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              RREESSUUMMOO  

 

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

elevadas em várias neoplasias malignas humanas, é responsável pela síntese 

endógena de ácidos graxos saturados de cadeia longa e consequentemente para 

a síntese de fosfolipídios de membrana. A inibição de FASN por orlistat (Xenical), 

uma droga anti-obesidade, é descrita como tendo propriedades anti-neoplásicas 

no câncer de próstata e mama e no melanoma, além de desempenhar um 

provável papel anti-angiogênico, uma vez que também inibe a proliferação de 

células endoteliais e a neovascularização em ensaio ex vivo. Em trabalho recente 

realizado por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que o tratamento de 

camundongos portadores de melanomas intraperitoneais com orlistat reduziu em 

cerca de 50% o número de metástases para linfonodos mediastínicos. Em outro 

estudo, também realizado por nosso grupo, foi observado que a inibição da 

atividade de FASN pode ter um papel sobre a linfangiogênese induzida por 

melanomas experimentais, pois a densidade de vasos linfáticos ao redor destes 

tumores foi significantemente aumentada pelo tratamento com orlistat. 

Considerando o papel biológico aparentemente relevante da FASN na 

disseminação metastática de melanomas, o presente trabalho teve como objetivo 

principal investigar, em ensaio in vivo, o papel desta enzima no processo de 

angiogênese induzida por implantes intradérmicos de células de melanoma 

(B16F10) em camundongos (C57Bl6). Através de um microscópio de dissecção e 

da obtenção de imagens dos vasos sanguíneos peritumorais, a rede vascular foi 

avaliada com o auxílio do programa Scion Image. Foi observado que a densidade 

de vasos sanguíneos ao redor dos tumores tratados com orlistat foi 

significantemente reduzida em relação 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 não alterou 

significativamente o seu crescimento. Através de reações de RT-PCR semi-

quantitativo em amostras de RNA total extraído dos tumores, foi observado que a  
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expressão dos mensageiros de FASN não 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 construção de 

curvas de proliferação 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 adição de cerulenina (0,70 µg/ml) e 

orlistat (100 µM) ao meio de cultura das células RAEC provocou significativa 

inibição do crescimento celular, em comparação com as células controle. 

Finalmente, a incubação das células RAEC com meio previamente condicionado 

pelas células de melanoma B16F10 provocou aumento na taxa de crescimento, 

confirmando o potencial angiogênico destas últimas. Em conjunto, estes achados 

sugerem que a inibição da atividade de FASN pode ter um papel na redução da 

angiogênese induzida por melanomas experimentais, sugerindo que o bloqueio de 

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

 

Palavras-chave: câncer / ácido graxo sintase / orlistat / melanoma / angiogênese 
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AABBSSTTRRAACCTT  

 

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 (C57Bl6). 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 µg/ml) or orlistat (100 µM) 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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11..  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

  

A angiogênese é um processo essencial durante o crescimento normal dos 

tecidos e a cicatrização, sendo caracterizada pela formação de novos vasos 

sanguíneos a partir de vasos pré-existentes ou pelo recrutamento de células 

progenitoras endoteliais da medula óssea (Carmeliet et al., 2001). Novos vasos 

sanguíneos são essenciais em tecidos isquêmicos como os de neoplasias 

malignas. Nestas, as células neplásicas liberam fatores específicos que promovem 

a proliferação e a migração de células endoteliais. A neovascularização tem um 

duplo efeito sobre os tumores: ao mesmo tempo que a perfusão fornece nutrientes 

e oxigênio, a neoformação vascular propicia acesso das células neoplásicas a 

outros tecidos distantes, promovendo o crescimento tumoral continuado e a 

geração de metástases. A formação de novos vasos sanguíneos é freqüente nos 

melanomas, sendo esta neoplasia maligna caracterizada por um comportamento 

clínico agressivo devido a alta ocorrência de metástases à distância e resistência 

a agentes quimioterápicos (Dankort et al., 2009). Durante o processo de 

angiogênese ocorre a interação entre muitos fatores rigorosamente regulados que 

a induzem ou reprimem. Por exemplo, é determinante o equilíbrio entre fatores 

pró-angiogênicos, como FGF-2 e VEGF, e anti-angiogênicos, como 

trombospondina-1, assim como a interação dos fatores com receptores presentes 

nas células endoteliais (Folkman et al., 2003). A família VEGF é composta por 7 

membros (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e PIGF) com 

diferentes propriedades biológicas. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-E, VEGF-F e PIGF 

têm grande importância no processo de angiogênese e vasculogênese, sendo que 

VEGF-A, VEGF-C e VEGF-D estão ligados aos processos de linfangiogênese 

(Padera et al., 2002; Jain et al., 2002; Karkkainen, 2004).   

A ácido graxo sintase (FASN) é uma enzima metabólica estruturalmente 

arranjada como um homodímero (massa molecular aproximada de cada cadeia de 

250 kDa) responsável pela síntese de ácidos graxos saturados de cadeia longa, a 

partir dos substratos de carbono acetil-CoA e malonil-CoA. Sua expressão é baixa 

em tecidos normais e alta em várias neoplasias malignas humanas. A função de 

FASN parece estar relacionada com um pior prognóstico para alguns tipos de 
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tumores, sugerindo que sua atividade gere vantagens para a sobrevivência 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 

necessária para que ocorra a produção dos fosfolipídios que compõem as 

membranas celulares. Inibidores específicos da atividade de FASN, como 

cerulenina e seu análogo sintético C75, bloqueiam a síntese de DNA e causam 

apoptose em linhagens celulares derivadas de diferentes tumores malignos 

(Kuhajda et al., 2000, Alli et al., 2005). Os mecanismos biológicos que governam 

as interações entre a atividade lipogênica e moléculas que controlam o ciclo 

celular ainda não são conhecidos. A produção de FASN é regulada por ErbB2 

tanto nos processos de transcrição, tradução quanto na sua atividade biossintética 

e a expressão de FASN e ErbB2 está relacionada com a presença de HIF-1α, uma 

proteína mitogênica que regula a expressão de vários genes, dentre os 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-neoplásicas 

em câncer de próstata, mama e melanoma, devido à 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 número de metástases espontâneas 

para os linfonodos mediastínicos. A inibição farmacológica de FASN por orlistat foi 

realizada por Browne et al. (2006) em células endoteliais e previniu a proliferação 

destas células, além de inibir a neovascularização em ensaio ex vivo, o que 

sugere um papel anti-angiogênico. Segundo estes autores, orlistat previne a 

expressão do receptor VEGFR-2 na superfície das células endoteliais, inibindo 

desta forma a proliferação. 

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

inibição específica da atividade de FASN com C75 provocou um aumento dose-

dependente da expressão de VEGF (acima de 500%) em células tumorais que 

apresentam expressão elevada de ErbB-2. Demonstraram também que o bloqueio 

da atividade de FASN ativou drasticamente a via MAPK e promoveu um acúmulo 
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proeminente de HIF-1α nestas mesmas células. O aumento da expressão de 

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

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

sugerem que a perturbação do metabolismo endógeno de ácidos graxos das 

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

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

Considerando os resultados experimentais descritos acima, o objetivo deste 

trabalho foi verificar se a inibição da atividade de FASN com orlistat interfere no 

processo de angiogênese induzida por células de melanoma. 
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22..  RREEVVIISSÃÃOO  DDEE  LLIITTEERRAATTUURRAA  

 

2.1. Ácido graxo sintase (FASN) 

Os ácidos graxos são precursores dos fosfolipídeos das membranas 

celulares e importantes substratos para o metabolismo energético. As células 

neoplásicas malignas são comumente dependentes de um elevado metabolismo 

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

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

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

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

ácidos graxos envolve a interação das enzimas acetil-CoA carboxilase (ACC) e 

ácido graxo sintase (FASN). A ACC carboxila o acetil-CoA para formar o malonil-

CoA, sendo ambos utilizados pela FASN durante a síntese do ácido graxo de 

cadeia longa palmitato. Na última década, diversos trabalhos têm demonstrado o 

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

estrutural de FASN é de um homodímero de cadeias polipeptídeas longas com 

massa molecular de aproximadamente 250-270 kDa. Cada polipeptídeo possui 

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

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

condensação dos resíduos de malonil e acetil com a cadeia de ácido graxo em 

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

substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a subseqüente reação de condensação), 

os sítios desidratase, enoil redutase, β-cetoacil redutase e proteína carregadora de 

acil (atuam como redutores, sobre o produto formado pela β-cetoacil sintase), e 

por fim o sítio tioesterase localizado na região carboxil terminal (promove a 

hidrólise do palmitato) que atuam em sequência até a liberação da molécula de 

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

2003).  

A atividade de FASN é mínima em tecidos normais, exceto em tecidos 

lipogênicos, uma vez que a maior parte dos ácidos graxos usados pelas células 

provém da dieta (Weiss et al., 1986; Menendez et al., 2005a). Desta forma, a 
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expressão de FASN é baixa ou mesmo ausente na maioria dos tecidos humanos 

adultos normais (Weiss et al., 1986), com exceção do fígado, tecido adiposo, 

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

recém nascidos onde ocorre a produção da substância surfactante (Kuhajda, 

2000; Chirala et al., 2001). Ao contrário, nas células de neoplasias malignas a 

maior parte dos ácidos graxos provém da síntese endógena, através da atividade 

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

malignas humanas de natureza epitelial, como as mama (Wang et al., 2001a; 

Zhang et al., 2005; Li et al., 2008; Bershtein et al., 2009), cólon (Visca et al., 1999; 

Ogino et al., 2008; Ogino et al., 2009; Kearney et al., 2009; Uddin et al., 2009), 

próstata (Epstein et al., 1995; Swinnen et al., 2000a; Swinnen et al., 2002; Rossi et 

al., 2003; Van de Sande et al., 2002; Shah et al., 2006), ovário (Alo et al., 2000; 

Wang et al., 2001a), endométrio (Pizer et al., 1998b; Tsuji et al., 2004), carcinoma 

de células renais (Horiguchi et al., 2008), estômago (Kusakabe et al., 2002), 

esôfago (Nemoto et al., 2001), pulmão (Piyathilake et al., 2000; Wang et al., 2002; 

Orita et al., 2007; Orita et al., 2008), bexiga (Visca et al., 2003), mieloma múltiplo 

(Okawa et al., 2008; Wang et al., 2008); gliomas (Zhao et al., 2006); 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 imunohistoquímicos que correlacionaram 

a alta expressão de FASN com uma maior taxa de recorrência, maior risco de 

desenvolvimento de metástases e conseqüentemente pior prognóstico, como os 

de próstata (Epstein et al., 1995), ovário (Gansler et al., 1997), tireóide (Vlad et al., 

1999); cólon (Visca et al., 1999; Ogino et al., 2008, Uddin et al., 2009), ovário (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 associação inversa 

entre alta expressão de FASN e redução do índice apoptótico foi observada em 

câncer de próstata (Migita et al., 2009) e co-expressão de FASN com a proteína 

Caveolina-1 (Cav-1) foi relacionada ao pior prognóstico de pacientes com câncer 
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pancreático (Witkiewicz et al., 2008). Em melanomas observou-se uma correlação 

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

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

Os dados disponíveis até o momento sugerem que a elevada atividade desta via 

anabólica gera vantagens para o rápido crescimento celular no câncer (Baron et 

al., 2004).  

Apesar das diversas evidências apontando a síntese endógena de ácidos 

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

até o momento quais os mecanismos biológicos envolvidos. Neste contexto, 

Swinnen et al. (2003) demonstraram que a atividade de FASN é necessária para a 

produção dos fosfolipídios que compõe as membranas das células LNCaP (uma 

linhagem celular derivada de um adenocarcinoma de próstata metastático). Isto 

pode causar, além de um aumento na velocidade da produção das membranas 

celulares, alterações na sua composição lipídica, com possíveis efeitos em várias 

vias de transdução de sinais (Baron et al., 2004). Como a atividade biológica da 

FASN está restrita à síntese de ácidos graxos, que está acelerada em células 

tumorais, esta pode ser um alvo terapêutico para o tratamento de diversos tipos de 

câncer. Segundo Menendez e Lupu (2007), FASN participa não somente das vias 

de transdução de sinais, do metabolismo, da regulação da proliferação e 

sobrevivência de células tumorais, mas também modula o desenvolvimento, 

manutenção e progressão metastática das neoplasias malignas.  

 

2.1.1. Regulação da expressão de FASN 

O aumento da síntese de ácidos graxos é causado por múltiplos  

mecanismos, incluindo a expressão aumentada de enzimas lipogênicas. A 

biosíntese endógena de ácidos graxos em tecidos normais como no fígado e 

tecido adiposo é catalizada pela FASN, sendo estimulada pela alta concentração 

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

al., 1999).  

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

uma ampla variedade de tumores malignos humanos. Embora os mecanismos 
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responsáveis por este fenômeno não sejam completamente entendidos, de uma 

maneira geral, a expressão de FASN é regulada por fatores de crescimento, 

hormônio esteróides, e seus respectivos receptores (revisado por Mashima et al., 

2009). Fosfatidilnositol‑3 quinase (PI3K)-Akt e proteína-quinase ativada por 

mitógeno (MAPK) são vias de sinalização que medeiam expressão de FASN 

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

a transcrição de FASN quando interagem com sequências específicas do DNA 

dentro do promotor de FASN (Swinnen et al., 1997b; Swinnen et al., 2000b; 

Heemers et al., 2001). Está experimentalmente demonstrada a regulação mútua 

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

de FASN através da sinalização PI3K (Kumar-Sinha et al., 2003), e por sua vez, 

também depende da expressão FASN (Menendez et al., 2004). Esta regulação foi 

observada por Menendez et al. (2004) em linhagens celulares de câncer de mama 

e de ovário, nas quais a inibição (farmacológica ou via RNAi) de FASN suprime a 

expressão de ErbB2 através da elevação da expressão de PEA3, um repressor da 

transcrição de ErbB2. Estes efeitos são complexos e envolvem a ativação de 

múltiplas vias de transdução de sinais, como por exemplo a via de PI3K–Akt (Van 

De Sande et al., 2002; Wang et al., 2005). Os fatores de crescimento e seus 

receptores também afetam a expressão de FASN em células tumorais através da 

via MAPK, que desencadeia uma cascata de sinais que culmina com a ativação do 

ciclo celular (Menendez et al., 2005). Está demonstrado que a progesterona 

estimula a expressão desta enzima em linhagens celulares de câncer de mama 

(Lacasa et al., 2001), enquanto que andrógenos aumentam a expressão e a 

atividade de FASN em linhagens celulares derivadas de câncer de próstata 

(LNCaP) (Swinnen et al., 1997a; Swinnen et al., 2000a; Myers et al., 2001; 

Heemers et al., 2001). Os efeitos destes hormônios sobre a expressão de FASN 

também envolvem a ativação da via de transdução de sinais PI3K–Akt e ERK1/2 

(revisado em Lupu & Menendez, 2006). Tanto a testosterona como o EGF são 

capazes de estimular a expressão gênica de FASN através das proteínas 

SREBPs, especialmente pela modulação de SREBP1c (Swinnen et al., 1997).    
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Relatos recentes têm mostrado que a expressão de FASN não é somente 

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

como as proteínas p53 e proteínas nucleares relacionadas com a lipogênese 

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

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

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

associadas, uma vez que o silenciamento de p63 reduz significantemente a 

produção de RNAs mensageiros e a atividade de FASN. Além destas vias de 

sinalização intracelular, características do microambiente extracelular também 

desempenham um papel na regulação de FASN. Os tumores sólidos têm um 

microambiente caracterizado por hipóxia, baixo pH e falta de nutrientes, que por 

sua vez induzem a expressão FASN (Menendez et al., 2005; Furuta et al., 2008). 

Finalmente, a produção de FASN parece ser também regulada pela isopeptidase 

USP2a (ubiquitin-specific protease-2a), que interage e estabiliza a proteína FASN 

em células de câncer de próstata (Graner et al., 2004).  

 

2.2. Inibidores específicos de FASN 

       A inibição da enzima FASN como uma possível forma terapêutica para o 

câncer tem sido estudada em diversas linhagens celulares. Existem cinco 

inibidores da atividade de FASN: a cerulenina e seu análogo sintético c75, orlistat, 

triclosan e EGCG (epigallocatechin-3-gallate), um componente do chá-verde 

(Menendez et al., 2007). 

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

um produto natural do fungo “cefalosporium caerulens”, conhecida desde 1960 por 

possuir propriedades anti-fúngicas. É um inibidor da síntese de ácidos graxos por 

bloquear irreversivelmente a atividade de FASN (Omura, 1976; Pizer et al., 1996) 

através de uma ligação covalente no sítio catalítico -cetoacil sintase (responsável 

pela reação de condensação dos resíduos de acetil e malonil) (Kuhajda et al., 

2000). Por ser instável, a aplicação clínica da cerulenina é limitada. C75 é uma 

pequena molécula sintética com cadeia de 7 carbonos (-metileno--butirolactona) 

que possui efeitos inibitórios sobre a atividade da FASN comparáveis aos da 
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cerulenina, sendo mais estável do que esta última e apresentando, portanto, 

melhor efeito em experimentos in vivo (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).  

Tanto a cerulenina como o c75 causam significativa inibição da progressão 

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

linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas humanas (Pizer et al., 1996; 

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

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

um aumento na taxa de morte por apoptose (Li et al., 2001; Knowles et al., 2008). 

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

câncer de mama e ovário, que a inibição de FASN com cerulenina ou c75 leva a 

uma diminuição da expressão da oncoproteína ErbB2. O tratamento com estes 

inibidores causa também a redução no tamanho de tumores em modelos 

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

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

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

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

camundongos que receberam implantes subcutâneos de células derivadas de 

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

demonstraram efeito semelhante em modelo xenográfico de mesotelioma, com 

células H-Meso. Alli et al. (2005) observaram que camundongos transgênicos neu-

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

espontânea, apresentaram significante diminuição no aparecimento dos tumores 

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

quimiopreventivo.  

Orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche como Xenical) é um 

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

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

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

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

liberação do palmitato (Kridel et al, 2004) o que lhe proporciona efeito anti-

proliferativo em células de câncer de mama e próstata e anti-tumoral em modelo 
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xenográfico de câncer de próstata (Menendez et al, 2004; Knowles et al., 2004). 

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

endoteliais de vasos sanguíneos e observaram redução na proliferação, o que foi 

atribuído à inibição da expressão do receptor VEGFR-2 na superfície celular.  

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

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

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

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

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

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

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

nosso grupo (Carvalho et al., 2008), células B16F10 foram injetadas na cavidade 

peritoneal de camundongos C57Bl6 e resultaram no desenvolvimento de 

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

O tratamento destes animais com orlistat reduziu pela metade o número de 

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

com bloqueio da passagem para a fase S do ciclo celular. 

Triclosan (5-cloro-2-[2,4-diclorofenoxi]fenol) é um agente anti-séptico utilizado 

em sabonetes, dentrifícios e enxaguatórios bucais, que bloqueia a atividade de 

FASN pela inibição do domínio enoil redutase (Liu et al., 2002). A substância 

EGCG (epigalocatequina-3-galato) é um componente do chá verde que tem 

demonstrado atividades comparáveis as da cerulenina e do c75 por bloquear a 

FASN no sítio β-cetoacil redutase (Wang e Tian, 2001).  

Apesar de promissores, os estudos que visam a inibição farmacológica de 

FASN como uma forma de quimioterapia para o tratamento de neoplasias 

malignas devem ser interpretados com cuidado. Está demonstrado que o bloqueio 

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

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

al., 2003). Além do mais, um estudo do nosso grupo mostrou que cerulenina é 

capaz de inibir o crescimento de fibroblastos humanos normais em culturas 
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primárias (Almeida et al., 2005), sugerindo que a produção endógena de ácidos 

graxos não seja essencial somente para as células malignas. 

 

2.3.  Efeitos biológicos da inibição da expressão ou atividade de FASN  

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

morte celular em células neoplásicas ainda sejam desconhecidos, várias 

possibilidades têm sido propostas. Estudos preliminares indicam que a inibição de 

FASN provoca acúmulo do metabólito intermediário malonil-CoA, o qual induz 

apoptose pelo seu próprio efeito citotóxico e por bloquear a oxidação de ácidos 

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

2003). Outros estudos sugerem que a falta de ácido graxo pode ser um fator 

crítico para a indução da apoptose. Chajes et al. (2006) observaram que durante o 

cultivo de células neoplásicas com expressão diminuída das enzimas Acetil-CoA 

carboxilase e FASN têm altos índices apoptóticos, o que não acontece quando 

ácido palmítico é acrescentado ao meio de cultura. Segundo Pizer et al. (1998a), o 

efeito citotóxico da inibição de FASN não se deve a uma ação direta no DNA ou 

na maquinaria de replicação e envolve a função de p53, o qual foi relacionado a 

perturbações na síntese de ácidos graxos (Li et al., 2001). Entretanto, o efeito 

citotóxico decorrente do bloqueio de FASN pode ocorrer de maneira independente 

de p53, através da ativação direta de sinais apoptóticos como a alta expressão de 

Bax, liberação do citocromo C e ativação de caspases (Heiligtag et al., 2002). 

Bandyopadhyay et al. (2006) inibiram a expressão de FASN através de RNAi em 

células de câncer de mama, o que levou a um acúmulo de malonil-CoA e 

consequente inibição da enzima de membrana mitocondrial CPT-1. Esta última é 

responsável pela transesterificação dos ácidos graxos de cadeia longa (na forma 

de acil-CoAs) em acil-carnitina, permitindo a entrada destes na mitocôndria para 

serem oxidados. Também foi verificado um aumento do lipídio ceramida, que está 

relacionado a respostas apoptóticas celulares mediadas por indutores de 

apoptose, como FAS/FAS ligante, TNF-α (fator de necrose tumoral α), fatores de 

crescimento, hipóxia e danos ao DNA. Foi observado ainda que a inibição de 

FASN promove aumento na expressão de genes pró-apoptóticos como BNIP3, 
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TRAIL (“tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand”) e DAPK2 

(“death-associated protein kinase 2”). Estudos mostram que a pertubação na 

atividade enzimática de FASN induz estresse no retículo endoplasmático das 

células tumorais e estas respondem com a ativação do processo autofágico, estes 

achados sugerem uma relação entre a autofagia e a lipogênese tumoral (Little et 

al., 2007; Buzzai et al., 2007; Ogata et al., 2006; Yorimitsu et al., 2007).  

 Estudos recentes do nosso laboratório têm demonstrado que a inibição de 

FASN com orlistat ou cerulenina em células de melanoma murino B16F10 inibe a 

proliferação e induz morte por apoptose, com liberação de citocromo c e ativação 

de caspase-3. A morte celular induzida por orlistat é precedida por estresse 

oxidativo (aumento de espécies reativas de oxigênio - EROs e [Ca2+]cit) e é 

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

transição de permeabilidade mitocondrial (Zecchin et al., dados não publicados). 

Como mencionado anteriormente, Browne et al. (2006) mostraram que orlistat 

suprime a proliferação das células endoteliais e a angiogênese. Finalmente, a 

expressão forçada de FASN confere resistência aos quimioterápicos adriamicina e 

mitoxantrona em células de câncer de mama (Liu et al., 2008). Em conjunto, todas 

estas observações sugerem que a inibição de FASN poderia ser uma nova 

estratégia para interferir na sobrevivência tumoral, com possível participação de 

um efeito anti-angiogênico. 

  

2.4. Angiogênese 

 Os vasos sanguíneos são originados durante o desenvolvimento 

embrionário através de um fenômeno conhecido como vasculogênese, no qual 

uma rede vascular primitiva é estabelecida a partir dos angioblastos (precursores 

das células endoteliais). Os angioblastos proliferam, migram e se diferenciam em 

células endoteliais, que então formam as artérias, as veias e os linfáticos (Evan et 

al., 2001; Korsmeyer et al., 1999). O processo de formação de vasos sanguíneos 

em tecidos adultos é conhecido como angiogênese ou neovascularização, no qual 

novos vasos são formados a partir da extensão e ramificação de vasos pré-

existentes ou pelo recrutamento de células progenitoras endoteliais da medula 
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óssea (Carmeliet et al., 2001). A angiogênese é essencial nos processos 

inflamatórios crônicos, cicatriciais, para a vascularização de tecidos isquêmicos e 

crescimento tumoral. Seu papel na patogênese de tumores malignos tem gerado 

muitos estudos nos últimos anos para compreender os mecanismos biológicos 

envolvidos, bem como os efeitos terapêuticos dos agentes anti-angiogênicos. 

O controle molecular da angiogênese é complexo e tem um papel chave 

desempenhado pelo fator de crescimento vascular (VEGF) (Ferrara et al., 2002). 

O crescimento dos vasos sanguíneos para responder às necessidades do tecido 

depende da produção e secreção de VEGF, que é estimulada pela falta de 

oxigênio. Na hipóxia ou em resposta a TGF-α, TGF-β e PDGF ocorre um aumento 

intracelular do chamado fator I induzido por hipoxia (HIF-1α), que por sua vez 

estimula a transcrição do gene que codifica VEGFA, cujo produto protéico difunde-

se pelos tecidos e atua sobre seus receptores presentes nas células endoteliais. 

Com o auxílio de proteases, como MMP-2, -3 e -9, as células endoteliais digerem 

seu caminho através da matriz extracelular, migram, proliferam sobre uma matriz 

provisória formada por proteínas plasmáticas formando tubos e, finalmente, 

diferenciam-se (Risau et al., 1997; Yancopoulos et al., 2000; Jain, 2003). Após o 

reestabelecimento da oxigenação, HIF-1α torna-se indisponível através de sua 

contínua degradação proteossômica dependente do produto do gene von Hippel-

Lindau (VHL) (Yancopoulos et al., 2000). Como resultado, as células endoteliais 

se tornam quiescentes e os vasos permanecem ou regridem se não forem mais 

necessários.  

Existe uma variedade de fatores indutores de angiogênese, os quais são 

divididos em três classes (Klagsbrun & Moses, 1999; Bergers & Benjamin, 2002). 

A primeira consiste na família do fator de crescimento epitelial vascular (VEGF) e 

das angiopoietinas, os quais agem especificamente nas células endoteliais. A 

segunda classe inclui principalmente moléculas de ação direta, como citocinas, 

quimiocinas e enzimas angiogênicas que ativam diversas células alvo, além das 

endoteliais. Um importante membro deste grupo é o fator de crescimento 

fibroblástico básico (FGF-2), um dos primeiros peptídeos angiogênicos a ser 

caracterizado (Moore et al., 1998; Brown & Bicknell, 1998; Chiarugi et al., 1998). O 
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terceiro grupo de moléculas angiogênicas tem ação indireta, que resulta na 

liberação de fatores de ação direta por macrófagos, células endoteliais e células 

tumorais, como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e o fator de crescimento 

transformante- β (TGF-β). In vivo, TGF- β induz angiogênese e estimula a 

expressão de TNF- α, FGF-2, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 

e VEGF por atrair células inflamatórias (Falcone  et al., 1993; Pintavorn & 

Ballermann, 1997). TNF-α é capaz de aumentar a expressão de VEGF e de seus 

receptores, de IL-8 e de FGF-2 pelas células endoteliais, o que explica suas 

propriedades angiogênicas in vivo (Giraudo et al., 1998; Yoshida  et al., 1997).  

 

2.5. Angiogênese tumoral 

 Mesmo com todas as alterações genéticas que permitem o crescimento 

desordenado e a sobrevivência das células malignas, os tumores não podem ter 

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

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

ocorrer pela mobilização de células precursoras ou pelo desenvolvimento dos 

capilares já existentes, no entanto, os vasos sanguíneos formados diferem dos 

normais por serem tortuosos, irregulares e permeáveis (Jain, 2003; McDonald et 

al., 2003).  

 As fases mais iniciais do crescimento das neoplasias malignas não 

estimulam a angiogênese, sendo que estas podem permanecer “dormentes” por 

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

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

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

tumores podem adquirir o fenótipo angiogênico: 1 – produzindo fatores 

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

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

tumorais mais distantes; 3 – utilizando fatores angiogênicos aprisionados na 

matriz extra-celular (MEC) e 4 – pela expressão de novos epítopos na MEC que 

promovem angiogênese.  
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Os fatores angiogênios VEGF e FGF são liberados pelo tumor, pelas 

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

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

sinais positivos ou negativos para o desenvolvimento tumoral, além de 

contribuírem para que suas células resistam às terapias citotóxicas (Joyce, 2005, 

Sparmann & Bar-Sagi, 2004; Albini et al., 2005; Karin, 2005). Albini & Sporn (2007) 

relataram, em trabalho de revisão que disfunções nas células do estroma durante 

os estágios precoces do crescimento do tumor, associadas às alterações que 

ocorrem nas células malignas propriamente ditas, são cruciais para a 

sobrevivência do tumor.  Portanto, pode-se considerar o “microambiente” como 

parte integral de uma neoplasia, sendo formado por células endoteliais e seus 

precursores, pericitos, células musculares lisas, fibroblastos de fenótipos variados, 

miofibroblastos, neutrófilos e outros granulócitos (eosinófilos e basófilos), 

mastócitos, linfócitos T, B e “natural killer”, além de células apresentadoras de 

antígenos, como macrófagos e células dendríticas. Os sistemas sanguíneos e 

linfáticos, bem como os componentes da matriz extracelular também fazem parte 

do microambiente tumoral.  

Devido a importância da neoformação vascular no desenvolvimento 

tumoral, muitos estudos têm avaliado os mecanismos dos agentes anti-

angiogênicos. O primeiro inibidor angiogênico descrito foi a trombospondina-1, que 

modula a proliferação de células endoteliais e sua mobilidade (Volpert et al., 

1995). Surpreendentemente, muitas moléculas inibitórias, tais como as "estatinas", 

são derivadas de proteínas maiores que não têm efeito sobre a angiogênese. 

Entre elas estão a angiostatina (um fragmento do plasminogênio que liga a 

anexina II e a ATP sintase), endostatina, tumstatina e canstatina, os quais são 

fragmentos de colágenos que se ligam a integrinas (revisado por Kalluri et al., 

2002; O’Reily et al., 1997a; O’Reily et al., 1997b; Maeshima et al., 2001; 

Kamphaus et al., 2001). Outro grupo de inibidores é formado por drogas 

antagonistas ao VEGF ou VEGFR-2. Por exemplo, avastina é 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 câncer de colon uterino metastático (US Food and Drug 

Administration, FDA, 2004). SUTENT (SU11248), uma pequena molécula 

antagonista do domínio quinase e VEGFR-2 (Mendel et al., 2003) tem 

demonstrado eficácia em tumores metastáticos gastrointestinais (Demetri et al., 

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

 

2.6. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)  

 Muitas moléculas têm sido implicadas como reguladores positivos da 

angiogênese, através da ativação de vários 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 linfáticos 

(Ferrara et al., 1997). VEGF é um termo que engloba uma família de 7 membros 

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

é o principal regulador do crescimento dos vasos sanguíneos e VEGFC e VEGFD 

regulam a linfangiogênese (Karkkainen et al., 2002). Além de ser mitógeno para 

células endoteliais, VEGFA também tem importante efeito sobre a permeabilidade 

vascular e quimiotaxia de células derivadas da medula óssea ou monócitos 

(Clauss et al., 1990).  Este fator se liga aos receptores VEGFR-1 ou VEGFR-2 e 

aos co-receptores neuropilinas 1 e 2 (NRP1 e NRP2), ao passo que VEGFC e 

VEGFD se ligam a VEGFR-3 no processo de linfangiogênese (Karkkainen et al., 

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

da mitogênese e sobrevida das células endoteliais, bem como da permeabilidade 

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

mitogênicos e pode, especialmente durante o desenvolvimento embrionário, inibir 

a proliferação endotelial através do seqüestro de VEGFA, que por sua vez impede 

que este fator ligue-se ao VEGFR-2 (Ferrara et al., 2003). VEGFR-1 e VEGFR-2 

são expressos em células endoteliais vasculares e células tumorais e VEGFR-3 é 

aparentemente produzido apenas por células endoteliais linfáticas (Kowanetz e 

Ferrara, 2006). A expressão do VEGF-A é também estimulada por citocinas e 

fatores de crescimento (TGF-β, PDGF, TGF-α) e por hipóxia 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 

mitógeno específico para células endoteliais com papel central na angiogênese 

durante vários processos fisiológicos e patológicos, (Ferrara et al., 2002), sendo o 

principal alvo da terapia anti-angiogênica contra o câncer (Catena et al., 2007). O 

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

em 8 exons (Vincenti, et al.,1996; Tisher et al.,1991). Através do mecanismo de 

splicing alternativo, o gene VEGFA produz proteínas variantes com atividadde pró-

angiogênica como VEGF206, VEGF189, VEGF183, VEGF165, VEGF148, 

VEGF145, e VEGF121 (Ferrara et al., 1997; Houck et al.,1991) ou anti-

angiogênicas como, VEGF189b, VEGF183b, VEGF165b, VEGF145b e VEGF121b 

(Woolard et al., 2004). As isoformas correspondentes em camundongos, cujo gene 

reside no cromossomo 17, são VEGF205, VEGF188, VEGF182, VEGF164, 

VEGF147, VEGF144, e VEGF120. Os exons 1 a 5 e 8 estão preservados em 

todas as variantes, enquanto a utilização ou não dos exons 6a, 6b, e 7 produz as 

isoformas. Por exemplo, nas isoformas 121/120 faltam os exons 6 e 7 (Ferrara et 

al., 1997), já os fatores 165/164 contêm o exon 7 e as formas 148/147 têm a 

mesma seqüência de aminoácidos 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 contêm o exon 6a mas não o exon 7 

(Poltorak et al., 1997) e as varientes 206/205 são 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 interação 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/Flk-1) (Waltenberger et al., 1994; Carmeliet et al.,1999), sendo a interação 

com o último reforçada 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 são VEGF165 e VEGF165b, presentes tanto em 

tumores como em tecidos normais (Rennel et al., 2008).VEGF121/120 é muito 

solúvel, pois não se liga a heparina, ao contrário de VEGF165/164 que quando 

secretada, se mantém ligada à superfície da célula ou à matriz extracelular (Park 

et al., 1993). VEGF189/188, que mantém ambos os exons 6 e 7, tem maior 

afinidade à heparina e, portanto, permanece fortemente associada à superfície 

celular ou matriz extracelular. VEGF145 é uma das principais variantes produzidas 

por várias linhagens de células derivadas de carcinomas do aparelho reprodutor 

feminino (Poltorak et al.,1997) e também tem sido detectada no ovário e em 

amostras dos tecidos da mama (Stimpfl et al., 2002). VEGF148 foi identificado em 

glomérulos humanos (Whittle et al., 1999), mas não há dados relativos da sua 

expressão em outros tecidos. VEGFA 189 é altamente expresso nos pulmões 

(Cheung et al., 1998; Ng et al., 2001), enquanto que no coração há predominância 

da expressão de VEGFA 189 e 165 (Carmeliet et al., 1999). VEGF206 é uma 

isoforma muito rara encontrada em uma biblioteca de fígado fetal humano 

(Neufeld et al., 1999). Todas as 7 isoformas estão presentes no testículo de rato 

durante o décimo oitavo dia de desenvolvimento embrionário e 3 dias após o 

nascimento (Bott et al., 2006), e a expressão de VEGFA 188, 164 e 120 durante o 

processo de reparo hepático de rato é variável (Kraizer et al.,  2001). As 

informações acima sugerem que a angiogênese fisiológica ou patológica depende 

do balanço da expressão das isoformas de VEGF. 

 

2.8. Melanoma e VEGFA 

O melanoma é uma neoplasia maligna conhecida pelo seu comportamento 

clínico agressivo, propensão para metástases e resistência ao tratamento 

quimioterápico. Os melanomas originam-se da transformação maligna dos 

melanócitos, células produtoras de pigmentos derivadas da crista neural que 

migram para a pele, retina e mucosas oronasal e respiratória 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 pigmentação da pele e 
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a radiação ultravioleta, fatores predisponentes ao seu desenvolvimento (revisado 

por Chin 2003).  

De maneira geral, o melanoma representa cerca de 4% das neoplasias 

malignas de pele, sendo o terceiro tipo de câncer de pele mais comum, com 

incidência 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 freqüente 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% os olhos, 2,2% apresentam local 

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

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

(1-2%), no entanto podem apresentar maior agressividade do que os da pele 

(revisado em Hicks & Flaitz 2000). No estágio inicial, o melanoma é efetivamente 

tratado por excisão cirúrgica, mas a doença metastática é 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 à radiação UV, tais como grau 

de pigmentação da pele, índice de exposição à efeitos mutagênicos diretos no 

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

redução da imunidade e estimulação da produção de espécies reativas de 

oxigênio estão associados à etiologia dos melanomas (Mackie et al., 2005; 

Thompson et al., 2005).  Várias alterações genéticas têm sido identificadas, sendo 

a mais estudada a mutação pontual (T1799A) no proto-oncogene BRAF, que é 

detectada em aproximadadmente 65% dos indivíduos afetados por esta neoplasia 

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

al., 2003; Pollock et al., 2003).  

O VEGF tem expressão 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 expressão de cada isoforma é variável. Por exemplo, em 

câncer de mama, a forma predominante é VEGF 121 (Zhang et al.,1995), 

http://www.cancer.gov/


 

21 

 

enquanto que a variante 165 é encontrada em maior quantidade nos glioblastomas 

(Berkman et al.,1993) e em melanomas é 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 progressão maligna foi associada com 

a expressão de VEGF189. A expressão forçada de VEGF121 e VEGF165 em 

células WM1341B (derivadas de melanoma humano em estágio inicial) resultou 

em um agressivo crescimento tumoral, o que não aconteceu com VEGF189 (Yu et 

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

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

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

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

aumento da expressão desta proteína parece ser um indicador de transformação 

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

A proteína anti-angiogênica VEGF165b possui baixa expressão em 

melanoma  metastático (Pritchard-Jones et al., 2007), em carcinomas de próstata 

(Woolard et al., 2004) e de rim (Bates et al., 2002). A expressão forçada de 

VEGF165b em células de sarcoma de Ewing reduziu o crescimento tumoral em 

camundongos, assim como a proliferação e migração endotelial em meio 

condicionado (Rennel et al., 2008). O mecanismo pelo qual VEGFb limita o 

crescimento tumoral ainda não está elucidado, contudo, é 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 

sinalização (Woolard et al., 2004; Cebe et al., 2006).  

 

2.9. Atividade de FASN e VEGF  

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

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

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

anteriormente, já foi demonstrado que a inibição farmacológica da atividade de 

FASN e o silenciamento da expressão do gene que codifica esta enzima, inibem 

especificamente a expressão de erbB-2 e sua atividade tirosina-quinase em 
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células de câncer de mama e ovário que apresentam expressão elevada deste 

receptor. A alta expressão de erbB-2 está também relacionada com  expressão 

aumentada do fator indutor de hipóxia-1α (HIF-1α), fator de transcrição que regula 

a expressão de vários genes, incluindo o VEGF. 

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

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

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

apresentam expressão elevada de erbB-2. Ao mesmo tempo, o bloqueio da 

atividade de FASN ativou drasticamente a via MAPK e promoveu um acúmulo 

proeminente de HIF-1α nestas mesmas células. Além disso, a inibição da 

atividade de MAPK como o inibidor específico U0126 aboliu o acúmulo de HIF-1α 

e a expressão de VEGF induzidas por C75. Um aumento da expressão de VEGF, 

ativação de MAPK e aumento da expressão de HIF-1α também foi observado 

quando o gene que codifica FASN foi silenciado através de RNAi. Em conjunto, 

estes achados sugerem que a perturbação do metabolismo endógeno de ácidos 

graxos das células tumorais desencadeia uma condição “hipóxia-like” (oxigênio-

dependente) que recupera prontamente a cascata MAPK-HIF-1α-VEGF 

dependente de erbB-2. Estes achados mostram também que existe uma conexão 

entre o metabolismo endógeno de ácidos graxos catalizado por FASN e HIF-1α, o 

que pode ser uma adaptação metabólica das células tumorais com alta expressão 

de erbB-2 para sobreviver em ambientes hipóxicos (Menendez et al., 2005).  

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

endoteliais, bloqueando a síntese de ácidos graxos e previnindo a sua 

proliferação. Da mesma maneira, orlistat inibe a neovascularização humana em 

ensaio ex vivo, o que sugere que esta pode ser uma potente droga anti-

angiogênica. Segundo estes autores, o efeito pode ser atribuído ao fato de que 

orlistat previne a expressão do VEGFR-2 na superfície das células endoteliais.  
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33..  OOBBJJEETTIIVVOOSS  
 
 

3.1. Objetivo geral 

Verificar o efeito da inibição de FASN com orlistat sobre a angiogênese 

induzida em modelo murino com melanoma. 

3.2. Objetivos Específicos 

3.2.1. Verificar o efeito da inibição de FASN com orlistat sobre a indução da 

angiogênese através do implante intradérmico de células B16F10 no ventre de 

camundongos C57Bl6. 

3.2.2. Estudar as conseqüências da inibição da atividade de FASN com 

orlistat sobre a expressão de RNAs mensageiros de FASN e VEGFA nos tumores, 

através de reações de RT-PCR semi-quantitativo. 

3.2.3. Estudar as conseqüências da inibição da atividade de FASN com 

orlistat e cerulenina sobre as taxas de proliferação pelas células RAEC. 

3.2.4. Analisar as conseqüências na indução da proliferação da linhagem 

RAEC por fatores liberados em meio condicionado por células B16F10. 
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44..  MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

4.1. Cultura de células 

As linhagens B16F10 (ATCC), derivada de um melanoma de camundongo, e 

RAEC, derivada do endotélio da aorta de coelho (gentilmente cedida pela Profa. 

Dra. Helena B. Nader, do Departamento de Bioquímica da Escola Paulista de 

Ciências Biomédicas da Unifesp), foram utilizadas na presente pesquisa. As 

células foram cultivadas em frascos plásticos de 25 ou 75 cm2 (NUNC, Dinamarca) 

com meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A) ou HAM-F12 (Cultilab, Brasil) 

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

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

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. 

O subcultivo foi realizado quando as culturas atingiam uma confluência cerca 

de 70%. Para isto, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com 10 ml 

de solução salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e então incubadas a 37˚C 

com de tripsina a 2%, para a linhagem B16F10, e pancreatina a 10% (SIGMA, 

E.U.A.), para a linhagem RAEC. Após um período que variou de 1 a 3 minutos 

para tripsina e de 20 a 30 minutos para a pancreatina, as células ficavam 

separadas da superfície do frasco de cultura (que foi determinado por observação 

em microscópio de contraste de fase), sendo então a ação da tripsina ou da 

pancreatina interrompida pela adição de 5 ml (frasco de 25 cm2) ou 10 ml (frasco 

de 75 cm2) de meio de cultura contendo 10% de FBS. A suspensão de células foi 

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

estes centrifugados a 800 xg por 3 minutos. O sobrenadante foi removido e 

descartado e os “pellets” de células ressuspendidos em 5 ml de meio de cultura 

com 10% de FBS, as células contadas e re-plaqueadas em novos frascos de 

cultura. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. Visando manter o estoque 

congelado em nitrogênio líquido e trabalhar sempre com as células em passagens 

semelhantes, congelamos várias amostras de cada linhagem celular antes da 

realização dos experimentos. Para isto, as células foram suspensas em solução 

1/1 contendo 20% de di-metil sulfóxido (DMSO, Sigma, E.U.A.) e RPMI 1640 ou 
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HAM-F12 com 50% de FBS e congeladas em nitrogênio líquido. Para descongelar 

as células, os criotubos (NUNC, Dinamarca) foram colocados em banho de água a 

37˚C e, após rápido descongelamento, transferidas para tubos de 15 ml contendo 

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

de meio de cultura e as células plaqueadas para realização dos experimentos. Em 

todos os procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a 

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

passagens e então descartadas. Todos os experimentos apresentados neste 

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

no padrão de crescimento celular decorrentes de sua composição. 

 

4.2. Preparo das soluções de orlistat 

Para a aplicação em camundongos, o composto ativo do orlistat (Xenical, 

Roche, Suíça) foi extraído de acordo com Knowles et al. (2004), dissolvendo-se o 

conteúdo de uma cápsula em 1 ml de etanol a 33% em PBS, seguido de agitação 

por 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a solução foi centrifugada a 

16.000 xg por 5 minutos e o sobrenadante coletado e estocado a -80°C até o 

momento do uso. Para o uso em experimentos de cultura celular, o mesmo 

protocolo foi seguido, entretanto, etanol absoluto (Merck, Alemanha) foi utilizado 

para dissolver o conteúdo das cápsulas do medicamento. 

 

4.3. Análise da proliferação celular e do ciclo celular  

             Os experimentos de citometria de fluxo foram analisados no laboratório do 

Professor Dr. Aníbal E. Vercesi, no Departamento de Patologia Clínica da 

Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, em colaboração com a Profa. Dra. 

Karina G. Zecchin.  

  Para a análise da proliferação celular, foram plaqueadas 8x103 células 

RAEC em cada poço de placas de 24 poços com 1ml meio HAM-F12 

suplementado com 10% FBS. Após 24 horas do plaqueamento, o meio foi 

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

quando então se iniciou o tratamento com orlistat a 100 µM ou etanol como 
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controle e cerulenina a 0,70 µg/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 após o início do tratamento e contadas em câmaras de Neubauer, por 8 dias.  

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

foram plaqueadas 4x104 células RAEC em placas de 6 poços em meio HAM-F12 

suplementado com 10% FBS. Após 24 horas do plaqueamento, o meio foi 

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

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

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

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

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

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

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

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

(Becton Dickinson) em um citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA) equipado com laser de argônio. Dez mil eventos foram analisados 

para cada amostra.  

 

4.4. Ensaio de proliferação 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 4x104 células RAEC por poço 

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

Após 24 horas do plaqueamento, o meio foi substituído por HAM-F12 sem FBS e 

as células incubadas por mais 24 horas, quando então se iniciou a incubação com 

1 ml (50%) ou 1,6 ml (80%) de meio RPMI 1640 suplementado com 10% FBS 

metabolizado por um período de 24 horas por aproximadamente 2,5x104 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  1x106 células RAEC por 

um período de 24 horas acrescido de 1 ml ou 0,40 ml de HAM-F12 novo 

suplementado com 10% de FBS. Para verificar a distribuição 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 períodos de 48, 72 e 96 horas. Para estimar o 

número de células, estas foram coletadas depois de 48, 72 e 96 horas, como 

descrito anteriormente, e contadas utilizando o software CellQuest em um 

citômetro de fluxo FACSCalibur.  

 

4.5. Modelo animal para estudo da angiogênese 

O modelo animal utilizado neste trabalho para o estudo de angiogênese 

induzida pelo melanoma foi descrito por Leyon e Kuttan, em 2004. A presente 

pesquisa foi aprovada pela Comitê de Ética na Experimentação Animal (n˚ 1773-1, 

CEEA-IB-UNICAMP – anexo I). 

Setenta e um camundongos C57Bl6, 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 ração 

comercial Labina (Purina, Brasil) e providos de água ad libitum. Os animais 

ficaram em sala climatizada com controle automático de iluminação, alternando 

períodos claros e escuros a cada 12 horas. Em cada experimento, foram 

realizados implantes intradérmicos de células B16F10 (106) suspensas em PBS. 

Concomitantemente às inoculações, deu-se início ao tratamento com 60 µl da 

solução de orlistat (o que corresponde a 240 mg/kg/dia – via i.p.) durante nove 

dias. Os animais dos grupos controle receberam injeções somente do veículo 

(solução de etanol em PBS a 33%). Nove dias após 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 realização da 

contagem dos vasos direcionados ao tumor, com o auxílio de um microscópio de 

dissecção (DV4, Zeiss, Alemanha) e uma câmara fotográfica (G6, CANON, 

E.U.A.) acoplada a ocular em aumento de 20X. Os tumores foram medidos e o 

volume calculado pela fórmula volume (mm3) = largura2x(mm2) 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 incluídos em parafina para futura análise 

microscópica.  

A contagem dos vasos que se direcionavam ao tumor foram realizadas de 

duas formas. A primeira análise teve como objetivo estimar a extensão dos vasos 

sanguíneos peritumorais dentro de um contorno feito sobre a margem irregular do 

tumor (Figura 3 do item 5.2). Esta região foi considerada como a área peritumoral 

e o comprimento dos vasos dentro dela foi verificado com o auxílio do programa 

Scion Image (Scion Corporation, E.U.A.). Na segunda análise, foi avaliada 

somente a área ocupada por pequenos e tortuosos vasos sanguíneos 

peritumorais, também através do programa Scion Image (Figura 5 do item 5.2). 

 Em uma segunda etapa dos experimentos, 35 camundongos (C57Bl6) 

foram implantados com células B16F10 e tratados com orlistat como descrito 

anteriormente e, após o sacrifício, os tumores e os fígados foram removidos e 

imediatamente congelados a -80oC. 

 

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

Distribuição do número 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. Purificação de RNA e RT-PCR semi-quantitativo.  

RNA total foi extraído do tecido tumoral previamente congelado e de 

“pellets” celulares usando o reagente Trizol (Invitrogen). Antes das reações de RT, 

todas as amostras de RNA total foram tratadas com 1 U de DNAse I (Amplification 

Grade, Invitrogen) por 10 minutos a temperatura ambiente, para eliminar possíveis 

traços de DNA genômico contaminante. Para a síntese de cDNA, 2g de RNA 

total foram reversamente transcritos em uma reação com  volume final de 21 l, 

contendo 0,5 mM de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), 40 U de inibidor de 
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RNAse, 50 U da enzima Superscrit II RT (Invitrogen), 0,5 M de “primers” oligo-dT 

(Invitrogen) e tampão 1 X (contendo 1,5 mM MgCl2). As reações foram realizadas 

a 42 C por 50 minutos, seguidas de incubação a 70C por 15 minutos. Reações 

sem a enzima RT foram usadas como controles negativos. Para a amplificação 

dos cDNAs através de PCR, "primers" específicos para cada RNA mensageiro 

estudado foram delineados usando o programa "Amplify 1.2" (Universidade de 

Wiscosin, Madison, E.U.A.). As sequência dos "primers" específicos para FASN de 

camundongo (sense: ATGATGCAGGGCCATCCTGA; anti-sense: 

TCACGTGCAGTTTAATTGTG), VEGFA de camundongo (sense: 

AAAGCCAGCACATAGAG anti-sense: ATGGTGGTGACATGGTT), e β-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 -actina foram amplificados em 

reações de 50 l contendo 2 l de cada cDNA, 2 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen) e 0,2 mM de cada “primer”. As condições do PCR foram: 95 C por 5 

minutos, 45 ciclos de 95C por 45 segundos, 58C por 45 segundos, 72 C por 45 

segundos e extensão final a 72 C por 4 minutos. Para os transcritos de β-actina a 

temperatura de anelamento utilizada foi de 55oC por 45 segundos. Dezesseis 

microlitros de cada produto de PCR foram separados em géis de agarose a 1,8% 

e corados com brometo de etídeo. O número de ciclos utilizados para cada 

“primer” foi determinado através da costrução de curvas de amplificação (item 5.4 

de Resultados), sendo realizada uma curva para cada produto gerado pela 

amplificação de VEGFA (Figura 1). As bandas foram analisadas por densitometria, 

sendo os resultados normalizados pela divisão dos valores obtidos para FASN e 

VEGFA pelos valores do gene de referência β-actina. 
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55..  RREESSUULLTTAADDOOSS 

                                                                                                                               

5.1. Estudo piloto para avaliação da angiogênese induzida pelo implante 

intradérmico de células B16F10  

Quatro dias após os implantes celulares já foi possível observar pequenos 

aumentos volumétricos de formato nodular e coloração azulada no abdômen, o 

que caracterizava o início do crescimento macroscópico dos tumores 

experimentais. De uma maneira geral, com o presente protocolo, os camundongos 

podem sobreviver mais do que 10 dias após o implante das células de melanoma 

na pele ventral. Entretanto, como o nosso interesse principal era visualizar a 

neoformação de vasos sanguíneos, eles foram sacrificados no 10° dia após as 

inoculações, como realizado no trabalho de Leyon e Kuttan (2004). As Figuras 2 

A, B e C mostram, logo após o sacrifício, a pele ventral que foi dissecada e 

removida, na qual pode-se observar vasos sangüíneos se direcionando para a 

massa tumoral. Os tumores apresentaram coloração negra e consistência mole, 

eram relativamente bem delimitados e localizados, na maioria dos casos, na 

região dos implantes celulares.       
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Figura 2. Camundongo C57Bl6 representativo do modelo de indução de angiogênese a partir do 
implante intradérmico de células derivadas de melanoma. Em A e B observa-se o animal com 
discreto nódulo azulado na região ventral lateral direita (setas). Na figura C, após a remoção da 
pele ventral, nota-se um tumor relativamente bem delimitado recebendo vasos sanguíneos de 
calibres variados. 
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5.2.  Avaliação do efeito do orlistat sobre a angiogênese induzida por 

melanomas experimentais em camundongos C57Bl6  

A indução da angiogênese pelo implante intradérmico de células B16F10 foi 

estudada em 4 experimentos distintos, que utilizaram ao todo 71 camundongos 

C57Bl6 (35 controles e 36 tratados). O tratamento com orlistat começou no 

mesmo dia da injeção das células B16F10, o que permitiu a verificação do efeito 

da droga sobre a angiogênese induzida pelo melanoma em crescimento. Em todos 

os 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 ramificações 

pequenas e de formato tortuoso. Tanto a extensão como a área de ramificação 

dos vasos sanguíneos foram estimadas com o auxílio do programa Scion Image, o 

que demonstrou que os camundongos tratados com orlistat formaram menos 

vasos sanguíneos com poucas áreas de ramificação, em comparação com os 

animais controle (Figuras 3, 4, 5 e 6). 
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Figura 4: Medidas da extensão dos vasos sanguíneos peritumorais em áreas previamente 
demarcadas, como exemplificado na Figura 3 (C). Pode-se notar que os grupos tratados com 
orlistat (O) tiveram vasos sanguíneos 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 6: O gráfico mostrado em A representa as medidas das áreas ocupadas pelas pequenas 
ramificações dos vasos sanguíneos peritumorais. Podemos notar que os grupos de animais 
tratados com orlistat (O) tiveram esta área 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 inibição de FASN com orlistat sobre o volume dos melanomas 

experimentais 

        Nos experimentos realizados, os volumes alcançados pelos tumores foi 

bastante variado.  A Figura 8 mostra os valores dos volumes tumorais obtidos nos 

4 experimentos. Pode observar que a inibição de FASN com orlistat não 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 

redução do volume. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

41 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7: O gráfico da figura A mostra que os volumes dos tumores foi maior nos grupos controles 
(C) nos experimentos 3 e 4 o contrário 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 não significante do ponto de vista estatístico (p=0,424; teste t de 
Student) 
 
 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

C O C O C O C O

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4

V
o

lu
m

e 
d

o
s 

tu
m

o
re

s 
(m

m
3
)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

C O

M
é

d
ia

 d
o

s 
vo

lu
m

e
s 

d
o

s 
tu

m
o

re
s 

(m
m

3 )

A 

B 



 

42 

 

5.4. Detecção de RNAs mensageiros para VEGF-A através de RT-PCR semi-

quantitativo 

Inicialmente, para verificar a integridade do RNA total extraído dos 

fragmentos tumorais, assim como de fígado e da linhagem celular B16F10 

(controles positivos), amostras foram preparadas e resolvidas em géis 

desnaturantes de formaldeído-agarose a 1,2%, os quais foram corados com 

brometo de etídeo (Figuras 9 e 10).  

      

 

 

Figura 8: Géis de formaldeído-agarose a 1,2% corados com brometo de etídio, nos quais foi 
aplicado 1μg de RNA total em cada canaleta para verificação da integridade através da observação 
das bandas de RNA ribossômico 18S e 28S. Em A, B e C podemos constatar a integridade do 
RNA de todas as amostras. Em D, verificamos a degradação 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 formaldeído-agarose a 1,2% onde foi aplicado 1ug de RNA total em cada 
canaleta, evidenciando a integridade das mesmas. Em A verificamos a degradação do RNA na 
amostra Tumor Controle 12 (C12).  
 

 

A seguir, os RNAs totais com qualidade aceitável foram convertidos em 

cDNA e utilizados em reações  de PCR para verificar a expressão 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 Fígado utilizadas para 

localizar a fase exponencial de amplificação para cada um dos produtos gerados 

(Figura 10). Várias reações de PCR idênticas 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 β-actina e 46 ciclos para 

todas as isoformas do VEGFA. Nestas condições, nossas análises de expressão 

gênica seriam realizadas dentro da fase exponencial da reação de PCR, evitando-

se todas as limitações inerentes à fase final de platô.  
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Figura 12: Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 16 µl dos produtos de RT-PCR realizado 
com 2 µg 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 expressão do gene refêrencia β-actina e em C 
a expressão de FASN que não foi alterada. 
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Figura 13: Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 16 µl dos produtos de RT-PCR 
realizado com 5 µg 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 
expressão do RNA mensageiro para FASN não se alterou com o tratamento (C). Em B 
observa-se a amplificação do gene referência β-actina nas mesmas amostras. 
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Figura 14: Representações gráficas das análises densitométricas das bandas de VEGFA normalizadas pelas respectivas bandas de β-actina. 
Padrão de expressão das isoformas 188 (A), 144 (B) e 120 (C) dos produtos das reações de RT- PCR visualizados nas Figuras 11, 12 e 13 (A p= 
0,0046; B p= 4,9.10-7; 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 expressão 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 inibição da atividade de FASN com orlistat ou cerulenina 
sobre a proliferação 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 vascularização dos 

melanomas provocados pelas células B16F10, nosso próximo objetivo foi verificar 

o papel desta enzima em cultura de células endoteliais. O potencial de 

crescimento da linhagem celular RAEC foi inicialmente avaliado através da 

construção de curvas de proliferação (Figura 16). As células, depois de 

plaqueadas e devidamente aderidas passaram por um período de carenciamento 

de 24 h, no qual foram incubadas em meio sem FBS para favorecer a 

sincronização dos ciclos celulares. Depois da volta do meio de cultura contendo 

FBS, contagens foram feitas em triplicatas a cada 24 h, durante um período de 8 

dias. 

 
Figura 16: Padrão de proliferação das células RAEC em meio de cultura HAM-F12 contendo 10% 
de FBS. Gráfico obtido a partir das contagens, em triplicatas, de 3 poços da placa de cultura em 
intervalos de 24 h com o auxílio de uma câmara Neubauer em microscópio de contraste de fase.  

 

No intuito de observarmos a possível influência da atividade da enzima 

FASN sobre o controle da proliferação 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 à cerulenina ou orlistat. 
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Podemos observar que houve uma redução importante do crescimento celular 

quando a atividade de FASN foi bloqueada com apenas 0,7 µg/ml de cerulenina 

(Figura 17) ou com 100 µM de orlistat (Figura 19). As fotografias obtidas em 

microscópio contraste de fase ilustram a densidade celular dos poços de cultura 

nos períodos 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). Não observamos alterações 

significativas no aspecto morfológico das células RAEC em nossas condições 

experimentais. 

 

 

 
Figura 17: Inibição do crescimento das células RAEC subsequente ao tratamento com 0,7 µg/ml 

de cerulenina. As células foram cultivadas na presença de cerulenina (◆) ou da quantidade 
equivalente de DMSO (■) por um período máximo de até 192 h. As contagens celulares foram 
feitas com o auxílio de uma câmara Neubauer em microscópio de contraste de fase (p= 0,001782; 
test t de Student). 
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. 
Figura 18: Imagens representativas das células RAEC tratadas ou não com cerulenina. Em A, C e 
E podemos observar células tratadas com 0,7 µg/ml de cerulenina por 24, 48 e 72 horas, 
respectivamente. Uma maior densidade celular pode ser observada nos poços 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: Redução na taxa de crescimento das células RAEC obtida pelo tratamento com 100 µM 

de orlistat. As células foram cultivadas na presença de orlistat (◆) ou quantidades equivalentes do 
veículo etanol (■) por um período de até 192 h. Para a contagem do número de células utilizou-se 
uma câmara Neubauer em microscópio de fase (p=0,029; test t de Student). 
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Figura 20: Imagens representativas das células RAEC tratadas ou não com orlistat. Em A, C e E 
pode-se observar células tratadas com 100 µM de orlistat por períodos de 48, 72 e 96 horas 
respectivamente. Uma maior quantidade de células está presente nos poços de cultura tratadas 
somente com o veículo 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 proliferação das células endoteliais em cultura 

No intuito de verificarmos o efeito de proteínas produzidas e secretadas 

pelas células de melanoma B16F10 sobre a proliferação das células endoteliais 

RAEC, realizamos a incubação destas últimas com meio RPMI suplementado com 

10% de FBS previamente condicionado por um período de 24 h por 

aproximadamente 5x104 células B16F10. A Figura 21 mostra que a incubação das 

células endoteliais em meio contendo 50% de meio condicionado por períodos de 

48 ou 72 horas, provocou aumento na proliferação em 72 h, em comparação com 

o controle. Nas Figuras 21 e 22, podemos observar o efeito obtido pela exposição 

das células RAEC em meio de cultura contendo 80% de meio condicionado, por 

períodos de 48, 72 e 96 horas. O crescimento celular foi acentuado, mesmo no 

período de 48 h que não exibiu diferença no ensaio mostrado na Figura 21. 

 
Figura 21: Efeito do meio condicionado (50%) por células de melanoma murino B16F10 (barras 
claras) sobre a proliferação das células RAEC, em comparação aos controles (barras escuras) 
tratados com meio metabolizado pelas próprias células RAEC. As células foram contadas em 
citômetro de fluxo com auxílio do programa CellQuest.  
 

 

 

0

5

10

15

20

25

48 72

N
o

d
e 

cé
lu

la
s 

x 
10

4

Tempo (h)



 

56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22: Gráfico de barras mostrando o efeito da incubação com meio contendo 80% de meio 
condicionado por células de melanoma sobre a proliferação das células RAEC nos períodos de 48, 
72 e 96 horas, em comparação aos controles (barras escuras) tratados com meio metabolizado 
pelas próprias células RAEC. Para a contagem do número de células utilizou-se o programa 
CellQuest em um citômetro 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 proliferação das células RAEC nos períodos de 48, 72 e 96 horas (A, C e E) 
em comparação aos controles (B, D e F), tratados com meio metabolizado pelas próprias células 
RAEC. Podemos observar um nítido aumento da quantidade de células, principalmente nos 
períodos 48, 72 e 96 horas em comparação aos controles (Microscopia de contraste de fase, 
aumento original: 100X). 
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5.7. Avaliação do efeito do orlistat sobre o ciclo celular das células RAEC 

Para avaliarmos o efeito da inibição de FASN com orlistat na distribuição 

das células RAEC nas fases do ciclo celular, foram realizados experimentos de 

citometria de fluxo. Como ilustrado na Figura 24, houve uma redução na 

porcentagem de células na fase S do ciclo celular em comparação com os 

controles, principalmente no período de 96 h. 

 

  

 
Figura 24: Os gráficos em A (72 h) e B (96 h) mostram a distribuição das células RAEC nas fases 
do ciclo celular após tratamento com 100 µM de orlistat. Podemos observar um gradativo aumento 
do número de células nas fases G0/G1 concomitante com uma diminuição nas fases S e discreto 
aumento de G2/M em 96 h (p= 0,007; test t de Student). 
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66..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO 

 

            A expressão da enzima FASN vem sendo apontada, na literatura científica 

recente, como um alvo para a quimioterapia ou até mesmo quimioprevenção de 

tumores malignos, pois sua expressão 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; Tsuji 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 vários estudos, têm-se demonstrado uma associação positiva entre a 

expressão de FASN e um comportamento mais agressivo de algumas destas 

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

2000). Inibidores específicos da sua atividade são capazes de bloquear o ciclo 

celular, diminuindo assim a proliferação e aumentando a taxa de apoptose em 

células neoplásicas de próstata, mama, estômago, intestino, endométrio, cavidade 

bucal, ovário 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 síntese de ácidos graxos de forma mais eficiente do que nas amostras 

de mucosa oral morfologicamente normal (Guo et al., 2003). Em melanomas, 

observou-se uma correlação positiva entre expressão de FASN e índice de 

Breslow, além de uma correlação inversa entre a presença de FASN e o tempo de 

sobrevida total (Innocenzi et al. 2003). Segundo estes autores, a alta expressão de 

FASN nestes tumores cutâneos extremamente agressivos parece estar associada 
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a uma maior taxa de recorrência, maior risco de desenvolvimento de metástases e 

conseqüentemente pior prognóstico. 

O fenótipo angiogênico de um tumor é adquirido como conseqüência direta 

de sua intensa proliferação celular, o que causa um rápido aumento da distância 

entre as células tumorais e os vasos sanguíneos pré-existentes, o que limita a 

difusão de oxigênio e nutrientes para as regiões mais internas do tumor e produz 

um microambiente hipóxico, com acidose e aumento da pressão intersticial 

(Denko, 2008). Células neoplásicas em hipóxia acumulam o fator indutor de 

hipóxia (HIF-1α), que por sua vez, estimula a formação de novos vasos e 

conseqüente re-oxigenação tecidual através da transcrição de VEGF e do 

aumento da expressão de seus receptores nas células endoteliais pré-existentes 

nas proximidades do tumor (revisado por Dewhirst et al., 2008). Embora a 

expressão do HIF-1α esteja correlacionada com a hipóxia tecidual, há evidências 

de que este fator está também implicado em funções biológicas que requerem sua 

ativação em condições normóxicas (revisado por Semenza, 2003). As principais 

funções do VEGF são promover a sobrevivência e induzir a proliferação, migração 

e invasão de células endoteliais na matriz extracelular, contribuindo para o 

processo de angiogênese através da interação com receptores de superfície tipo 

tirosina-quinase (Norrby et al., 2006). De maneira geral, os vasos neoformados via 

VEGFA são desorganizados e apresentam alto número de fenestrações (Cao et 

al., 2004).  

O gene VEGFA codifica várias isoformas que diferem entre si pela 

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

crescimento e desenvolvimento dos vasos sanguíneos em tumores é dependente 

do balanço da produção 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 famílias, as pró-angiogênicas (7 variantes) e anti-

angiogênicas (5 variantes), que diferem em seis aminoácidos na porção carboxi-

terminal. As variantes anti-angiogênicas são formadas a partir de um splicing distal 

no exon 8, em um sítio denominado distal site splice (DSS), enquanto que as pró-

angiogênicas, no sítio proximal do exon 8 chamado proximal site splice (PSS). 



 

61 

 

Estas alterações resultam em mudanças na interação destas moléculas com seus 

receptores e consequentemente na sua função (revisado por Harper & Bates, 

2008). O controle molecular que regula a escolha do splice carboxi-terminal (pró 

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

fatores de splicing específicos regulados por IGF (para o PSS) ou TGFβ1 (para o 

DSS) (Nowak et al., 2008). Em geral, os experimentos para estudar a expressão 

de VEGFA não são capazes de detectar as diferenças entre as famílias pró ou 

anti-angiogênicas destas moléculas. Entretanto, naqueles estudos que fazem esta 

diferenciação, a expressão 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 reações de PCR e 

ELISA, que a variante VEGFAb compreende 90% dos mensageiros para VEGFAs 

em tecidos normais e que as isoformas pró-angiogênicas são expressas em 

câncer colorretal.  

Em recente estudo realizado por nosso grupo (Carvalho et al., 2008), 

células B16F10 foram injetadas na cavidade peritoneal de camundongos C57Bl6 e 

resultaram na formação de metástases em linfonodos mediastínicos em todos os 

casos. Um dos resultados mais importantes deste estudo foi que o tratamento 

destes animais com orlistat reduziu pela metade o número de linfonodos 

metastáticos. Em um outro trabalho recente, realizado por nosso grupo (Bastos, 

2009), foi mostrado que a inibição de FASN com orlistat aumentou a extensão e a 

ramificação dos vasos linfáticos em orelhas de camundongos C57Bl6 portadores 

de melanomas experimentais. Neste mesmo estudo, a inibição de FASN diminuiu 

o volume de linfonodos metastáticos e a produção de VEGFR-3 nos tumores 

primários. Uma possível explicação para este aumento na densidade de vasos 

linfáticos é que o bloqueio de FASN pode ter modificado a permeabilidade dos 

vasos pré-existentes e aumentado a eficiência de captação do marcador 

fluorescente utilizado. 

No presente trabalho, a inibição da atividade de FASN causou significativa 

redução na extensão e ramificação dos vasos sanguíneos localizados na periferia 

de melanomas experimentais na pele ventral de camundongos C57Bl6. Até o 
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momento, apesar de inúmeros estudos envolvendo processos de neoformação 

vascular, esta é a primeira demonstração “in vivo” de que a inibição de FASN 

altera o fenômeno de angiogênese tumoral. Os mecanismos biológicos 

responsáveis pela redução na densidade dos vasos sanguíneos podem estar 

relacionados com os achados de Browne et al. (2006), que demonstraram que 

orlistat inibe a atividade de FASN em células endoteliais humanas (HUVEC) por 

bloquear a síntese de ácidos graxos e, conseqüentemente, reduz a proliferação. 

Além disso, os mesmos autores observaram que esta droga inibe a 

neovascularização em ensaio ex vivo, uma vez que previne a expressão de 

VEGFR-2 na superfície das células endoteliais de vasos sanguíneos.  

O fator VEGFA tem alta expresão na grande maioria dos tumores humanos 

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

2008). Para investigar a possível relação entre a expressão 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 estão em concordância com o estudo 

realizado por Menendez et al. (2005), no qual a inibição específica da atividade de 

FASN com c75 ocasionou um aumento maior que 500% na produção de VEGF-A 

em células derivadas de câncer de mama com alta expressão de ErbB2. Nestas 

células, o bloqueio da atividade de FASN ativou substancialmente a via MAPK e 

causou um acúmulo de HIF-1α. Estes achados levaram os autores a sugerir que a 

inibição do metabolismo endógeno de ácidos graxos nas células tumorais 

desencadeia uma reação semelhante ao que ocorre em condições de hipóxia, que 

recupera a cascata MAPK-HIF-1α-VEGF, dependente de ErbB2.  

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

variável em neoplasias malignas, sendo que o splicing de VEGFA é dinâmico, 

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 expressão 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 progressão maligna está 

associada com forte expressão de VEGF189. A expressão forçada de VEGF121 

e VEGF165 em células derivadas de melanoma humano em estágio inicial 

resultou em um crescimento agressivo, em comparação com células transfectadas 

com VEGF189, que não foram tumorigênicas (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 formação vasos periféricos ao tumor e produziu pobre 

vascularização intratumoral. Já a isoforma 164 foi capaz de induzir eficientemente 

a formação tanto de vasos na periferia quanto dentro dos tumores e a isoforma 

188 levou a formação de densa rede de vasos intratumorais acompanhada de 

pobre vascularização periférica.  

O tratamento com orlistat não modificou expressão de RNAs mensageiros 

para FASN nos tumores estudados, o que está de acordo com Browne et al. 

(2006), que mostraram que orlistat inibe a atividade de FASN em células 

endoteliais HUVEC sem alterar a produção desta enzima. Em nosso trabalho 

anterior (Carvalho et al., 2008), os níveis protéicos de FASN em melanomas 

intraperitoneais experimentais de camundongos aumentaram depois da inibição 

com orlistat, pois a falta de atividade pode ter gerado como resposta um aumento 

na transcrição ou mesmo a estabilização da proteína FASN, com aumento da sua 

meia-vida.  

As diferenças observadas neste trabalho com relação a extensão e 

densidade dos vasos sanguíneos nos animais tratados com orlistat foram muito 

nítidas e, como mencionado anteriormente, podem ser atribuídas a redução da 

proliferação das células endoteliais, apesar do aumento da expressão de VEGFA 

pelas células tumorais. Experimentos com cultura de células endoteliais RAEC 

mostraram uma significativa redução da proliferação na presença dos inibidores 

específicos de FASN orlistat ou cerulenina, o que foi confirmado através de 

análises feitas em citômetro de fluxo. Segundo Browne et al. (2006), apenas 15 
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µM de orlistat provocou a morte de células endoteliais HUVEC estimuladas por 

VEGF. Esta concentração mais baixa da droga provavelmente se deve ao 

estímulo proliferativo causado por VEGFA, o que provoca uma maior necessidade 

da síntese endógena de ácidos graxos para compor a membrana destas células. 

Outros inibidores de FASN, como a cerulenina e C75 têm efeito semelhante em 

linhagens celulares derivadas de células tumorais (Kuhajda et al., 1999, 2000; 

Pizer et al., 2000; Gabrielson et al., 2001; Heiligtag et al., 2002; Zhou et al., 2003; 

Ali et al., 2005; Wang et al., 2005; Carvalho et al., 2008). Neste trabalho, 

demonstramos por RT-PCR que a linhagem B16F10 expressa RNAs mensageiros 

para VEGFA e que a incubação das células endoteliais RAEC com meio 

condicionado pelas primeiras resulta em aumento da proliferação. Este fato sugere 

fortemente que o fator VEGFA secretado pelas células B16F10 seja o responsável 

pela angiogênese peritumoral observada em nossos experimentos. 

Em resumo, os resultados aqui apresentados mostram que a inibição de 

FASN pelo tratamento com orlistat reduz a extensão e ramificação dos vasos 

sanguíneos na periferia dos melanomas experimentais implantados no ventre dos 

camundongos C57Bl6. Além do mais, a inibição da FASN aumenta a produção de 

VEGFA nos tumores e promove o bloqueio do ciclo celular nas células endoteliais 

RAEC. 
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77..  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 

7.1.  A angiogênese induzida pelo implante intradérmico de células B16F10 foi 

significantemente reduzida pela inibição da FASN com orlistat. 

7.2.  A quantidade relativa dos RNAs mensageiros para FASN nos tumores foi 

semelhante entre os grupos tratados ou não com orlistat. 

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

da FASN com orlistat nos melanomas experimentais. 

7.4. A expressão 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 

proliferação. 

7.6. A incubação das células RAEC com meio previamente condicionado por 

B16F10 aumentou a sua proliferação. 
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