofagos,
mastécitos e leucocitos, recrutados do tecido adjacente ou de tecidos néo-
tumorais mais distantes; 3 — utilizando fatores angiogénicos aprisionados na
matriz extra-celular (MEC) e 4 — pela expressdo de novos epitopos na MEC que

promovem angiogénese.
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Os fatores angiogénios VEGF e FGF séao liberados pelo tumor, pelas
células inflamatérias que infiltram os tumores (como os macréfagos) e pelo proprio
estroma tumoral (Ferrara, 2003). As células do estroma podem contribuir com
sinais positivos ou negativos para o desenvolvimento tumoral, além de
contribuirem para que suas células resistam as terapias citotéxicas (Joyce, 2005,
Sparmann & Bar-Sagi, 2004; Albini et al., 2005; Karin, 2005). Albini & Sporn (2007)
relataram, em trabalho de revisdo que disfungcdes nas células do estroma durante
os estagios precoces do crescimento do tumor, associadas as alteracées que
ocorrem nas células malignas propriamente ditas, sao cruciais para a
sobrevivéncia do tumor. Portanto, pode-se considerar o “microambiente” como
parte integral de uma neoplasia, sendo formado por células endoteliais e seus
precursores, pericitos, células musculares lisas, fibroblastos de fenétipos variados,
miofibroblastos, neutréfilos e outros granulécitos (eosindfilos e basdéfilos),
mastoécitos, linfocitos T, B e “natural killer’, além de células apresentadoras de
antigenos, como macrofagos e células dendriticas. Os sistemas sanguineos e
linfaticos, bem como os componentes da matriz extracelular também fazem parte
do microambiente tumoral.

Devido a importdncia da neoformagdo vascular no desenvolvimento
tumoral, muitos estudos tém avaliado os mecanismos dos agentes anti-
angiogénicos. O primeiro inibidor angiogénico descrito foi a trombospondina-1, que
modula a proliferagdo de células endoteliais e sua mobilidade (Volpert et al.,
1995). Surpreendentemente, muitas moléculas inibitorias, tais como as "estatinas”,
sao derivadas de proteinas maiores que nao tém efeito sobre a angiogénese.
Entre elas estdo a angiostatina (um fragmento do plasminogénio que liga a
anexina Il e a ATP sintase), endostatina, tumstatina e canstatina, os quais sao
fragmentos de colagenos que se ligam a integrinas (revisado por Kalluri et al.,
2002; O’Reily et al, 1997a; O'Reily et al., 1997b; Maeshima et al, 2001;
Kamphaus et al.,, 2001). Outro grupo de inibidores € formado por drogas
antagonistas ao VEGF ou VEGFR-2. Por exemplo, avastina € um anticorpo
monoclonal que se liga ao VEGF impedindo que ele se acople ao seu receptor
(VEGFR-2) (Kim et al., 1992; Ferrara et al., 2004), utilizado no tratamento de
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pacientes com cancer de colon uterino metastatico (US Food and Drug
Administration, FDA, 2004). SUTENT (SU11248), uma pequena molécula
antagonista do dominio quinase e VEGFR-2 (Mendel et al., 2003) tem
demonstrado eficacia em tumores metastaticos gastrointestinais (Demetri et al.,

2005) e em células de carcinoma metastatico renal (Motzer et al., 2005).

2.6. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

Muitas moléculas tém sido implicadas como reguladores positivos da
angiogénese, através da ativacdo de varios receptores (Folkman et al., 1992;
Yancopoulos et al., 2000). Entretanto, a mais estudada é o VEGF, que promove o
crescimento das células endoteliais derivadas de artérias, veias e linfaticos
(Ferrara et al., 1997). VEGF é um termo que engloba uma familia de 7 membros
formada por PLGF, VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE e VEGFF. VEGFA
€ o principal regulador do crescimento dos vasos sanguineos e VEGFC e VEGFD
regulam a linfangiogénese (Karkkainen et al., 2002). Além de ser mitbgeno para
células endoteliais, VEGFA também tem importante efeito sobre a permeabilidade
vascular e quimiotaxia de células derivadas da medula 6ssea ou mondcitos
(Clauss et al., 1990). Este fator se liga aos receptores VEGFR-1 ou VEGFR-2 e
aos co-receptores neuropilinas 1 e 2 (NRP1 e NRP2), ao passo que VEGFC e
VEGFD se ligam a VEGFR-3 no processo de linfangiogénese (Karkkainen et al.,
2002). Existem muitas evidéncias de que VEGFR-2 é o mais importante mediador
da mitogénese e sobrevida das células endoteliais, bem como da permeabilidade
vascular durante a angiogénese. Em contraste, VEGFR-1 ndo medeia sinais
mitogénicos e pode, especialmente durante o desenvolvimento embrionario, inibir
a proliferacdo endotelial através do sequestro de VEGFA, que por sua vez impede
que este fator ligue-se ao VEGFR-2 (Ferrara et al., 2003). VEGFR-1 e VEGFR-2
sdo expressos em células endoteliais vasculares e células tumorais e VEGFR-3 é
aparentemente produzido apenas por células endoteliais linfaticas (Kowanetz e
Ferrara, 2006). A expressdao do VEGF-A & também estimulada por citocinas e
fatores de crescimento (TGF-B, PDGF, TGF-a) e por hipdxia tecidual, mecanismo

relativamente bem compreendido (Dvorak et al., 1995).
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2.7. Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA)

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGFA ou apenas VEGF) é um
mitbgeno especifico para células endoteliais com papel central na angiogénese
durante varios processos fisioldgicos e patoldgicos, (Ferrara et al., 2002), sendo o
principal alvo da terapia anti-angiogénica contra o cancer (Catena et al., 2007). O
gene humano que codifica VEGF reside no cromossomo 6p21.3 e esté organizado
em 8 exons (Vincenti, et al.,1996; Tisher et al.,1991). Através do mecanismo de
splicing alternativo, o gene VEGFA produz proteinas variantes com atividadde pré-
angiogénica como VEGF206, VEGF189, VEGF183, VEGF165, VEGF148,
VEGF145, e VEGF121 (Ferrara et al, 1997; Houck et al.,1991) ou anti-
angiogénicas como, VEGF189b, VEGF183b, VEGF165b, VEGF145b e VEGF121b
(Woolard et al., 2004). As isoformas correspondentes em camundongos, cujo gene
reside no cromossomo 17, sao VEGF205, VEGF188, VEGF182, VEGF164,
VEGF147, VEGF144, e VEGF120. Os exons 1 a 5 e 8 estdo preservados em
todas as variantes, enquanto a utilizacdo ou ndo dos exons 6a, 6b, € 7 produz as
isoformas. Por exemplo, nas isoformas 121/120 faltam os exons 6 e 7 (Ferrara et
al., 1997), ja os fatores 165/164 contém o exon 7 e as formas 148/147 tém a
mesma seqliéncia de aminoacidos de 165/164 menos 35 pares de base ao final
do exon 7 (Whittle et al.,1999). Os mensageiros de 189/188 possuem os exons 6 e
7 (Ferrara et al., 1997) ao passo que de 183/182 perdem 18 pares de base do
exon 6 (Lei et al., 1998). Os fatores 145/144 contém o exon 6a mas nao o exon 7
(Poltorak et al., 1997) e as varientes 206/205 sdo as mais extensas, contendo
além de exons 6 e 7, mais 51 pares de base do intron 3 (Houck et al., 1991). As
isoformas de VEGF diferem na sua capacidade de interagcdo com heparan sulfato
e heparina na matriz extracelular, bem como na afinidade com seus receptores
(Neufeld et al., 1999). Entretanto, todas elas se ligam a VEGFR-1 (flt-1) e VEGFR-
2 (KDR/FIk-1) (Waltenberger et al., 1994; Carmeliet et al.,1999), sendo a interacao
com o ultimo reforgada por neuropilina-1 (NP-1) (Soker et al.,1998).

A maioria das células produtoras de VEGF parecem expressar
preferencialmente VEGF121, VEGF165 e VEGF189 (Ferrara et al., 2002), dentre
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as quais a mais estudadas sdo VEGF165 e VEGF165b, presentes tanto em
tumores como em tecidos normais (Rennel et al., 2008).VEGF121/120 € muito
soluvel, pois nédo se liga a heparina, ao contrario de VEGF165/164 que quando
secretada, se mantém ligada a superficie da célula ou a matriz extracelular (Park
et al,, 1993). VEGF189/188, que mantém ambos os exons 6 e 7, tem maior
afinidade a heparina e, portanto, permanece fortemente associada a superficie
celular ou matriz extracelular. VEGF145 é uma das principais variantes produzidas
por vérias linhagens de células derivadas de carcinomas do aparelho reprodutor
feminino (Poltorak et al.,1997) e também tem sido detectada no ovario e em
amostras dos tecidos da mama (Stimpfl et al., 2002). VEGF148 foi identificado em
glomérulos humanos (Whittle et al., 1999), mas nao ha dados relativos da sua
expressao em outros tecidos. VEGFA 189 é altamente expresso nos pulmodes
(Cheung et al., 1998; Ng et al., 2001), enquanto que no corag¢ao ha predominancia
da expressao de VEGFA 189 e 165 (Carmeliet et al, 1999). VEGF206 é uma
isoforma muito rara encontrada em uma biblioteca de figado fetal humano
(Neufeld et al., 1999). Todas as 7 isoformas estdo presentes no testiculo de rato
durante o décimo oitavo dia de desenvolvimento embrionario e 3 dias apds o
nascimento (Bott et al., 2006), e a expressao de VEGFA 188, 164 e 120 durante o
processo de reparo hepatico de rato é variavel (Kraizer et al, 2001). As
informagdes acima sugerem que a angiogénese fisioldgica ou patologica depende

do balango da expressao das isoformas de VEGF.

2.8. Melanoma e VEGFA

O melanoma é uma neoplasia maligna conhecida pelo seu comportamento
clinico agressivo, propensao para metastases e resisténcia ao tratamento
quimioterapico. Os melanomas originam-se da transformagdo maligna dos
melanécitos, células produtoras de pigmentos derivadas da crista neural que
migram para a pele, retina e mucosas oronasal e respiratdria durante o
desenvolvimento (Quevedo & Fleischmann 1980). Assim como em outras
neoplasias malignas, acredita-se que tanto fatores ambientais como genéticos
contribuam para a etiologia do melanoma, sendo o grau de pigmentacéo da pele e
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a radiacao ultravioleta, fatores predisponentes ao seu desenvolvimento (revisado
por Chin 2003).

De maneira geral, o0 melanoma representa cerca de 4% das neoplasias
malignas de pele, sendo o terceiro tipo de cancer de pele mais comum, com
incidéncia mundial anual de 24,6 casos para cada cem mil homens e 15,6 casos
para cada cem mil mulheres. Estimativas do National Cancer Institute-
(www.cancer.gov) previram nos E.U.A. 68.720 novos casos, com 8.650 mortes em
2009. No Brasil, segundo dados do INCA, o melanoma representa a oitava
neoplasia maligna mais frequente em homens e nas mulheres, tendo sido
estimados 5.920 novos casos para o ano de 2008 (INCA, 2008). Cerca de 91,2%
dos casos de melanoma afetam a pele, 5,3% o0s olhos, 2,2% apresentam local
primério indeterminado e 1,3% afetam as mucosas, dos quais 55,4% ocorrem na
regiao de cabeca e pescogo. Os melanomas primarios da cavidade oral sao raros
(1-2%), no entanto podem apresentar maior agressividade do que os da pele
(revisado em Hicks & Flaitz 2000). No estagio inicial, o melanoma é efetivamente
tratado por excisdo cirdrgica, mas a doenca metastatica € na maioria das vezes
fatal e apresenta a sobrevida média de 8 meses e de 2% em 5 anos (Lee et al.,
2000, Innocenzi et al., 2003). Fatores associados a radiacao UV, tais como grau
de pigmentacdo da pele, indice de exposicdo a efeitos mutagénicos diretos no
DNA, indugdo da producdo de fatores de crescimento pelas células da pele,
reducdo da imunidade e estimulacdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio estdo associados a etiologia dos melanomas (Mackie et al, 2005;
Thompson et al., 2005). Vérias alteracdes genéticas tém sido identificadas, sendo
a mais estudada a mutacao pontual (T1799A) no proto-oncogene BRAF, que é
detectada em aproximadadmente 65% dos individuos afetados por esta neoplasia
(Chin et al., 1998; Gray-Schopfer et al., 2005; Garraway et al., 2005; Hayward et
al., 2003; Pollock et al., 2003).

O VEGF tem expresséo elevada na maioria dos tumores humanos (Ferrara
et al., 1997), incluindo o melanoma maligno (Potgens et al.,1995; Rennel et al.,
2008), no entanto, a expressdo de cada isoforma é variavel. Por exemplo, em

cancer de mama, a forma predominante é VEGF 121 (Zhang et al.,1995),
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enquanto que a variante 165 € encontrada em maior quantidade nos glioblastomas
(Berkman et al.,1993) e em melanomas € o VEGF121 que parece predominar
(Potgens et al., 1995; Redondo et al., 2000; Yu et al., 2002). Cheung et al (1998),
mostraram que em carcinoma pulmonar, a progressao maligna foi associada com
a expressao de VEGF189. A expresséao forcada de VEGF121 e VEGF165 em
células WM1341B (derivadas de melanoma humano em estagio inicial) resultou
em um agressivo crescimento tumoral, o que nao aconteceu com VEGF189 (Yu et
al., 2002). Alteragbes no splicing de VEGF tém sido detectadas durante a
carcinogénese em pele na presenca do v-oncogene H-ras (Tober et al., 1998).
Em estudos imunohistoquimicos, a alta expressao de VEGFA esta associada com
a progressao dos melanomas (Bryehtova et al., 2008; Einspahr et al., 2007) e o
aumento da expressao desta proteina parece ser um indicador de transformacéao
maligna de nevos displasicos para melanoma (Einspahr et al., 2007).

A proteina anti-angiogénica VEGF165b possui baixa expressdo em
melanoma metastatico (Pritchard-Jones et al., 2007), em carcinomas de préstata
(Woolard et al., 2004) e de rim (Bates et al.,, 2002). A expressao forcada de
VEGF165b em células de sarcoma de Ewing reduziu o crescimento tumoral em
camundongos, assim como a proliferacdo e migracdo endotelial em meio
condicionado (Rennel et al., 2008). O mecanismo pelo qual VEGFb limita o
crescimento tumoral ainda nédo esta elucidado, contudo, € evidente a partir de
estudos anteriores que VEGF165b é capaz de se ligar tanto a VEGFR-1 (Cebe et
al., 2006) como VEGFR-2 (Woolard et al., 2004), porém, desencadeia uma fraca
sinalizagcédo (Woolard et al., 2004; Cebe et al., 2006).

2.9. Atividade de FASN e VEGF

A alta expressdo do oncogene erbB-2 esta associada com progressao
tumoral acelerada e desenvolvimento de metastases e FASN € um dos genes
regulados por erbB-2 nas etapas de transcricdo e traducdo. Como descrito
anteriormente, ja foi demonstrado que a inibicdo farmacol6gica da atividade de
FASN e o silenciamento da expressdo do gene que codifica esta enzima, inibem

especificamente a expressdo de erbB-2 e sua atividade tirosina-quinase em
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células de cancer de mama e ovario que apresentam expressao elevada deste
receptor. A alta expressao de erbB-2 estd também relacionada com expressao
aumentada do fator indutor de hipéxia-1a (HIF-1a), fator de transcricdo que regula
a expressao de varios genes, incluindo o VEGF.

Em estudo realizado por Menendez et al. (2005), a inibicao especifica da
atividade de FASN com C75 ocasionou um forte aumento dose-dependente da
expressao de VEGF (acima de 500%) em células de cancer de mama que
apresentam expressédo elevada de erbB-2. Ao mesmo tempo, o bloqueio da
atividade de FASN ativou drasticamente a via MAPK e promoveu um acumulo
proeminente de HIF-1a nestas mesmas células. Além disso, a inibicdo da
atividade de MAPK como o inibidor especifico U0126 aboliu o0 acumulo de HIF-1a
e a expressao de VEGF induzidas por C75. Um aumento da expressao de VEGF,
ativacdo de MAPK e aumento da expressdo de HIF-1a também foi observado
quando o gene que codifica FASN foi silenciado através de RNAi. Em conjunto,
estes achados sugerem que a perturbacao do metabolismo enddégeno de acidos
graxos das células tumorais desencadeia uma condi¢gao “hipdxia-like” (oxigénio-
dependente) que recupera prontamente a cascata MAPK-HIF-1a-VEGF
dependente de erbB-2. Estes achados mostram também que existe uma conexao
entre o metabolismo enddgeno de acidos graxos catalizado por FASN e HIF-1a, o
que pode ser uma adaptacdo metabolica das células tumorais com alta expressao
de erbB-2 para sobreviver em ambientes hipdxicos (Menendez et al., 2005).

Browne et al. (2006) demonstraram que orlistat iniboe FASN nas células
endoteliais, bloqueando a sintese de &acidos graxos e previnindo a sua
proliferacdo. Da mesma maneira, orlistat inibe a neovascularizagdo humana em
ensaio ex vivo, o que sugere que esta pode ser uma potente droga anti-
angiogénica. Segundo estes autores, o efeito pode ser atribuido ao fato de que

orlistat previne a expressao do VEGFR-2 na superficie das células endoteliais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar o efeito da inibicio de FASN com orlistat sobre a angiogénese
induzida em modelo murino com melanoma.
3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Verificar o efeito da inibicdo de FASN com orlistat sobre a indugéo da
angiogénese através do implante intradérmico de células B16F10 no ventre de
camundongos C57BI6.

3.2.2. Estudar as conseqléncias da inibicdo da atividade de FASN com
orlistat sobre a expressdo de RNAs mensageiros de FASN e VEGFA nos tumores,
através de reagdes de RT-PCR semi-quantitativo.

3.2.3. Estudar as conseqliéncias da inibicao da atividade de FASN com
orlistat e cerulenina sobre as taxas de proliferacao pelas células RAEC.

3.2.4. Analisar as conseqiiéncias na indugéo da proliferacdo da linhagem

RAEC por fatores liberados em meio condicionado por células B16F10.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura de células

As linhagens B16F10 (ATCC), derivada de um melanoma de camundongo, e
RAEC, derivada do endotélio da aorta de coelho (gentiimente cedida pela Profa.
Dra. Helena B. Nader, do Departamento de Bioquimica da Escola Paulista de
Ciéncias Biomédicas da Unifesp), foram utilizadas na presente pesquisa. As
células foram cultivadas em frascos plasticos de 25 ou 75 cm? (NUNC, Dinamarca)
com meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A) ou HAM-F12 (Cultilab, Brasil)
suplementado com 10% de FBS (Culiilab, Brasil) e solugdo antibidtica e
antimicética (Invitrogen, E.U.A.) na diluicdo de 1:100, a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO, e 95% de umidade.

O subcultivo foi realizado quando as culturas atingiam uma confluéncia cerca
de 70%. Para isto, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com 10 ml
de solugao salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e entdo incubadas a 37°C
com de tripsina a 2%, para a linhagem B16F10, e pancreatina a 10% (SIGMA,
E.U.A.), para a linhagem RAEC. Ap6s um periodo que variou de 1 a 3 minutos
para tripsina e de 20 a 30 minutos para a pancreatina, as células ficavam
separadas da superficie do frasco de cultura (que foi determinado por observacao
em microscopio de contraste de fase), sendo entdo a acao da tripsina ou da
pancreatina interrompida pela adicdo de 5 ml (frasco de 25 cm?) ou 10 ml (frasco
de 75 cm?) de meio de cultura contendo 10% de FBS. A suspensdo de células foi
transferida para tubos cénicos de plastico de 15 ml estéreis (Corning, E.U.A.) e
estes centrifugados a 800 xg por 3 minutos. O sobrenadante foi removido e
descartado e os “pellets” de células ressuspendidos em 5 ml de meio de cultura
com 10% de FBS, as células contadas e re-plaqueadas em novos frascos de
cultura. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. Visando manter o estoque
congelado em nitrogénio liquido e trabalhar sempre com as células em passagens
semelhantes, congelamos varias amostras de cada linhagem celular antes da
realizacdo dos experimentos. Para isto, as células foram suspensas em solucao
1/1 contendo 20% de di-metil sulfoxido (DMSO, Sigma, E.U.A.) e RPMI 1640 ou
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HAM-F12 com 50% de FBS e congeladas em nitrogénio liquido. Para descongelar
as células, os criotubos (NUNC, Dinamarca) foram colocados em banho de agua a
37°C e, apos rapido descongelamento, transferidas para tubos de 15 ml contendo
10 ml de meio e centrifugadas. Os “pellets” foram entdo ressuspendidos em 5 ml
de meio de cultura e as células plaqueadas para realizacao dos experimentos. Em
todos os procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a
manutencao da esterilidade, sendo as linhagens subcultivadas no maximo por dez
passagens e entdo descartadas. Todos os experimentos apresentados neste
trabalho foram feitos com o mesmo lote de FBS, para evitar variagdes indesejaveis

no padrao de crescimento celular decorrentes de sua composigao.

4.2. Preparo das solucoes de orlistat

Para a aplicacdo em camundongos, o composto ativo do orlistat (Xenical,
Roche, Suica) foi extraido de acordo com Knowles et al. (2004), dissolvendo-se o
contetdo de uma capsula em 1 ml de etanol a 33% em PBS, seguido de agitacao
por 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a solugdo foi centrifugada a
16.000 xg 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 (Merck, Alemanha) foi utilizado
para dissolver o conteudo das capsulas do medicamento.

4.3. Analise da proliferacao celular e do ciclo celular

Os experimentos de citometria de fluxo foram analisados no laboratério do
Professor Dr. Anibal E. Vercesi, no Departamento de Patologia Clinica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, em colaboragédo com a Profa. Dra.
Karina G. Zecchin.

Para a andlise da proliferacdo celular, foram plaqueadas 8x10° células
RAEC em cada poco de placas de 24 pocos com 1ml meio HAM-F12
suplementado com 10% FBS. Apds 24 horas do plaqueamento, o meio foi
substituido por HAM-F12 sem FBS e as células incubadas por mais 24 horas,

quando entdo se iniciou o tratamento com orlistat a 100 uM ou etanol como
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controle e cerulenina a 0,70 pug/ml (Sigma, E.U.A.) e DMSO como controle, agora
novamente em meio contendo 10% de FBS. As células foram coletadas a cada 24
h apos o inicio do tratamento e contadas em camaras de Neubauer, por 8 dias.

Para a andlise da distribuicdo das células dentre as fases do ciclo celular,
foram plaqueadas 4x10* células RAEC em placas de 6 pogos em meio HAM-F12
suplementado com 10% FBS. Apds 24 horas do plagueamento, o meio foi
substituido por HAM-F12 sem FBS e as células incubadas por mais 24 horas,
quando entao se iniciou o tratamento com orlistat a 100 uM e etanol como controle
ou cerulenina a 0,70 pg/ml ou DMSO como controle, novamente em meio
contendo suplemento com 10% de FBS. As células foram coletadas depois de 48,
72 e 96 horas, fixadas com etanol a 70% gelado, colocadas a -20°C por 12 horas,
lavadas em PBS gelado e tratadas com 10 pg/ml de RNAse durante 1 hora a
37°C. Apos incubacao com 50 ug/ml de iodeto de propideo a 4°C, a distribuigdo
das células no ciclo celular foi analisada utilizando-se o software CellQuest
(Becton Dickinson) em um citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) equipado com laser de argbénio. Dez mil eventos foram analisados
para cada amostra.

4.4. Ensaio de proliferacao de células endoteliais em meio condicionado

Para verificar o efeito de fatores secretados por células de melanoma sobre
o crescimento das células RAEC, foram plaqueadas 4x10* células RAEC por poco
de placas de cultura de 6 pogcos em meio HAM-F12 suplementado com 10% FBS.
Apos 24 horas do plaqueamento, o meio foi substituido por HAM-F12 sem FBS e
as células incubadas por mais 24 horas, quando entdo se iniciou a incubagéo com
1 ml (50%) ou 1,6 ml (80%) de meio RPMI 1640 suplementado com 10% FBS
metabolizado por um periodo de 24 horas por aproximadamente 2,5x10* células
B16F10, acrescentado 1 ml ou 0,40 ml de meio HAM-F12 suplementado com 10%
de FSB. Como controle, utilizou-se 1 ml ou 1,60 ml de meio HAM-F12
suplementado em 10% FBS metabolizado por cerca de 1x10° células RAEC por
um periodo de 24 horas acrescido de 1 ml ou 0,40 ml de HAM-F12 novo

suplementado com 10% de FBS. Para verificar a distribuicdo das células nas fases
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do ciclo celular, as células tratadas com 1 ml (50%) de meio condicionado foram
coletadas depois de 48 e 72 horas e para as células tratadas com 1,6 ml de meio
condicionado (80%) a coleta foi nos periodos de 48, 72 e 96 horas. Para estimar o
namero de células, estas foram coletadas depois de 48, 72 e 96 horas, como
descrito anteriormente, e contadas utilizando o software CellQuest em um
citdmetro de fluxo FACSCalibur.

4.5. Modelo animal para estudo da angiogénese

O modelo animal utilizado neste trabalho para o estudo de angiogénese
induzida pelo melanoma foi descrito por Leyon e Kuttan, em 2004. A presente
pesquisa foi aprovada pela Comité de Etica na Experimentagdo Animal (n° 1773-1,
CEEA-IB-UNICAMP — anexo I).

Setenta e um camundongos C57BI6, divididos em quatro experimentos
independentes (Tabela 1), com cerca de 6 semanas de vida obtidos junto ao
CEMIB-UNICAMP e mantidos em gaiolas apropriadas, alimentados com racao
comercial Labina (Purina, Brasil) e providos de agua ad libitum. Os animais
ficaram em sala climatizada com controle automatico de iluminacao, alternando
periodos claros e escuros a cada 12 horas. Em cada experimento, foram
realizados implantes intradérmicos de células B16F10 (10°) suspensas em PBS.
Concomitantemente as inoculagdes, deu-se inicio ao tratamento com 60 pl da
solucéo de orlistat (0 que corresponde a 240 mg/kg/dia — via i.p.) durante nove
dias. Os animais dos grupos controle receberam injecbes somente do veiculo
(solugdo de etanol em PBS a 33%). Nove dias apds os implantes das células,
todos os animais foram sacrificados e imediatamente dissecados, a pele do ventre
do animal foi removida e cuidadosamente lavada com PBS para a realizagao da
contagem dos vasos direcionados ao tumor, com o auxilio de um microscopio de
disseccdo (DV4, Zeiss, Alemanha) e uma camara fotografica (G6, CANON,
E.U.A.) acoplada a ocular em aumento de 20X. Os tumores foram medidos e o
volume calculado pela férmula volume (mm®) = largura®x(mm?) x comprimento x

0,52 (Rennel et al., 2008). Posteriormente os fragmentos contendo o tumor
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aderido a pele ventral dos animais foram incluidos em parafina para futura analise
microscopica.

A contagem dos vasos que se direcionavam ao tumor foram realizadas de
duas formas. A primeira analise teve como objetivo estimar a extensao dos vasos
sanguineos peritumorais dentro de um contorno feito sobre a margem irregular do
tumor (Figura 3 do item 5.2). Esta regiao foi considerada como a area peritumoral
e o comprimento dos vasos dentro dela foi verificado com o auxilio do programa
Scion Image (Scion Corporation, E.U.A.). Na segunda andlise, foi avaliada
somente a darea ocupada por pequenos € tortuosos vasos sanguineos
peritumorais, também através do programa Scion Image (Figura 5 do item 5.2).

Em uma segunda etapa dos experimentos, 35 camundongos (C57BI6)
foram implantados com células B16F10 e tratados com orlistat como descrito
anteriormente e, ap6s o sacrificio, os tumores e os figados foram removidos e
imediatamente congelados a -80°C.

Tabela 1: A tabela mostra a quatidade de animais em cada grupo nos quatro experimentos
realizados de maneira independente.

Distribuicdo do niumero de animais por grupo
Gupos Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4
Controle 7 9 10 9
Orlistat 8 10 9 9
Total 15 19 19 18

4.6. Purificacao de RNA e RT-PCR semi-quantitativo.

RNA total foi extraido do tecido tumoral previamente congelado e de
“pellets” celulares usando o reagente Trizol (Invitrogen). Antes das reagdes de RT,
todas as amostras de RNA total foram tratadas com 1 U de DNAse | (Amplification
Grade, Invitrogen) por 10 minutos a temperatura ambiente, para eliminar possiveis
tracos de DNA gendmico contaminante. Para a sintese de cDNA, 2ug de RNA
total foram reversamente transcritos em uma reagdo com volume final de 21 pl,
contendo 0,5 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 40 U de inibidor de
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RNAse, 50 U da enzima Superscrit Il RT (Invitrogen), 0,5 uM de “primers” oligo-dT
(Invitrogen) e tampéo 1 X (contendo 1,5 mM MgCl,). As reagdes foram realizadas
a 42 °C por 50 minutos, seguidas de incubagédo a 70°C por 15 minutos. Reacdes
sem a enzima RT foram usadas como controles negativos. Para a amplificacao
dos cDNAs através de PCR, "primers" especificos para cada RNA mensageiro
estudado foram delineados usando o programa "Amplify 1.2" (Universidade de
Wiscosin, Madison, E.U.A.). As sequéncia dos "primers" especificos para FASN de
camundongo (sense: ATGATGCAGGGCCATCCTGA; anti-sense:
TCACGTGCAGTTTAATTGTG), VEGFA de camundongo (sense:
AAAGCCAGCACATAGAG anti-sense: ATGGTGGTGACATGGTT), e p-actina

(sense: CATCCTCACCCTGAAGTACC; antisense:
GGTGAGGATCTTCATGAGGT) foram provenientes do "GenBank" (NCBI -
"National Center for  Biotechnology Information” - NIH, E.U.A.-

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/). Os produtos gerados pelo primer VEGFA (375, 323,
307, 251, 192, e 119 pb) correspondem repectivamente aos RNAm das suas
isoformas (205, 188, 182, 164, 144 e 120) esquematizados na Figura 1.

Os transcritos para FASN, VEGFA e B-actina foram amplificados em
reacoes de 50 ul contendo 2 ul de cada cDNA, 2 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen) e 0,2 mM de cada “primer”. As condi¢des do PCR foram: 95 °C por 5
minutos, 45 ciclos de 95°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos, 72 °C por 45
segundos e extensdo final a 72 °C por 4 minutos. Para os transcritos de B-actina a
temperatura de anelamento utilizada foi de 55°C por 45 segundos. Dezesseis
microlitros de cada produto de PCR foram separados em géis de agarose a 1,8%
e corados com brometo de etideo. O numero de ciclos utilizados para cada
“‘primer” foi determinado através da costrugdo de curvas de amplificagao (item 5.4
de Resultados), sendo realizada uma curva para cada produto gerado pela
amplificagdo de VEGFA (Figura 1). As bandas foram analisadas por densitometria,
sendo os resultados normalizados pela divisdo dos valores obtidos para FASN e

VEGFA pelos valores do gene de referéncia 3-actina.
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Figura 1: Esquema representativo do modelo do pre-RNA mensageiro de VEGFA murino (A) e
seus principais variantes a partir de “splicing” alternativo entre os exons 6 e 7 (B). Em B, estao
representados os “primers” (setas azuis); sendo que o “primer F” localiza-se no exon 5 e o “primer
R” no exon 8, regides comuns para todas as isoformas de VEGFA.

4.7. Analise Estatistica.

Os resultados obtidos nos ensaios de RT-PCR foram quantificados por andlise
densitométrica, que com o auxilio de um densitémetro modelo GS-700 (Bio Rad,
E.U.A.) e do programa Molecular Analyst (Bio Rad). Ap6s obtencdo dos valores
médios de cada periodo de contagem das curvas de proliferagdo, foram
construidos graficos utilizando-se o programa Excel (Microsoft, E.U.A.). A
significancia estatistica dos resultados foi verificada através da analise de
variancia nao paramétrica do teste t de Student e teste de Mann-Whitney, com o
auxilio do programa computacional SigmaStat (Jandel Scientific Software, EUA). O

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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. RESULTADOS

5.1. Estudo piloto para avaliacio da angiogénese induzida pelo implante
intradérmico de células B16F10

Quatro dias apds os implantes celulares ja foi possivel observar pequenos
aumentos volumétricos de formato nodular e coloragcdo azulada no abdémen, o
que caracterizava o inicio do crescimento macroscépico dos tumores
experimentais. De uma maneira geral, com o presente protocolo, os camundongos
podem sobreviver mais do que 10 dias apds o implante das células de melanoma
na pele ventral. Entretanto, como o nosso interesse principal era visualizar a
neoformacao de vasos sanguineos, eles foram sacrificados no 10° dia apds as
inoculacdes, como realizado no trabalho de Leyon e Kuttan (2004). As Figuras 2
A, B e C mostram, logo apdés o sacrificio, a pele ventral que foi dissecada e
removida, na qual pode-se observar vasos sanglineos se direcionando para a
massa tumoral. Os tumores apresentaram coloragdo negra e consisténcia mole,
eram relativamente bem delimitados e localizados, na maioria dos casos, na

regido dos implantes celulares.
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Figura 2. Camundongo C57BI6 representativo do modelo de indugéo de angiogénese a partir do
implante intradérmico de células derivadas de melanoma. Em A e B observa-se o animal com
discreto nédulo azulado na regido ventral lateral direita (setas). Na figura C, apds a remogao da
pele ventral, nota-se um tumor relativamente bem delimitado recebendo vasos sanguineos de

calibres variados.
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5.2. Avaliacao do efeito do orlistat sobre a angiogénese induzida por
melanomas experimentais em camundongos C57BI6

A inducao da angiogénese pelo implante intradérmico de células B16F10 foi
estudada em 4 experimentos distintos, que utilizaram ao todo 71 camundongos
C57BI6 (35 controles e 36 tratados). O tratamento com orlistat comecou no
mesmo dia da injecdo das células B16F10, o que permitiu a verificacdo do efeito
da droga sobre a angiogénese induzida pelo melanoma em crescimento. Em todos
0s experimentos realizados, observamos que a quantidade de vasos que se
direcionavam ao tumor foi maior nos grupos controles do que nos grupos tratados
com orlistat, sendo que os vasos dos primeiros também tinham mais ramificacoes
pequenas e de formato tortuoso. Tanto a extensdo como a area de ramificacao
dos vasos sanguineos foram estimadas com o auxilio do programa Scion Image, o
que demonstrou que os camundongos tratados com orlistat formaram menos
vasos sanguineos com poucas areas de ramificacdo, em comparacdo com 0s
animais controle (Figuras 3, 4, 5 € 6).
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Figura 3: Imagens representativas da angiogénese peritumoral em camundongos C57BI6 tratados
com etanol (A e B) ou com orlistat (C e D). No grupo controle, observa-se maior ramificacao e
extensao dos vasos peritumorais, em comparagao com o grupo tratado com orlistat. O contorno em
azul demarca a regido onde foram mensuradas os vasos sanguineos, cuja area foi usada para
normalizar os valores de extensdo (Aumento Original: 20 X).
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Figura 4: Medidas da extensdo dos vasos sanguineos peritumorais em areas previamente
demarcadas, como exemplificado na Figura 3 (C). Pode-se notar que os grupos tratados com
orlistat (O) tiveram vasos sanguineos peritumorais menos extensos do que os controles (C). Em B,
a média dos quatro experimentos mostrados em A (p=0,024; teste de Mann-Whitney).
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Figura 5: Imagens representativas das areas com ramificacées pequenas e tortuosas dos vasos
sanguineos peritumorais de camundongos C57BI6 tratados com etanol (A) ou com orlistat (C). Nos
grupos controle foi possivel observar mais ramificagées, em comparacao aos grupos tratados com
orlistat. As linhas verdes tracejadas demarcam as areas mensuradas no programa de computador
(Aumento Original: 20 X). As figuras C e D mostram em maior aumento as regides demarcadas em
A e B (Aumento Original: 25X).
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Figura 6: O grafico mostrado em A representa as medidas das areas ocupadas pelas pequenas
ramificacdes dos vasos sanguineos peritumorais. Podemos notar que os grupos de animais
tratados com orlistat (O) tiveram esta area menor do que aqueles que receberam etanol como
controle (C). A figura B mostra a média dos quatro experimentos da figura A (p=0,002; teste de
Mann-Whitney).
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5.3. Efeito da inibicao de FASN com orlistat sobre o volume dos melanomas
experimentais

Nos experimentos realizados, os volumes alcancados pelos tumores foi
bastante variado. A Figura 8 mostra os valores dos volumes tumorais obtidos nos
4 experimentos. Pode observar que a inibicado de FASN com orlistat ndo alterou o
crescimento dos tumores, pois nos experimentos 1 e 2 houve aumento volumétrico
nos animais tratados enquanto que nos experimentos 3 e 4 ocorreu discreta

reducao do volume.
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Figura 7: O gréfico da figura A mostra que os volumes dos tumores foi maior nos grupos controles
(C) nos experimentos 3 e 4 o contrario ocorreu nos experimentos 1 e 2. Em B podemos observar
que a média dos volumes, considerando-se os quatro experimentos realizados, foi maior no grupo
tratado com orlistat (O), embora nado significante do ponto de vista estatistico (p=0,424; teste t de
Student)
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5.4. Deteccao de RNAs mensageiros para VEGF-A através de RT-PCR semi-
quantitativo

Inicialmente, para verificar a integridade do RNA total extraido dos
fragmentos tumorais, assim como de figado e da linhagem celular B16F10
(controles positivos), amostras foram preparadas e resolvidas em géis
desnaturantes de formaldeido-agarose a 1,2%, os quais foram corados com
brometo de etideo (Figuras 9 e 10).

Figura 8: Géis de formaldeido-agarose a 1,2% corados com brometo de etidio, nos quais foi
aplicado 1ug de RNA total em cada canaleta para verificagao da integridade através da observagao
das bandas de RNA ribossémico 18S e 28S. Em A, B e C podemos constatar a integridade do
RNA de todas as amostras. Em D, verificamos a degradacdo do RNA na amostra Tumor Orlistat 7
(O7) e boa qualidade do restante das amostras.
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Figura 9: A e B géis de formaldeido-agarose a 1,2% onde foi aplicado 1ug de RNA total em cada
canaleta, evidenciando a integridade das mesmas. Em A verificamos a degrada¢do do RNA na
amostra Tumor Controle 12 (C12).

A seguir, os RNAs totais com qualidade aceitavel foram convertidos em
cDNA e utilizados em reagdes de PCR para verificar a expressao de VEGFA. Os
primers foram desenhados para amplificar as isoformas 205, 188, 182, 164, 144 e
120 do VEGFA e amostras do Tumor Controle 4 (C4) e Figado utilizadas para
localizar a fase exponencial de amplificagdo para cada um dos produtos gerados
(Figura 10). Vérias reagdes de PCR idénticas foram montadas para cada produto
gerado e paralizadas em intervalos de 3 ciclos, sendo depois da eletroforese e
densitometria das bandas selecionados 30 ciclos para B-actina e 46 ciclos para
todas as isoformas do VEGFA. Nestas condi¢des, nossas analises de expressao
génica seriam realizadas dentro da fase exponencial da reacdo de PCR, evitando-

se todas as limitagdes inerentes a fase final de platé.
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Figura 10: Padronizacdo do numero de ciclos para as reagoes de RT-PCR semi-quantitativo com
“primers” para B-actina (A) e VEGFA isoformas 205 (B), 188 (C), 144 (D) e 120 (E). Nos insertos
de cada grafico encontram-se os géis de agarose corados com brometo de etideo com as bandas
obtidas apds a paralizagao da reacao nos ciclos indicados. Os graficos mostram os resultados da
andlise densitométrica de cada banda e as setas indicam o ciclo escolhido para cada produto
amplificado.
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Depois de identificar o numero de ciclos ideal para cada produto, reacoes
de PCR foram realizadas simultaneamente com todas as amostras para comparar
a producao das isoformas de VEGFA nos tumores dos grupos tratados ou nao
com orlistat. Em trés (Figuras 11, 12, 13 e 14) experimentos realizados de maneira
independente, constatou-se que os tumores dos grupos tratados com orlistat
foram os que apresentaram a maior expressdo das isoformas de RNAs
mensageiros para VEGFA, em comparagdo com 0s grupos controles tratados

somente com etanol.

EGFA 205 (375 pb)
VEGFA 188 (323 pb)

VEGFA 144 (192 pb)
VEGFA 120 (119 pb)

B &
< €1 Cc2 C3 c4 O1 02 03 04 O5

B-actina

C & 1 ¢2 ¢3 ¢4 o1 02 03 04 05

Figura 11: Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 16 pl dos produtos de RT-PCR realizado
com 2 ug das amostras de RNA da Figura 8 A e C. Observa-se que, de uma forma geral, as
amostras do grupo tratado com orlistat apresentaram maiores quantidades de RNAs mensageiros
para as isoformas de VEGFA, do que as tratadas somente com o controle etanol. A isoforma
VEGFA 188 foi a mais expressa, principalmente nos Tumores Orlistat 2, 4 e 5 e Tumor Controle 3.
A amplificagao do gene referéncia B-actina foi utilizada como controle interno das reacdes (B). Em
C verificamos que o tratamento nao alterou a expressao dos RNAs mensageiros de FASN.
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Figura 12: Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 16 pl dos produtos de RT-PCR realizado
com 2 ug das amostras de RNA da Figura 9 A e B. Observa-se que as amostras de tumores dos
grupos tratados com Orlistat apresentaram mais isoformas de RNAs mensageiros para VEGFA,
quando comparadas com as amostras do grupo controle, sendo a isoforma VEGFA 120 a mais
expressa entre os grupos. Em B pode-se observar a expressao do gene reférencia 3-actina e em C
a expressao de FASN que néo foi alterada.
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Figura 13: Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 16 pl dos produtos de RT-PCR
realizado com 5 pg dos RNAs da Figura 10 A e B. Da mesma maneira que no experimento
apresentado nas Figura 11 A, observa-se que as amostras de tumores dos grupos tratados
com Orlistat apresentaram maiores quantidades de RNAs mensageiros para VEGFA, quando
comparadas com as amostras do grupo controle. Novamente a isoforma VEGFA 188 foi a mais
expressa, principalmente nas amostras Tumores Orlistat 12, 13 e 17 e Tumor Controle 10. A
expressdo do RNA mensageiro para FASN ndo se alterou com o tratamento (C). Em B
observa-se a amplificacdo do gene referéncia -actina nas mesmas amostras.
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Figura 14: RepresentagOes graficas das andlises densitométricas das bandas de VEGFA normalizadas pelas respectivas bandas de B-actina.
Padrao de expressao das isoformas 188 (A), 144 (B) e 120 (C) dos produtos das reagdes de RT- PCR visualizados nas Figuras 11, 12 e 13 (A p=
0,0046; B p=4,9.107; C p= 0,021; test t de Student).
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Figura 15: Médias de cada isoforma das Figuras 14 A, B e C, mostrando que a expressao de
VEGFA foi maior no grupo tratado com orlistat (barras claras) comparadas ao grupo controle
(barras escuras) (p=0,0048; teste t de Student)
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5.5. Efeitos da inibicao da atividade de FASN com orlistat ou cerulenina
sobre a proliferacao de células endoteliais derivadas da aorta de coelho
(RAEC)

Tendo-se em vista que os resultados obtidos nos experimentos “in vivo”
sugerem que a atividade de FASN seja importante para a vascularizagdo dos
melanomas provocados pelas células B16F10, nosso préximo obijetivo foi verificar
o papel desta enzima em cultura de células endoteliais. O potencial de
crescimento da linhagem celular RAEC foi inicialmente avaliado através da
construgcdo de curvas de proliferacdo (Figura 16). As células, depois de
plaqueadas e devidamente aderidas passaram por um periodo de carenciamento
de 24 h, no qual foram incubadas em meio sem FBS para favorecer a
sincronizagao dos ciclos celulares. Depois da volta do meio de cultura contendo
FBS, contagens foram feitas em triplicatas a cada 24 h, durante um periodo de 8
dias.
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Figura 16: Padrdo de proliferagéo das células RAEC em meio de cultura HAM-F12 contendo 10%
de FBS. Gréfico obtido a partir das contagens, em triplicatas, de 3 po¢os da placa de cultura em
intervalos de 24 h com o auxilio de uma camara Neubauer em microscépio de contraste de fase.

No intuito de observarmos a possivel influéncia da atividade da enzima
FASN sobre o controle da proliferacdo destas células endoteliais, realizamos
tratamentos com os inibidores cerulenina ou orlistat. As figuras 17 a 20 mostram

estudos nos quais as células RAEC foram expostas a cerulenina ou orlistat.
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Podemos observar que houve uma reducéao importante do crescimento celular
quando a atividade de FASN foi bloqueada com apenas 0,7 ug/ml de cerulenina
(Figura 17) ou com 100 uM de orlistat (Figura 19). As fotografias obtidas em
microscépio contraste de fase ilustram a densidade celular dos pocos de cultura
nos periodos de 24, 48 e 72 h para o tratamento com cerulenina (Figura 18) e 48,
72 e 96 h para o tratamento com orlistat (Figura 20). Nao observamos alteracdes
significativas no aspecto morfolégico das células RAEC em nossas condigdes

experimentais.
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Figura 17: Inibicdo do crescimento das células RAEC subsequente ao tratamento com 0,7 pg/mi

de cerulenina. As células foram cultivadas na presenga de cerulenina (¢) ou da quantidade
equivalente de DMSO (m) por um periodo maximo de até 192 h. As contagens celulares foram
feitas com o auxilio de uma cadmara Neubauer em microscépio de contraste de fase (p= 0,001782;
test t de Student).
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Figura 18: Imagens representativas das células RAEC tratadas ou ndo com cerulenina. Em A, C e
E podemos observar células tratadas com 0,7 pg/ml de cerulenina por 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. Uma maior densidade celular pode ser observada nos pogos com as células
tratadas somente com DMSO (B, D e F). (Microscopia de contraste de fase, aumento original:
100X).
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Figura 19: Reducao na taxa de crescimento das células RAEC obtida pelo tratamento com 100 pM

de orlistat. As células foram cultivadas na presenca de orlistat (¢) ou quantidades equivalentes do
veiculo etanol (m) por um periodo de até 192 h. Para a contagem do nimero de células utilizou-se
uma camara Neubauer em microscopio de fase (p=0,029; test t de Student).
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Figura 20: Imagens representativas das células RAEC tratadas ou ndo com orlistat. Em A, C e E
pode-se observar células tratadas com 100 uM de orlistat por periodos de 48, 72 e 96 horas
respectivamente. Uma maior quantidade de células esta presente nos pogos de cultura tratadas
somente com o veiculo etanol (B, D e F). (Microscopia de contraste de fase, aumento original:
100X).
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5.6. Efeito de produtos secretados pelas células de melanoma B16F10 sobre
a proliferacao das células endoteliais em cultura

No intuito de verificarmos o efeito de proteinas produzidas e secretadas
pelas células de melanoma B16F10 sobre a proliferacdo das células endoteliais
RAEC, realizamos a incubacéao destas ultimas com meio RPMI suplementado com
10% de FBS previamente condicionado por um periodo de 24 h por
aproximadamente 5x10* células B16F10. A Figura 21 mostra que a incubacéo das
células endoteliais em meio contendo 50% de meio condicionado por periodos de
48 ou 72 horas, provocou aumento na proliferacdo em 72 h, em comparacdao com
o controle. Nas Figuras 21 e 22, podemos observar o efeito obtido pela exposicao
das células RAEC em meio de cultura contendo 80% de meio condicionado, por
periodos de 48, 72 e 96 horas. O crescimento celular foi acentuado, mesmo no
periodo de 48 h que nao exibiu diferenca no ensaio mostrado na Figura 21.
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Figura 21: Efeito do meio condicionado (50%) por células de melanoma murino B16F10 (barras
claras) sobre a proliferacdo das células RAEC, em comparagdo aos controles (barras escuras)
tratados com meio metabolizado pelas proprias células RAEC. As células foram contadas em
citbmetro de fluxo com auxilio do programa CellQuest.
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Figura 22: Grafico de barras mostrando o efeito da incubagdo com meio contendo 80% de meio
condicionado por células de melanoma sobre a proliferagao das células RAEC nos periodos de 48,
72 e 96 horas, em comparagdo aos controles (barras escuras) tratados com meio metabolizado
pelas proprias células RAEC. Para a contagem do numero de células utilizou-se o programa
CellQuest em um citémetro de fluxo (p<0,05; test t de Student).
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Figura 23: Imagens representativas do efeito do meio condicionado por células de melanoma
murino (80%) sobre a proliferacio das células RAEC nos periodos de 48, 72 e 96 horas (A, C e E)
em comparagao aos controles (B, D e F), tratados com meio metabolizado pelas préprias células
RAEC. Podemos observar um nitido aumento da quantidade de células, principalmente nos
periodos 48, 72 e 96 horas em comparagdo aos controles (Microscopia de contraste de fase,
aumento original: 100X).
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5.7. Avaliacao do efeito do orlistat sobre o ciclo celular das células RAEC
Para avaliarmos o efeito da inibicdo de FASN com orlistat na distribuicao
das células RAEC nas fases do ciclo celular, foram realizados experimentos de
citometria de fluxo. Como ilustrado na Figura 24, houve uma reducdo na
porcentagem de células na fase S do ciclo celular em comparagdo com o0s

controles, principalmente no periodo de 96 h.
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Figura 24: Os gréficos em A (72 h) e B (96 h) mostram a distribuicdo das células RAEC nas fases
do ciclo celular apds tratamento com 100 uM de orlistat. Podemos observar um gradativo aumento

do numero de células nas fases G0O/G1 concomitante com uma diminuicdo nas fases S e discreto
aumento de G2/M em 96 h (p= 0,007; test t de Student).
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6. DISCUSSAO

A expressao da enzima FASN vem sendo apontada, na literatura cientifica
recente, como um alvo para a quimioterapia ou até mesmo quimioprevencao de
tumores malignos, pois sua expressao é baixa ou mesmo ausente na maioria dos
tecidos humanos adultos normais e muito aumentada em diversos tipos de
neoplasias malignas humanas (Epstein et al., 1995; Pizer et al., 1998b; Krontiras
et al., 1999; Visca et al., 1999; Alo et al., 2000; Swinnen et al., 2000a; Piyathilake
et al., 2000; Nemoto et al, 2001; Wang et al, 2001; Kusakabe et al., 2002;
Swinnen et al., 2002; Wang et al., 2002; Innocenzi et al., 2003; Rossi et al., 2003;
Visca et al., 2003; Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004; Tsuiji et al., 2004; Kapur,
2005a; Kapur, 2005b; Van de Sande et al., 2002; Zhang et al., 2005; Shah et al.,
2006; Zhao et al., 2006; Orita et al., 2007; Li et al., 2008; Ogino et al., 2008; Orita
et al., 2008; Okawa et al., 2008; Silva et al., 2008; Wang et al., 2008; Ogino et al.,
2009; Uddin et al., 2009 Bershtein 2009; Silva et al., 2009; Kearney et al., 2009).
Em varios estudos, tém-se demonstrado uma associacdo positiva entre a
expressao de FASN e um comportamento mais agressivo de algumas destas
doencas (Epstein et al., 1995, Alo et al., 1996, Gansler et al., 1997, Kuhajda et al.,
2000). Inibidores especificos da sua atividade sao capazes de bloquear o ciclo
celular, diminuindo assim a proliferagdo e aumentando a taxa de apoptose em
células neoplasicas de prostata, mama, estdmago, intestino, endométrio, cavidade
bucal, ovario e melanoma (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; Li et al., 2001;
Agostini et al., 2004; Menendez et al., 2005; Menendez et al., 2006; Carvalho et
al., 2008).

Em tecidos provenientes de CECs bucais, a cerulenina é capaz de
diminuir a sintese de acidos graxos de forma mais eficiente do que nas amostras
de mucosa oral morfologicamente normal (Guo et al, 2003). Em melanomas,
observou-se uma correlagdo positiva entre expressdao de FASN e indice de
Breslow, além de uma correlagéo inversa entre a presenca de FASN e o tempo de
sobrevida total (Innocenzi et al. 2003). Segundo estes autores, a alta expressao de
FASN nestes tumores cutaneos extremamente agressivos parece estar associada
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a uma maior taxa de recorréncia, maior risco de desenvolvimento de metastases e
consequentemente pior prognéstico.

O fendtipo angiogénico de um tumor é adquirido como consequéncia direta
de sua intensa proliferacao celular, o0 que causa um rapido aumento da distancia
entre as células tumorais e 0s vasos sanguineos pré-existentes, o que limita a
difusdo de oxigénio e nutrientes para as regides mais internas do tumor e produz
um microambiente hipdxico, com acidose e aumento da pressao intersticial
(Denko, 2008). Células neoplasicas em hipoxia acumulam o fator indutor de
hipdéxia (HIF-1a), que por sua vez, estimula a formagdo de novos vasos e
consequente re-oxigenacado tecidual através da transcricio de VEGF e do
aumento da expressao de seus receptores nas células endoteliais pré-existentes
nas proximidades do tumor (revisado por Dewnhirst et al., 2008). Embora a
expressao do HIF-1a esteja correlacionada com a hipdxia tecidual, ha evidéncias
de que este fator esta também implicado em funcdes biolégicas que requerem sua
ativacao em condi¢cdes normoéxicas (revisado por Semenza, 2003). As principais
funcdes do VEGF sao promover a sobrevivéncia e induzir a proliferacao, migracao
e invasdo de células endoteliais na matriz extracelular, contribuindo para o
processo de angiogénese através da interacdo com receptores de superficie tipo
tirosina-quinase (Norrby et al., 2006). De maneira geral, os vasos neoformados via
VEGFA sao desorganizados e apresentam alto numero de fenestracbes (Cao et
al., 2004).

O gene VEGFA codifica varias isoformas que diferem entre si pela
quantidade de exons, propriedades biolégicas e padrao de expressdo. O
crescimento e desenvolvimento dos vasos sanguineos em tumores € dependente
do balanc¢o da produgéo de isoformas de VEGFA, que é controlada pelo splicing
do seu RNA mensageiro. Foram descritas até o momento 12 isoformas de
VEGFA, divididas em duas familias, as pro-angiogénicas (7 variantes) e anti-
angiogénicas (5 variantes), que diferem em seis aminoacidos na por¢éo carboxi-
terminal. As variantes anti-angiogénicas sao formadas a partir de um splicing distal
no exon 8, em um sitio denominado distal site splice (DSS), enquanto que as pré-

angiogénicas, no sitio proximal do exon 8 chamado proximal site splice (PSS).
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Estas alteracdes resultam em mudancas na interagdo destas moléculas com seus
receptores e consequentemente na sua funcado (revisado por Harper & Bates,
2008). O controle molecular que regula a escolha do splice carboxi-terminal (pr6
ou anti- angiogénico) é ainda pouco conhecido e aparentemente determinado por
fatores de splicing especificos regulados por IGF (para o PSS) ou TGFB1 (para o
DSS) (Nowak et al., 2008). Em geral, os experimentos para estudar a expressao
de VEGFA nao sao capazes de detectar as diferencas entre as familias pré ou
anti-angiogénicas destas moléculas. Entretanto, naqueles estudos que fazem esta
diferenciagdo, a expressdo de VEGFA foi alta em melanoma e carcinomas
colorretal e de bexiga (Cui et al., 2004; Varey et al., 2008; Gopi et al., 2008). Ainda
neste contexto, Varey et al. (2008) encontraram, através de reacées de PCR e
ELISA, que a variante VEGFAb compreende 90% dos mensageiros para VEGFAs
em tecidos normais e que as isoformas pré-angiogénicas sao expressas em
cancer colorretal.

Em recente estudo realizado por nosso grupo (Carvalho et al., 2008),
células B16F10 foram injetadas na cavidade peritoneal de camundongos C57BI6 e
resultaram na formagao de metastases em linfonodos mediastinicos em todos os
casos. Um dos resultados mais importantes deste estudo foi que o tratamento
destes animais com orlistat reduziu pela metade o numero de linfonodos
metastaticos. Em um outro trabalho recente, realizado por nosso grupo (Bastos,
2009), foi mostrado que a inibigdo de FASN com orlistat aumentou a extenséo e a
ramificagdo dos vasos linfaticos em orelhas de camundongos C57BI6 portadores
de melanomas experimentais. Neste mesmo estudo, a inibigdo de FASN diminuiu
o volume de linfonodos metastaticos e a produgdo de VEGFR-3 nos tumores
primarios. Uma possivel explicacdo para este aumento na densidade de vasos
linfaticos é que o bloqueio de FASN pode ter modificado a permeabilidade dos
vasos pré-existentes e aumentado a eficiéncia de captacdo do marcador
fluorescente utilizado.

No presente trabalho, a inibicdo da atividade de FASN causou significativa
reducdo na extensao e ramificagdo dos vasos sanguineos localizados na periferia

de melanomas experimentais na pele ventral de camundongos C57BI6. Até o
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momento, apesar de inumeros estudos envolvendo processos de neoformacao
vascular, esta é a primeira demonstracao “in vivo” de que a inibigdo de FASN
altera o fendmeno de angiogénese tumoral. Os mecanismos bioldgicos
responsaveis pela reducdo na densidade dos vasos sanguineos podem estar
relacionados com os achados de Browne et al. (2006), que demonstraram que
orlistat inibe a atividade de FASN em células endoteliais humanas (HUVEC) por
bloquear a sintese de acidos graxos e, consequientemente, reduz a proliferacao.
Além disso, o0s mesmos autores observaram que esta droga inibe a
neovascularizagdo em ensaio ex vivo, uma vez que previne a expressao de
VEGFR-2 na superficie das células endoteliais de vasos sanguineos.

O fator VEGFA tem alta expresao na grande maioria dos tumores humanos
(Ferrara et al., 1997), incluindo o melanoma (Potgens et al.,1995; Rennel et al.,
2008). Para investigar a possivel relagdo entre a expressao de VEGFA e o
bloqueio de FASN utilizamos experimentos de RT-PCR. Nestes, observamos que
VEGFA é expresso na maioria dos melanomas exprimentais, no entanto, foram os
tumores do grupo tratato com orlistat que apresentaram as maiores quantidades
destes RNAs mensageiros. Estes achados estdo em concordancia com o estudo
realizado por Menendez et al. (2005), no qual a inibicdo especifica da atividade de
FASN com c75 ocasionou um aumento maior que 500% na producao de VEGF-A
em células derivadas de cancer de mama com alta expressado de ErbB2. Nestas
células, o bloqueio da atividade de FASN ativou substancialmente a via MAPK e
causou um acumulo de HIF-1a. Estes achados levaram os autores a sugerir que a
inibicdo do metabolismo enddgeno de acidos graxos nas células tumorais
desencadeia uma reacao semelhante ao que ocorre em condi¢oes de hipdxia, que
recupera a cascata MAPK-HIF-1a-VEGF, dependente de ErbB2.

De acordo com a literatura, a expressdo das isoformas de VEGFA é
variavel em neoplasias malignas, sendo que o splicing de VEGFA é dinamico,
tanto em tecidos normais como em células malignas (Ferrara et al., 2003;
Grunstein et al, 2000). Em melanoma €é a isoforma VEGF121 que parece
predominar (Potgens et al., 1995; Redondo et al., 2000; Yu et al., 2002). No

presente trabalho, encontramos a expressdo de RNAs mensageiros para as
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isoformas 188, 144 e 120 em melanomas experimentais, sendo a isoforma 188 a
mais expressa, seguida pelas isoformas 144 e 120. Neste contexto, Cheung et al.
(1998) mostraram que em carcinoma pulmonar a progressdo maligna esta
associada com forte expressao de VEGF189. A expresséao forcada de VEGF121
e VEGF165 em células derivadas de melanoma humano em estagio inicial
resultou em um crescimento agressivo, em comparag¢ao com células transfectadas
com VEGF189, que ndo foram tumorigénicas (Yu et al., 2002) . Grunstein et al.
(2000) demonstraram através de células geneticamente modificadas que
expressavam especificamente apenas uma isoforma de VEGFA, que a variante
120 foi eficiente na formacdo vasos periféricos ao tumor e produziu pobre
vascularizagao intratumoral. J4 a isoforma 164 foi capaz de induzir eficientemente
a formacgao tanto de vasos na periferia quanto dentro dos tumores e a isoforma
188 levou a formacdo de densa rede de vasos intratumorais acompanhada de
pobre vascularizacao periférica.

O tratamento com orlistat ndo modificou expressdao de RNAs mensageiros
para FASN nos tumores estudados, o que esta de acordo com Browne et al.
(2006), que mostraram que orlistat inibe a atividade de FASN em células
endoteliais HUVEC sem alterar a producdo desta enzima. Em nosso trabalho
anterior (Carvalho et al., 2008), os niveis protéicos de FASN em melanomas
intraperitoneais experimentais de camundongos aumentaram depois da inibi¢ao
com orlistat, pois a falta de atividade pode ter gerado como resposta um aumento
na transcricdo ou mesmo a estabilizagdo da proteina FASN, com aumento da sua
meia-vida.

As diferencas observadas neste trabalho com relacdo a extensdo e
densidade dos vasos sanguineos nos animais tratados com orlistat foram muito
nitidas e, como mencionado anteriormente, podem ser atribuidas a reducédo da
proliferacdo das células endoteliais, apesar do aumento da expressdao de VEGFA
pelas células tumorais. Experimentos com cultura de células endoteliais RAEC
mostraram uma significativa reducdo da proliferacdo na presenga dos inibidores
especificos de FASN orlistat ou cerulenina, o que foi confirmado através de
analises feitas em citdmetro de fluxo. Segundo Browne et al. (2006), apenas 15
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UM de orlistat provocou a morte de células endoteliais HUVEC estimuladas por
VEGF. Esta concentracdo mais baixa da droga provavelmente se deve ao
estimulo proliferativo causado por VEGFA, o que provoca uma maior necessidade
da sintese enddgena de acidos graxos para compor a membrana destas células.
QOutros inibidores de FASN, como a cerulenina e C75 tém 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; Carvalho et al, 2008). Neste trabalho,
demonstramos por RT-PCR que a linhagem B16F10 expressa RNAs mensageiros
para VEGFA e que a incubacdo das células endoteliais RAEC com meio
condicionado pelas primeiras resulta em aumento da proliferacédo. Este fato sugere
fortemente que o fator VEGFA secretado pelas células B16F10 seja o responsavel
pela angiogénese peritumoral observada em nossos experimentos.

Em resumo, os resultados aqui apresentados mostram que a inibicdo de
FASN pelo tratamento com orlistat reduz a extensdo e ramificagcdo dos vasos
sanguineos na periferia dos melanomas experimentais implantados no ventre dos
camundongos C57BI6. Além do mais, a inibicdo da FASN aumenta a producgao de
VEGFA nos tumores e promove o bloqueio do ciclo celular nas células endoteliais
RAEC.
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7. CONCLUSOES

7.1. A angiogénese induzida pelo implante intradérmico de células B16F10 foi
significantemente reduzida pela inibicdo da FASN com orlistat.

7.2. A quantidade relativa dos RNAs mensageiros para FASN nos tumores foi
semelhante entre os grupos tratados ou nao com orlistat.

7.3. A quantidade de RNAs mensageiros para VEGFA é aumentada pela inibicao

da FASN com orlistat nos melanomas experimentais.

7.4. A expressao da isoforma 188 de VEGFA foi encontrada em maior quantidade
nos tumores do grupo tratado e no controle.

7.5. O tratamento das células RAEC com inibidores de FASN reduz a sua
proliferacao.

7.6. A incubacdo das células RAEC com meio previamente condicionado por
B16F10 aumentou a sua proliferacao.
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