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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O ácido graxo poliinsaturado docosahexaenóico (DHA), da família Ômega-

3, e a Vitamina E são bastante estudados no microambiente tumoral em virtude da sua atuação 

como fator de proteção contra a progressão do câncer de mama, porém a atividade desses 

compostos na biogênese de corpusculos lipídicos em células tumorais ainda é um pouco 

explorada. OBJETIVO: Investigar a ação de diferentes isoformas da vitamina E (Alfa-

tocoferol, Delta-tocoferol e o Delta-tocotrienol) em células da linhagem de câncer de mama 

MDA-MB-231 suplementadas com DHA, na atuação na modulação do metabolismo lipídico 

e tumorigênese. METODOLOGIA: Células MDA-MB-231 foram tratadas com o 50 µM de 

DHA, 5 µM das isoformas de vitamina E ou ambos (coestimulos) para avaliar citotoxicidade,  

indução de espécies reativas de oxigênio, biogênese de corpúsculos lipídicos, expressão do 

receptor PPARγ,  lipofagia, e parâmetros da carcinogênese como a proliferação, a 

sobrevivência e a migração celular. RESULTADOS: O DHA e as vitaminas “E” não 

reduziram a viabilidade das células nas dosagens estudadas, sendo que o DHA aumentou a 

produção de ROS, e o coestimulo com Delta-Tocotrienol inibiu a produção de ROS. Houve 

aumento na biogênese de corpúsculos lipídicos nos tratamentos, porém as vitaminas “E” e os 

coestimulos apresentaram menor expressão de PPARγ. A lipofagia foi identificada nos 

tratamentos com DHA e DHA + Delta-Tocotrienol. Em relação aos parâmetros de 

tumorigênese, foi verificado diminuição da migração celular nos tratamentos com DHA e 

coestimulos de DHA + Delta-Tocoferol  e DHA + Delta-Tocotrienol. CONCLUSÃO: A 

presença das diferentes isoformas de vitamina E modulam a biogênese dos corpúsculos 

lipídicos, e na presença do Delta-Tocotrienol há maior ocorrência de lipofagia e menor 

migração celular. 

Palavras chave: Ômega-3, Vitamina E, Corpúsculos lipídicos, Câncer de Mama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Polyunsaturated fatty docosahexaenoic acid (DHA), the omega-3 family, 

and Vitamin E are extensively studied in the tumor microenvironment by virtue of its role as a 

protective factor against progression of breast cancer, but the activity of these compounds in 

biogenesis of lipid droplets in tumor cells is still a little explored. To investigate the action of 

different isoforms of vitamin E (alpha-tocopherol, delta-tocopherol and delta-tocotrienol) in 

MDA-MB-231 breast cancer cell line supplemented with DHA, in acting in the modulation of 

lipid metabolism and tumorigenesis. METHODOLOGY: MDA-MB-231 cells were treated 

with 50µM of DHA, 5µM isoforms of vitamin E or both (coestimulos) to assess cytotoxicity, 

induction of reactive oxygen species, biogenesis lipid droplets, PPAR gamma receptor 

expression, lipofagia and carcinogenesis parameters such as proliferation, survival, and cell 

migration. RESULTS: The DHA and vitamins "E" did not reduce cell viability in the studied 

dosages, and DHA increased ROS production, and coestimulo with Delta-Tocotrienol 

inhibited the ROS production. There was an increase in the biogenesis of lipid droplets in 

treatments, however vitamins "E" and coestimulos had lower expression of PPAR gamma. 

The lipofagia was identified in the treatments with DHA and DHA + Delta-Tocotrienol. In 

relation to tumorigenesis parameters, it was found decreased cell migration in treatment with 

DHA and DHA + coestimulos of Delta-Tocopherol and DHA + Delta-Tocotrienol. 

CONCLUSION: The presence of different isoforms of vitamin E modulate the biogenesis of 

lipid droplets, and Delta-Tocotrienol's presence is higher occurrence of lipofagia and lower 

cell migration. 

 

Keywords: Omega-3, Vitamin E, lipid droplets and breast cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer (CA) de mama é uma doença de alta incidência em todo mundo, e no Brasil 

as taxas de mortalidade continuam elevadas, provavelmente devido a doença ainda ser 

diagnosticada em estádios avançados, o que diminui as chances de cura (BRASIL, 2014).  

O ácido graxo poliinsaturado da família Ômega-3 (ω-3) docosahexaenóico (DHA) já é 

bastante estudado no ambiente tumoral em virtude da sua atuação como fator de proteção 

contra a progressão do câncer de mama, devido as suas propriedades imunomoduladora e 

antinflamatória, e através da sua ação em vias de peroxidação (oxidação) e de ativação de vias 

de morte celular programada (XIONG et al., 2012; MERENDINO et al., 2013; VAUGHAN 

et al., 2013). No entanto a sua atividade na biogênese de corpúsculos lipídicos em células 

tumorais ainda é um campo de estudo pouco explorado, apesar da atividade antitumoral deste 

ácido graxo já ser bem descrita (SIDDIQUI et al., 2011; COCKBAIN et al., 2010), tornando-

o um composto bioativo bastante utilizado na pratica clínica com pacientes diagnosticados 

com diferentes tipos de câncer, o que ainda o faz ser um alvo de estudo interessante é que sua 

atividade na biogenese de corpúsculos lipídicos ainda é obscura (LEE et al., 2013; 

KNÆVELSRUD et al., 2012).  

A vitamina E tem surgido como um potencial adjuvante ou inibidor da ação dos ácidos 

graxos ω-3 no câncer de mama (XIONG et al., 2012) e em outros tipos de cancer (DING et 

al., 2007; STURLAN et al., 2003; YAM et al., 2001). A vitamina E também é descrita como 

fator de proteção contra o CA de mama,  e sua atividade anti-cancerígena já foi investigada 

em outros estudos (KLINE; LAWSON et al., 2007; LOGANATHAN et al., 2012). Alguns 

mecanismos de ação foram propostos como sua capacidade de inibir os receptores de 

estrógeno (RE), que quando ativos estimulam a proliferação celular (RUSSO et al., 2013; 

LEE et al., 2009) e pode estar relacionada ao aumento da expressão e atividade do receptor 

ativado pelo proliferador de peroxissoma (PPARy), conhecido por estar envolvida na 

absorção de ácidos graxos e por agir no controle da inflamação e na indução da apoptose, 

inibindo a proliferação de células cancerígenas e diminuindo sua sobrevivência (MICHALIK, 

DESVERGNE, WAHLI, 2004).  

Apesar da vitamina E atuar no microambiente tumoral como anti-oxidante e anti-

inflamatório (JIANG; ELSON-SCHWAB et al., 2000; KLINE, LAWSON et al., 2003; 

BARVE, KHOR, et al., 2009; STONE, KRISHNAN, et al., 2004; CHAMRAS, BARSKY et 

al., 2005), a sua atividade ainda é pouco estudada na formação dos corpusculos lipídicos 

(CL), assim como o DHA (UTO-KONDO, OHMORI, KIYOSE et al., 2009; BURDEOS, 

NAKAGAWA et al., 2014). 
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Novas abordagens como a quantificação de corpúsculos lipídicos são sugeridas em 

relação ao mal prognóstico e uma menor sobrevida em alguns tipos de tumores, devido à 

correlação entre ativação da síntese de lipídios de novo e o seu acúmulo nos corpúsculos 

lipídicos (NIEVA et al., 2013). Esse estudo realizado por Nieva e colaborados (2013) sugere a 

hipótese de que o teor de lipídios das células de câncer de mama pode ser uma medida útil em 

uma série de funções acopladas a progressão do câncer de mama de diferentes malignidades. 

Abramczyk  e colaboradores (2015) avaliaram a quantidade de corpúsculos lipídicos em 

diferentes linhagens de câncer de mama invasivo (MDA-MB-231) e não invasivo (MCF-7) e 

também em células de mama saudáveis (MCF-10) e observaram que na linhagem MDA-MB-

231 são encontrados quatro vezes mais corpúsculos lipídicos do que nas células MCF-10, e 

que as células MCF-7 possuem 2 vezes mais corpúsculos do que as MCF-10, sugerindo que o 

aumento de corpúsculos lipídicos correlaciona-se com o aumento da agressividade do câncer 

(NIEVA et al., 2013).  

Nesse sentido, este estudo propôs investigar a ação de diferentes isoformas da 

vitamina E, dentre elas o Alfa-tocoferol (Alfa-T), o Delta-tocoferol (Delta-T) e o Delta-

tocotrienol (Delta-T3), na ação antitumoral do DHA, e sua ação na modulação da biogênese 

de corpúsculos lipídicos. 

Sabendo que o aumento na quantidade de CL no citoplasma de células mamárias pode 

estar relacionado com o aumento do estoque de lipídios intracelulares, que normalmente é 

acentuado nos tecidos cancerígenos e que esse aumento pode ocorrer a partir de substratos 

lipídicos presentes no microambiente tumoral,  a presença de maiores concentrações de DHA, 

fornecido às células tumorais como um suplemento lipídico, pode levar a um maior acúmulo 

dos lipídios intracelulares, e esses lipídios armazenados podem ser utilizados como substrato 

energético para a maior proliferação das células tumorais. Este estudo propôs avaliar se a 

vitamina “E” associada ou não ao DHA pode modular a biogênese de CLs, e assim, observar 

uma nova atuação desses compostos no microambiente tumoral e abrir um campo para o 

estudos de novas estratégias terapêuticas no tratamento do câncer de mama,  como ação do 

acúmulo de lipídios na tumorigênese, o que poderia refletir no tratamento clínico do paciente 

e com conseqüente melhora na qualidade de vida (UTO-KONDO, OHMORI, KIYOSE et al., 

2009; LEE et al., 2013; BURDEOS, NAKAGAWA et al., 2014).  

Anda existe um vasto campo a ser estudado a fim de elucidar a atuação de compostos 

como o DHA e a Vitamina E em células de câncer de mama e este estudo pode auxiliar na 

elucidação de mecanismos de ação envolvendo o acúmulo de corpúsculos lipidicos, no 

microambiente tumoral. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA: 

2.1- Câncer de mama: 

O câncer (CA) de mama é segundo tipo mais frequente em todo o mundo e é o mais 

comum entre as mulheres, de acordo com dados do Instituto Nacional do Câncer ele 

corresponde a 22% dos novos casos de câncer diagnosticados a cada ano (BRASIL, 2014). 

Esse tipo de câncer é relativamente raro antes dos 35 anos e acima desta faixa etária sua 

incidência cresce rápida e progressivamente (BRASIL, 2014). Estatísticas indicaram um 

aumento da incidência do CA de mama tanto nos países desenvolvidos quanto nos em 

desenvolvimento, e, o INCA estimou 57.120 casos para o ano de 2014. No Brasil, as taxas de 

mortalidade por esse tipo de câncer ainda continuam elevadas, possivelmente devido a doença 

ser diagnosticada já em estádios avançados e, na população mundial, a sobrevida média após 

cinco anos é de 61% (BRASIL, 2014). 

O CA de mama possui características clínicas heterogêneas, seu prognóstico é 

determinado de acordo com o subtipo biológico ao qual pertence. É dividido em dois grupos 

principais com base na expressão gênica do receptor de estrógeno (RE) ou na ausência da 

expressão desse receptor (ZEPEDA-CASTILLA et al., 2008). Dentro desses dois grandes 

grupos ele ainda é subdividido em pelo menos cinco subtipos de acordo com perfis de 

expressão molecular (JUNG et al., 2014). 

No câncer de mama ocorrem diferenças entre a expressão de receptores de estrogênio, 

progesterona e do receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER-2) que são os três 

biomarcadores utilizados para o diagnóstico e classificação molecular da doença (AURÍLIO 

et al., 2014). A classificação molecular para o prognóstico da doença traz insights 

interessantes sobre a taxonomia deste câncer. No entanto, a grande heterogeinedade 

intratumoral torna a classificação do subtipo molecular um tanto controversa, uma vez, que 

diferentes níveis de expressão desses receptores também foram mostrados em diferentes 

tumores do mesmo paciente ou mesmo em diferentes regiões no mesmo tumor, o que pode 

gerar resultados falsos positivos na classificação do subtipo molecular (AURÍLIO et al., 

2014). Além disso, a sua implementação como rotina no sistema clínico é questionável devido 

ao seu alto custo e também pela informação fornecida ser fruto de amostra retirada de um 

único local do tumor, por isso, essa classificação não mais é considerada suficientemente 

confiável (NIEVA et al., 2013). 

Aproximadamente 60-80% dos CAs de mama são positivos para os receptores 

hormonais (RH) (JUNG et al., 2014), e esses CAs de mama RH-positivos possuem 

prognóstico mais favorável do que os RH-negativos (SUN et al., 2014). Historicamente, 
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utiliza-se do sistema de estadiamento como o principal determinante do prognóstico e da 

necessidade de tratamento adjuvante em pacientes com câncer de mama (TORRISI et al., 

2013). No entanto, o estadiamento é realizado atraves das características anatômicas dos 

tumores e considera o câncer de mama como uma doença única; assim, é sub-ótima para 

refletir a heterogeneidade biológica desse tipo de câncer. Por isso, recentemente, com a rápida 

evolução da biologia molecular tem-se criado diferentes estratégias terapêuticas baseados nos 

subtipos moleculares de câncer de mama (TORRISI et al., 2013).  

No ano 2000, Perou e colaboradores classificaram o cancer de mama dentro de 

subtipos, baseados no seu perfil de expressão gênica. Quatro subtipos foram identificados 

inicialmente: normal like (uma categoria que permanece incerta, devido, em alguns casos, as 

amostras desse subtipo se contaminarem com amostras de células do tecido normal da mama), 

Luminal (dois grupos: Luminal A e B), sendo estes cânceres positivos para o receptor de 

estrógeno (RE+) e abrangem 60–70% casos diagnosticados (BLOWS; DRIVER; SCHMIDT 

et al., 2010), um terceiro grupo chamado HER2+ foi assim nomeado por possuir o receptor do 

fator de crescimento epidermal 2 (HER-2+) e corresponde a 18–25% dos casos de cânceres de 

mama humano (OWENS; da SILVA, 2004), o quarto grupo caracterizado é negativo para 

HER-2 e para receptor de estrógenio (RE-) e foi classificado como Basal like (SORLIE et 

al., 2003).  

Em 2007 Herschkowitz e colaboradores descreveram um quinto subtipo, o Claudin-

low. As células desse subtipo são semelhantes a células de iniciação tumoral com 

caracteristicas genéticas de células-tronco de origem mamaria e são encontradas em tumores 

de mama humanos primários (HENNESSY, GONZALEZ-ANGULO  et al., 2009; PRAT et 

al., 2010). O subtipo Claudin-low, compreende a 5-10% dos cânceres de mama, ele é triplo 

negativo aos receptores de estrógeno (RE), progesterona (RP), e fator de crescimento 

epidermal 2 (HER-2) (HERSCHKOWITZ et al.,  2007). Esse subtipo é destacado pela 

expressão de proteínas de junção célula-célula e por possuírem características de célula tronco 

em transição de mesenquimal para epitelial (TME) com aumento de marcadores 

mesenquimais (CREIGHTON et al., 2009; HENNESSY et al, 2009). A transição TME é mais 

frequentemente encontrada no subtipo basal (SARRIÓ et al.,  2008),  e o resultado da 

aquisição dessas características mioepiteliais por células epiteliais de origem luminal está 

associada com o aumento da agressividade, da invasividade, do potencial metastático e a um 

pior prognóstico (JONES et al., 2004). Um estudo realizado por Prat e colaboradores (2013) 

mostrou que 9 linhagens celulares que antes eram caracterizadas como do subtipo basal são na 

realidade pertencentes ao subtipo claundin-low e são elas:  a MDA-MB-231, SUM159PT, 
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MDA-MB-157, BT549, SUM1315MO2, MDA-MB-436, MDA-MB-435, HBL-100 e 

Hs578T.  

O CA de mama do subtipo triplo negativo, ao qual o perfil claundin-low pertence, é 

então definido pela ausência da expressão de ambos os receptores de estrogênio (RE-) e 

progesterona (RP-), bem como a ausência de receptor do fator de crescimento epidermal 2 

(Her-2-) (TENG et al., 2011).  Tem um prognóstico ruim devido à falta de terapia direcionada 

para seu tratamento, e a única opção terapêutica atualmente disponível para o CA de mama 

triplo negativo é a quimioterapia. Esse câncer compreende 15-20% da incidência dos cânceres 

de mama humano disgnosticados (BUZDAR et al., 2005). Mesmo assim, ainda se tem um 

prognóstico ruim, devido à resistência às drogas e a sua toxicidade (IRSHAD et al., 2011). 

Esse tipo de CA de mama tem altas taxas de recorrência, de metástases nos sistemas nervoso 

periférico e central, e de morte precoce (DENT et al,  2009). 

Os subtipos moleculares de CA de mama ajudam a explicar as diferenças no 

comportamento dos tumores em sua resposta ao tratamento, apesar de suas similaridades 

morfológicas (SORLIE et al., 2003). Mas, apesar dos avanços na classificação dos subtipos 

moleculares do CA de mama esse tipo de classificação ainda é caro e, por isso, não é utilizado 

como rotina na prática clínica. Diante disso, novos tipos de classificação são propostas como 

a quantificação de lipídios intracelulares, por ser um método preciso e menos oneroso. Alguns 

estudos tem mostrado que células de câncer de mama possuem um acúmulo maior de lipídios 

do que células saudáveis da mama, e quanto maior o grau de agressividade do subtipo de 

câncer de mama maior a quantidade de lipídios intrecelulares (ABRAMCZYK; SURMACKI 

et al., 2015). 

2.2- Corpúsculo lipídico: 

O aumento da biogênese de lipídios em tecidos cancerígenos foi mostrado como um 

evento importante no metabolismo destas células. Entretanto o papel dos lipídios na 

transformação celular, no desenvolvimento e progreção tumoral, assim como seu potencial em 

facilitar a migração de células tumorais para sítios secundários (metástase), ainda não é 

totalmente entendido (BAENKE; PECK; MIESS; SCHULZE, 2013). 

O corpusculo lipídico (CL) é uma organela intracelular especializada em acumular, 

armazenar e fornecer lipídios. O CL é uma organela intracelular formada por uma 

monocamada de fosfolípidos que é decorada com muitas proteínas, entre as quais a proteína 

relacionada com a diferenciação dos adipócitos (ADRP) e a família perilipin são bem 

caracterizada (GREENBERG et al., 2011; MACPHERSON et al., 2012). Por décadas os CLs 

foram considerados organelas passivas, mas agora já é descrito que trata-se de uma organela 
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complexa e dinâmica, com um papel central na regulação da homeostase dos lipídios (POL, 

GROSS et al., 2014).  

Essa organela é especializada em armazenar lipídios neutros, incluindo triglicerídeos e 

ésteres de colesterol, são formados sob duas condições ambientais diferentes. Em primeiro 

lugar, as células acumulam CLs em resposta a disponibilidade exógena de lípidos e pensa-se 

que os ácidos graxos armazenados nos CLs são utilizados como substrato para o metabolismo 

energético, síntese de membranas celulares e produção de moléculas derivadas de lipídios tais 

como lipoproteínas, sais biliares, hormônios e mediadores lipídicos do sistema imune os 

eicosanoides  (POL, GROSS et al., 2014). Em segundo lugar, muitos tipos de estresses 

celulares, incluindo a inflamação e estresse oxidativo, também podem induzir a biogênese de 

CLs (YOUNCE; KOLATTUKUDY, 2012) o que reflete o papel dos CL em processos não 

diretamente relacionados com o metabolismo lipídico, tais como na degradação de proteínas 

ou na imunidade. O acúmulo de CLs também ocorre durante a progressão de patologias não 

obviamente relacionadas com lipídios como: cardiopatias, neuropatias, ou durante a hepapite 

viral (VALLET-PICHARD et al., 2012).  

O armazenamento de lipídios celulares é variável, e reflete o balanço entre a chegada 

dos lipídios nas células e o seu consumo por elas; um acúmulo excessivo de CLs também 

ocorre em doenças relacionadas com a gordura como a obesidade e a atereosclerose 

(KRAHMER et al., 2013). Então, o balanço entre a oferta e o consumo de lipídios determina 

os níveis de CLs, e estes níveis podem ser bastante heterogênios mesmo em células idênticas 

(HERMS et al., 2013).  

Além disso, os CLs apresentam uma grande quantidade do ácidos graxos dentre eles o 

ácido araquidonico, pertencente a família ômega-6, que é o principal substrato utilizado na 

síntese dos eicosanóides, que são mediadores lipídicos participantes da resposta imunológica. 

Os CLs também possuem uma grande quantidade de proteínas relacionadas com o processo 

de sinalização celular e endereçamento de vesículas (WAN et al., 2007). E também podem 

apresentar enzimas diretamente relacionadas à síntese de eicosanoides, como as 

ciclooxigenases e as lipooxigenases (BOZZA et al., 2011).  

Portanto, os CL, são organelas dinâmicas, funcionalmente ativas, que tanto contribuem 

para a gênese da resposta inflamatória como agem no controle de doenças inflamatórias. 

Embora os CLs tenham um papel central na inflamação e sejam considerados marcadores 

estruturais de células inflamatórias em uma variedade de doenças (BOZZA et al., 1997) sua 

ação do ambiente tumoral ainda não é totalmente conhecida.  
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As células concerígenas frequentemente apresentam alterações específicas em sua 

atividade metabólica. Esta reprogramação metabólica ocorre para suprir o aumento da 

produção de intermediários metabólicos para a síntese de proteínas e lipídios, e é um pré-

requisito para a rápida proliferação de células cancerígenas (BAENKE, PECK, MIESS e 

SCHULZE, 2013). As alterações matabólicas mais proeminetes no câncer são o aumento da 

absorção de glicose e a utilização da glicólise, denominado o efeito de Warburg. No entanto, 

outros processos metabólicos incluindo a biossíntese de proteínas, ácidos nucleicos e lipídios 

também são aumentadas como parte da progração metabólica associada ao câncer (BAENKE, 

PECK, MIESS e SCHULZE, 2013).   

A maioria dos tecidos mamíferos adultos satisfazem as suas necessidades de lipídios 

através a absorção de ácidos graxos livres (AGLs) e lipoproteínas, tais como a lipoproteína de 

muito baixa densidade VLDL, a partir da corrente sanguínea. A biossíntese de ácidos graxos e 

do colesterol é restrita a um subconjunto de tecidos, incluindo o fígado, o tecido adiposo e 

tecidos mamários. No entanto, no tecido cancerígeno é frequentemente observada a ativação 

da biossíntese de lipídios (MENENDEZ e LUPU, 2007). Por isso, ao longo dos últimos anos, 

tem se dado cada vez mais atenção aos estudos dos processos metabólicos envolvidos na 

biossíntese de lipídios e sua regulação no contexto do câncer (BAENKE, PECK, MIESS e 

SCHULZE, 2013) 

Desde o século passado estudos já demonstravam que células cancerígenas são 

capazes de sintetizar lipídios através da lipogênese (MEDES et al., 1953). Desde aquela época 

já era descrito que o tecido tumoral apresenta níveis de biossintese de lipídicos comparáveis 

ao tecido do fígado, que possui uma alta taxa de síntese lipídica. Embora Medes e seus 

colaboradores já tenham observado que o tecido tumoral era capaz de utilizar lipídios 

presentes no ambiente tecidual, eles já sabiam que a síntese de lipídios de novo fornece a 

maioria dos lipídios necessários para a rápida proliferação das células cancerígenas.  

Sendo assim, uma das características mais importantes das células cancerígenas é a 

reforçada lipogênese. Dependendo do tipo de câncer, as células tumorais produzem até 95% 

de ácidos graxos saturados e monoinsaturados através da síntese de novo de lipídios, mesmo 

com fornecimento dietético suficiente. Esse síntese de lipídios de novo começa cedo, quando 

as células se tornam cancerígenas e têm uma elevada taxa de expansão, quando as células se 

tornam mais malignas conforme possuem uma maior capacidade de proliferação. É sugerido 

que a ativação da síntese de lipídios é necessária para a carcinogenese e para sobrevivência 

das células cancerígenas. Recentemente, foi relatado que os tumores mamários e o 

lipossarcoma estão equipados tanto para a síntese de novo de ácidos graxos, bem como para 



8 

 

lipólise extracelular e estas observações indicam que os ácidos graxos adquiridos podem 

fornecer uma fonte adicional de lipídios para o câncer (ZAIDI, LUPIEN e KUEMMERLE et 

al., 2013).  

Mais evidências de que a síntese de lipídios de novo é importante no ambiente tumoral 

é que a inibição de enzimas participantes da biossíntese de ácidos graxos, como a ácido graxo 

sintase (Fatty acid synthase FAS), pode bloquear o crescimento de células cancerígenas 

(ABRAMSON, 2011; IGAL, 2010; MENENDEZ e LUPU, 2007; SANTOS e SCHULZE, 

2012;. SWINNEN et al, 2006; ZAIDI et al, 2012).  A maioria dos esforços para inibir a 

síntese de lípidos farmacologicamente centraram-se na enzima FAS, e os efeitos dos 

inibidores desta enzima são investigados em diferentes modelos pré-clínicos de câncer 

(KUHAJDA et al, 2000;. LI et al, 2001;. PUIG et al., 2009; ZHAN et al., 2008). Esse 

inibidores da FAS têm demonstrado boa eficiência na quimioprevenção do cancer de mama 

em camundongos transgênicos para o receptor do fator de crescimento epidermal (HER-2) 

(ALLI et al., 2005). 

Sabendo-se também que o dano oxidativo é um dos mecanismos que levam a morte de 

células tumorias (DING et al., 2004; APPOLINÁRIO et al., 2011; SKENDER et al., 2012) e 

que alterações na saturação dos ácidos graxos pode alterar  drasticamente essas propriedades e 

afetar alguns aspectos da maquinaria celular. Se tem descrito que a mudança no acúmulo de 

lipídios e na síntese de novo de lipídios através da gênese de CLs em células de câncer leva ao 

aumento da saturação dos lipídios de membrana, resultando em altos níveis de fosfolipídios 

saturados e monoinsaturados, o que  potencialmente protege as células cancerígenas dos 

possíveis danos causados pelo aumento do estresse oxidativo por reduzir a peroxidação 

lipídica (RYSMAN et al., 2010). Além disso, o aumento dos níveis de ácidos graxos 

saturados, associados com a redução da fluidez da membrana, são também encontrados em 

cânceres de mama agressivos, sugerindo que a redução da fluidez da membrana é uma 

característica da doença avançada (HILVO et al., 2011) e protege a célula de danos 

oxidativos. 

  Partindo do conhecimento de que o aumento do estresse oxidativo pode favorecer a 

biogênese de corpúsculos lipídicos o estudo da atuação de antioxidantes na modulação da 

biogênese dessa organela é interessante, pouco se sabe sobre a atuação da vitamina E 

antioxidante na modulção da biogênese de CLs, alguns estudos publicados têm dado foco aos 

tocotrienois, uma vez, que estes foram relatados por suprimirem a diferenciação de adipócitos 

via fosforilação do Akt, uma proteína  A serina-treonina quinase Akt (também conhecida 

como PKB) que  é uma proteína efetora central do fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato e tem 
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atividade supressora de tumores (SOUZA et al., 2014) quando é ativada pode inibir a 

apoptose e a autofagia através da proteína mTOR (BAEHRECKE et al., 2005). E também por 

exercer atividades importantes como agente antinflamatório ao atenuar a ativação do fator 

nuclear “kappa be” (NFkB) e na expressão de adipocinas inflamatórias em adipócitos, no 

entanto, as vias de modulação do metabolismo lipídico são muito mais complexas e apenas 

regular a produção de adipocinas inflamatórias não mostra um grande potencial dos T3 na 

modulação na biogênese de corpúsculos lipídicos, assim a escassez de dados relativos ao 

impacto dos T3 como um regulador potencial do acuúmulo intracelular de lipídico abre um 

novo campo de investigação da atividade biológica desses compostos. 

Burdeos e colaboradores (2014) estudaram a atividade dos tocotrienois (T3) no 

metabolismo lipídico através da investigação de genes envolvidos na diferenciação de 

preadipócitos 3T3-L1 e acúmulo ou β-oxidação de lipídio nessas células. As células 3T3-L1 

foram tratadas com diferentes isômeros dos tocotrienois (Alfa-T3, Delta-T3, Gama-T3 e Beta-

T3) e também com o Alfa-Tocoferol, nesse estudo os trigliceridos (TG) celulares foram 

extraídos e quantificados, e ao contrario do observado em nosso modelo estes autores 

observaram que os tocotrienois reduziram acentuadamente a quantidade de triglicerídeos nas 

células diferenciadas, e que o Delta-T3, o Gama-T3 e o Beta-T3 reduziram os TG e o Alfa-T 

não possuía esta capacidade, interessantemente eles notaram que não existia diferença na 

concentração celular de ambos os T3 e o Alfa-T e apesar disso apenas os T3 reduziram TG, o 

que os levou a concluir que a estrutura molecular dos T3 tem papel fundamental na sua 

atividade biológica.  

Além disso, estes autores encontram que os tocotrienois reduzem de forma 

significativa o acúmulo de corpúsculos lipídicos em pré-adipocitos diferenciados, todas as 

isoformas de T3 reduziram CL enquanto a alfa-Tocoferol não mostrou redução na biogênese 

de CLs, doses menores de T3 (0-5 µM) não reduziram o acúmulo de TG provavelmente 

porque nessa dosagem foi observada maior proliferação celular, mostrando um potencial 

dessa isoforma de vitamina E na modulão da gênese de CLs. 

 

2.3-Autofagia e Lipofagia 

Estudos recentes tem relacionado o metabolismo lipídico com a autofagia, esta é uma 

via de degradação que inclui a macroautofagia, microautofagia e a autofagia mediada por 

chaperonas (MIZUSHIMA e KOMATSU, 2011). É utilizada pelas células para remover 

proteínas e organelas defeituosas, promover a sobrevivência celular, ou sua morte, participa 

do metabolismo, do desenvolvimento, da infecção, da imunidade e do envelhecimento 
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(MEHRPOUR et al., 2010), além disso também é requerida em condições de privação de 

nutrientes para oxidação dos lipídios celulares para o suprimento de energia. Sendo assim, os 

lipídios são componentes integrais do precesso autofágico e podem impactá-lo em diferentes 

níveis (DALL’ARMI et al., 2013).  

A degradação de lipídios dos corpúsculos em resposta a falta de nutrientes requer 

componentes da maquinaria autofágica, e a inibição da autofagia leva a um acúmulo de 

corpúsculos lipídicos e essa mobilização de lipídios intracelulares foi denominada de 

microautofagia (SINGH et al., 2009). A ligação entre o metabolismo lipídico e autofagia é 

particularmente interessante porquê cada vez mais evidencias confirmam a importância da 

autofagia no câncer. Estudo tem demonstrado que a autofagia é um mecanismo que  permite 

que as células tumorais mantenham seu suprimento de energia durante a privação de 

nutrientes e na tumorigênese (GUO et al., 2011). Então a autofagia pode funcionar como uma 

via de sobrevivência para as células tumorais (WHITE, 2012). 

O processo de autofagia se caracteriza pela formação de um autofagossomo formado 

por uma dupla membrana que se fundem com os lisossomos, que são uma estrutura funcional, 

a qual recicla e degrada componetes celulares em um ambiente ácido que possui hidrolases 

lisossomais (KROEMER, 2005). Esse processo é regulado geneticamente por uma família de 

proteínas chamadas Atg (Autophagy genes), que são diferenciadas da sigla por meio de 

números. As Atg5, Atg7, Atg8, Atg10 e Atg12, são as primeiras recrutadas durante a 

autofagia e são responsáveis pela formação do autofagossomo. A Atg8, conhecida como LC3 

(Ligth Chain 3), se apresenta em duas formas, a LC3-I (localizada no citosol) e a forma 

proteolítica LC3-II (localizada na membrana do autofagossoma) (KOGEL et al., 2010). A 

LC3 é uma proteína ubiquitina-ligase, que pode ser conjugada com a fosfatidiletalonamina 

(PE). Inicialmente a LC3 é sintetizada em uma forma não processada, a proLC3, que é clivada 

no carbono terminal, o que resulta em LC3-I, só depois ela é conjugada a PE, e forma a LC3-

II. A LC3-II é a única proteína marcadora fielmente associada ao estágio completo de 

formação do autofagossomo (KLIONKY et al., 2012) e também é nomeada com LC3-B. 

Como já descrito os lipídios intracelulares são armazenados nos corpúsculos lipídicos 

(CLs) e podem ser metabolizados por enzimas hidrolases para fornecer energia para a célula. 

Recentemente, tem sido descrito uma via alternativa para o metabolismo de lipídios através 

autofagia que é um tipo de degradação lisossômica denominada lipofagia. Nessa via os 

triglicerídeos (TG) e ésteres de colesterol (EC) são engolfados for autofagossomas e entregues 

para os lisossomos para sua degradação por hidrolases ácidas. Os ácidos graxos (AG) livres 

gerados por lipofagia pela quebra de TGs servem como combustível para a β-oxidação 
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mitocondrial. Portanto a lipofagia tem como uma de suas funções regular o fornecimento de 

lipídios intracelulares para manter a homeostase energética (LIU e CZAJA, 2013). 

A quantidade de lipídios metabolizados por lipofagia varia em resposta ao 

fornecimento extracelular de nutrientes. Os mecanismos celulares que regulam os níveis de 

autofagia são pouco claros, sabe-se que se a autofagia for prejudicada pode ocorrer um 

acúmulo excessivo de lipídios e doenças como esteatose hepática, alteração da liberação de 

neuropeptídios do hipotálamo o que pode afetar a massa corporal, pode também alterar 

mecanismos de transdiferenciação celular e levar as células a morte programada. Futuros 

estudos poderão identificar mais mecanismos regulados pela lipofagia, fazendo com que essa 

via se torne um potencial alvo terapêutico em uma variedade de doenças (LIU e CZAJA, 

2013). 

A ocorrência da lipofagia no microambiente tumoral ainda é pouco esclarecida, em 

algumas circunstâncias a autofagia pode suprimir a tumorigênese, porém na maioria dos 

contextos a autofagia tem uma atuação mais favorável à tumorigênese (WHITE, 2015).  

No microambiente tumoral pode ocorrer um aumento da autofagia como um 

mecanismo de sobrevivência ao estresse microambiental e para favorecer o crescimento e 

agressividade do tumor. Um dos mecanismos pelos quais o câncer promove a autofagia inclui 

a não expressão da proteína p53, uma proteína supressora de tumoral, como um mecanismo 

de manutenção da função metabólica das mitocôndrias de células cancerígenas. Por isso, os 

esforços para inibir a autofagia como parte da terapia contra o câncer tem atraído grande 

interesse (WHITE, 2015). Uma característica de células cancerígenas deficientes de p53, e 

incapacidade de realizarem a autofagia com consequente acúmulo lipídios (GUO et al., 2013). 

Uma vez que na ausência da proteína p53, a autofagia é necessária para manter a oxidação 

mitocondrial dos ácidos graxos, e sem a autofagia, células tumorais contêm mitocôndrias que 

não conseguem metabolizar os substratos lipídicos (GUO et al., 2013). Assim, a deficiência 

de p53 promover o armazenamento de lipídios (CHEUNG e VOUSDEN, 2010; ZHU e 

PRIVES, 2009). Se o catabolismo de lipídios pela oxidação mitocondrial dos ácidos graxos 

significativa cativamente contribui para o metabolismo destes tumores deficiente p53, 

preservação da função mitocondrial através mitofagia pode ser essencial para a degradação de 

lipídios, sua utilização, e homeostase (WHITE, 2015).  

Estas descobertas recentes que mostram que a autofagia promove a tumorigênese 

suportam o conceito de que a inibição autofagia pode ser uma potencial abordagem para a 

prevenção e tratamento do câncer. Dado que o suprimento de substratos metabólicos via 

autofagia são essenciais para a sobrevivência da célula da cancerígena, e a identificação dos 
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substratos exatos que são fornecidos e os processos pelos quais eles são produzidos também 

pode revelar um novo alvos para terapia do câncer. Uma vez que já foi demonstrado que o 

bloqueio da autofagia pode impedir o desenvolvimento ou retardar a progressão de cânceres 

de mama e  outros tipos de câncer (WHITE, 2015). 

 

2.5- PPAR-y  

O PPARγ é expresso tanto no tecido mamario normal como em muitos subtipos de 

câncer de mama primários (YEE, GUO et al., 2003; PAPADAKI, MYLONA et al., 2005). 

No câncer de mama o aumento da expressão de PPARγ aumenta a degradação de proteínas 

envolvidos no ciclo celular como a Ciclina D1 que leva à interrupção do ciclo, interfere 

também na sinalização do receptor de estrógeno e nas cascatas de sinalização do NFkB 

(JARRAR et al., 2007). Mutações no genes de expressão do PPARγ são raros em canceres 

humanos (IKEZOE, MILLER et al., 2001), e estudos para diferenciar sua expressão tecidos 

mamários saudáveis e tumorais são controversos (WATKINS, DOUGLAS-JONES et al., 

2004; JIANG, DOUGLAS-JONES et al., 2003) e acredita-se que as células de câncer de 

mama apresentam expressão de PPARγ (JARRAR et al., 2015).  

O uso de drogas indutoras de PPARγ é empregado no tratamento do câncer de mama 

como as tiazolidinedionas e são conhecidas por induzirem interrupção do ciclo celular, 

apoptose e resposta a danos no DNA, e também por influenciar nas fases iniciais do 

desenvolvimento do câncer de mama, em particular, na imortalização das células tumorais. 

Também interagem com o REα reduzem a proliferação celular, a migração e a angiogenese 

no cancer de mama (JARRAR et al., 2015). 

O PPARy existe em duas formas o PPARγ1 e o PPARγ2 (ZHU, QI, KORENBERG, 

CHEN, NOYA e Rao 1995). O PPARγ1 é mais encontrado no tecido adiposo, intestino 

grosso, e células hematopoiéticas e em menor quantidade no rim, fígado, músculos, pâncreas 

e no intestino delgado. O PPARγ2 é restrito ao tecido adiposo castanho e branco sob 

condições fisiológicas (MEDINA-GOMEZ, GRAY, YETUKURI et al., 2007).  

No corpo humano, o PPARy é o principal regulador da diferenciação dos adipócitos, e 

desempenha um papel importante no metabolismo dos lipídios e na homeostase da glicose, 

além disso, modula a inflamação em células do sistema imunológico, bem como controla a 

proliferação de células (TONTONOZ e SPIEGELMA, 2008), ativa diretamente vários genes 

envolvidos no armazenamento de lipídios nos adipócitos (CHRISTODOULIDES e VIDAL-

PUIG, 2010).  
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Além das suas propriedades metabólicas e anti-inflamatórios. O PPARy também 

modula a proliferação e a apoptose de muitos tipos de células de câncer, é expresso em muitos 

tumores humanos, incluindo pulmão, mama, cólon, próstata e bexiga. Como ativadores 

naturais e sintéticos de PPARy mostraram atividade inibidora do crescimento de células de 

câncer “in vitro” e em modelos animais, o PPARy também pode ser um alvo para novas 

terapias contra o câncer (TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008; REKA, KURAPATI, 

NARALA, BOMMER, CHEN e STANDIFORD, 2010). PPAR-γ é altamente expresso em 

tecido adiposo e macrófagos e regula principalmente adipogênese. O PPAR-γ controla uma 

variedade de genes envolvidos no metabolismo dos lipidico, incluindo o transporte de ácido 

graxos, sua absorção pelas células, assim como o catabolismo (β-oxidação) ou seu 

armazenamento. Ele é efetivamente ativado por ácidos graxos, os AG insaturados possuem 

melhor afinidade com os PPARs, em comparação com os AGs saturados, AGs saturados se 

ligão mais fracamente aos PPARs (DESVERGNER et al., 2013). 

Sendo assim o PPARγ possui um importante papel no metabolismo lipídico e a 

vitamina E modula a expressão dessa molécula em células de câncer de mama (SMOLAREK 

et al., 2009; LEE et al., 2009).  Quando o receptor nuclear PPARγ é ativado por um ligante 

ele forma um heterodímero com o receptor do ácido retinóico (MICHALIK, DESVERGNE, 

WAHLI, 2004) e o anel cromanol dos tocoferóis e tocotrienois possui estrutura semelhante ao 

troglitazona, um conhecido ligante e ativador de PPARγ (CAMPBELL, STONE, WHALEY 

et al., 2003). Devido essa semelhança as vitaminas E podem funcionar como um ligante do 

PPARγ.  

Especificamente no câncer de mama o aumento da expressão de PPARγ esta 

relacionado com aumento da degradação de proteínas envolvidas na progressão do ciclo 

celular (Ciclina D1), assim a ativação de PPARγ pelas vitaminas E no tecido mamário pode 

inibir a progressão do ciclo celular e induzir apoptose e prevenir o câncer de mama 

(SMOLAREK, YOUNG, PAUL, THOMAS, LEE et al., 2013). 

 

2.6- Vitamina E: 

Devido às suas propriedades antioxidantes, a ingestão dietética de vitamina E é 

estudada como um fator de proteção contra o câncer (TAYLOR, QIAO, ABNET et al., 2003). 

No entanto, estudos recentes têm mostrado efeitos adversos desta vitamina no ambiente 

tumoral (MILLER et al, 2005;. HERCBERG et al, 2007) sendo necessárias mais pesquisas 

para elucidar sua atuação em diferentes tipos de câncer. 
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Para estudar a potencialidade desta vitamina, é importante destacar que trata-se de um 

composto hidrofóbico, solúvel em gordura, e que existem 8 isoformas diferentes desta 

vitamina. Apresenta-se em quatro modelos na forma de tocoferóis (α, γ, β e δ) com uma cauda 

fitil saturada, e quatro formas de tocotrienóis (α, γ, β e δ) com uma cadeia lateral isoprenóide 

insaturada (Figura-1) ambas as isoformas apresentam um anel cromanol e a posição dos 

grupos metil dentro desse anel determinam qual é a isoforma da vitamina (CARDENAS e 

GHOSH, 2013). 

 

Figura 1- Vitamina E: Os grupos metil dentro do  anel cromanol determinam qual é a isoforma da vitamina: 

alfa, gama, beta ou delta (realçado em preto). As setas apontam para os centros quirais onde são localizadas as 

caudas fitil e farnesilo dos tocoferóis e tocotrienóis respectivamente. Uma cauda insaturado distingue os 

tocotrienóis da cauda saturada das isoformas dos tocoferois. (Adaptado de Cardenas e Ghosh, Vitamin E: A dark 

horse at the crossroad of cancer management, 2013). 
 

As pequenas diferenças estruturais entre as isoformas de vitamina E também tem um 

impacto significativo sobre seu metabolismo, absorção e armazenamento nos tecidos. Como o  

Alfa-T e o Delta-T são as isoformas de vitamina E mais abundantes na dieta, essas formas são 

as mais encontradas nos tecidos. No entanto, apesar do Gama-T ser a forma predominante nas 

dietas típicas americanas, o Alfa-T, é a forma predominante de vitamina E no organismo 

(JIANG, 2001), por isso, o Alfa-T é considerado a vitamina E “clássica”(SMOLAREK e 

SUH, 2011). 

As formas naturais de vitamina E são sintetizadas em vegetais e consumidas através da 

alimentação, por isso, os hábitos alimentares podem desempenhar um papel significativo no 

tipo de vitamina E que é consumida através da dieta (CÁRDENAS e GHOSH, 2013). O alfa-
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tocoferol (α-T) é predominantemente encontrado em amendoins, amêndoas e sementes de 

girassol, enquanto gama-tocoferol (γ-T) é a principal vitamina E nas nozes, pistaches, e 

sementes de gergelim (DREHER, 2012). Devido a isso o α-T e o γ-T são encontradas em 

muitos óleos alimentares tais como óleo de milho, soja, e amendoim. Devido ao uso 

generalizado do óleo de milho e de soja, o γ-T representa aproximadamente 60-70% da 

vitamina E consumida na dieta típica norte americana, enquanto o α-T é responsável por 20-

25% do consumo desta vitamina. Além dessas duas isoformas de vitamina E, boas fontes de 

Delta-tocoferol (δ-T) incluem sementes de tomate, gérmen de arroz e óleo de soja 

(MCLAUGHLIN et al.,1979). Já para os tocotrienóis existem poucas fontes alimentares, eles 

são consumidos mais facilmente em dietas do Leste-Sul da Ásia (TAN, 2010), as fontes mais 

ricas de tocotrienol são os farelo de arroz, óleo de palma, óleos e urucu, centeio, cevada, 

amaranto, noz, avelã, papoila, cártamo, milho, e as sementes de linho, de uva, e abóbora 

(KANNAPPAN et al., 2012). Nos estudos “in vitro” e “in vivo”, são utilizadas formas 

sintéticas dessas vitaminas encontradas na forma de DL-Tocoferois ou DL-Tocotrienois 

(BURTON et al., 1998).  

A atuação da vitamina E no tratamento e prevenção do câncer é bastante estudada 

devido a uma possível ação anticancerígena relacionada à sua atividade antioxidante, através 

da qual, protegeria o DNA das células dos danos causados pelos radicais livres (CÁRDENAS, 

GHOSH, 2013). As propriedades antioxidantes dessa vitamina são na sua maioria devido aos 

hidrogênios fenólicos no anel cromanol que são doados à radicais livres (BURTON e 

INGOLD. 1989). O α-tocoferol é trimetilado nas posições 5-, 7- e -8 do anel cromanol, o γ-

tocoferol é dimetilada nas posições 7 e 8, e o δ-tocoferol é monometilado na posição 8 do anel 

cromanol. A diferença estrutural no anel cromanol pode ser responsável pela diferença na 

atividade antioxidante de cada forma de tocoferol. As orto-posições (posições 5 e 7) para os 

grupos metil no anel cromanol melhoram suas propriedades antioxidantes e aumentam  sua 

solubilidade em substratos lipídicos (KAMAL-ELDIN e APPELQVIST. 1996). Assim, α-

tocoferol com dois grupos orto-metilo é esperado ser um doador de hidrogênio mais potente 

do que o  γ-tocoferol (que tem um grupo orto metilo) e o δ-tocoferol (que não possui grupo 

orto metilo) (KAMAL-ELDIN e APPELQVIST. 1996). 

Embora α-tocoferol tenha uma atividade antioxidante melhor que as demais isoformas 

de vitamina E, o α-tocoferol, por conseguinte, também tem uma capacidade maior do que o γ-

tocoferol e o δ-tocoferol para atuar como um pró-oxidante, quando presente em elevadas 

concentrações em óleos vegetais (CILLARD; CILLARD, 1980) O α-tocoferol é a forma mais 

amplamente estudada de vitamina E para a prevenção e tratamento de câncer (BAIRATI; 
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MEYER; GELINAS; FORTIN; NABID; BROCHET; MERCIER; TETU; HAREL; MASSE 

et al., 2005). Porém, apesar dos efeitos biológicos do α-tocoferol serem investigados ao longo 

de muitos décadas, a nossa atual compreensão do seu papel na inibição da carcinogênese 

mamária continua incompleta (BRIGELIUS-FLOH; KELLY; SALONEN; NEUZIL; ZINGG; 

AZZI, 2002). 

Estudos recentes de mecanismos de ação indicaram que em comparação com Alfa-T, 

as outras isoformas da vitamina E parecem ter propriedades biológicas diferentes e superiores 

que podem ser uteis para a prevenção e tratamento contra doenças crônicas como o câncer 

(JIANG, 2014). Acredita-se que os tocotrienois exibam atividade antioxidante mais forte 

quando comparado com os tocoferóis (MULLER et al., 2010). O armazenamento dos 

tocotrienóis nas células da mama é superior que os tocoferóis, devido essa isoforma ser 

transportada atraves dos quilomicrons e seu armazenamento se da primariamente no tecido 

adiposo, que por sua vez, é abundante no tecido mamário, o que pode ser um dos motivos 

pelos quais os tocotrienois tem efeito fisiológico mais significativo no câncer de mama 

(NOGUCHI et al., 2003). 

 O T3 é relatado por ter muitas atividades específicas, tais como a supressão do 

crescimento e na indução de apoptose em diferentes células de câncer de mama humano e de 

camundongos (AZZI et al., 2001, KLINE et al., 2004, MCINTYRE et al., 2000, 

NESARETNAM et al., 2000, SCHWENK et al., 2002,  SHAH et al., 2003; SYLVESTER et 

al., 2002, SYLVESTER  et al., 2005) e em outras células cancerígenas humanas (CONTE et 

al., 2004, EITSUKA et al., 2006, NESARETNAM et al., 2004, SRIVASTAV et al., 2006, 

WADA et al., 2005). Em geral, se tem proposto que os T3 possuem diversas propriedades que 

muitas vezes não são exibidas pelos tocoferois (SEM et al., 2006) e estão associadas com uma 

atividade "anti-tumoral",independente das suas propriedades antioxidantes.  

Sendo assim, enquanto os tocoferóis mostram poucos resultados na proteção contra o 

desenvolvimento de vários tipos de câncer, os tocotrienóis, em particular, Alfa, Delta, e Gama 

tocotrienóis têm demonstrado propriedades anticancerígenas mais eficientes (SEM et al., 

2006). 

2.7-Ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs) ômega-3 e ômega-6  

Os PUFAs ômega-3 (ω-3) e ômega-6 (ω-6) têm várias funções vitais no organismo 

humano, atuam como componentes de fosfolípidos estruturais na membrana celular, na 

sinalização celular, na interação celular, e na fluidez das membranas (ROYNETTE; CALDER 

et al., 2004). Além de regularem o sistema imunológico, agindo como precursores de 

eicosanoides que são potentes metabólitos imunológicos, esses eicosanoides são  
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principalmente sintetizados a partir do ácido araquidônico (AA, 20: 4n-6) que pertence a 

família ω-6 e do ácido eicosapentaenoico (EPA) da família ω-3 (STEPHENSON et al., 2013) 

e participam ativamente no sistema imune. Por isso, esses PUFAs são bastante estudados no 

ambiente tumoral (KANG et al., 2010; MICHAEL et al., 2012).  

O ácido docosahexaenóico (DHA) é um composto bioativo natural também bastante 

estudado em pesquisas com câncer, este, é altamente enriquecido em óleos de peixes de água 

fria  como salmão, arenque, cavala e sardinha e é amplamente utilizado como um suplemento 

dietético em pacientes com câncer (XIONG et al., 2012). O DHA tem uma vasta gama de 

atividades biológicas (KAUR et al., 2011) com funções anti-inflamatórias e cardioprotetoras  

bem documentadas (CALDER et al., 2011; ABEYWARDENA et al., 2011).  

O ácido araquidônico (AA)  tem particular e importante papel para as células do 

sistema imunológicos, por isso, em leucócitos e em outras células da resposta inflamatória o 

AA é discretamente armazenado em organelas citosolicas conhecidas como corpúsculos 

lipídicos ou corpos lipídicos (CLs), que servem como precursores para mediadores 

eicosanoides inflamatórios, produzidos a partir do AA. Para tanto nos CLs são encontradas as 

enzimas necessárias para a síntese dos eicosanóides, incluindo ciclooxigenases (COX), 5- e 

15-lipoxigenase (LOX), e leucotrienos C4-sintase (LTC4) (MELO et al., 2006). Já o ácido 

docosahexaenoico (DHA) e o ácido eicosapentaenóico (EPA) pertencentes a família ω-3 

possuem atividade anti-inflamatória e já são estudados como agentes antitumorais (DIGGLE, 

2002; MOYAD, 2005), porém sua atividade na modulação da biogênese de corpúsculos 

lipídicos ainda não é bem compreendida (LEE et al., 2013). 

A inflamação crônica propcia um ambiente ideal para o desenvolvimento do câncer 

(MOREIRA, 2007). Uma vez, que nela existe insuficiência ou perda dos mecanismos 

requeridos para resolução do processo inflamatório, e consequentemente persistência dos 

fatores inflamatórios como citocinas e mediadores lipídicos (COUSSENS et al., 2002) que 

induzem a proliferação celular, o recrutamento de células inflamatórias e o aumento da 

produçaoção de espécies reativas de oxigênio levando a danos oxidativos no DNA 

concomitante com a redução do seu reparo (COUSSENS et al., 2002) e surgimento de células 

cancerígenas. 

Vários estudos têm sugerido que um dos mecanismos envolvidos no efeito anti-

cancerígeno dos PUFAs ω-3 é através da sua peroxidação (oxidação) (XIONG et al., 2012; 

MERENDINO et al., 2013; VAUGHAN et al., 2013). As grandes cadeias poliinsaturados dos 

ácidos graxos EPA com vinte átomos de carbono e 5 instaurações (20:5-3n) e do DHA com 

vinte e dois carbonos e 6 instaurações (22:6-3n), os tornam altamente peroxidáveis na 
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presença de radicais livres que são comumente encontrados no ambiente tumoral. Quando 

esses radicais se ligam as cadeias poliinsaturadas dos ácidos graxos levam à sua oxidação 

(peroxidação), o que pode causar distúrbios na camada de fosfolipídeos da membrana 

plasmática das células, consequentemente provocando dano celular e morte celular 

subsequente (XIONG et al., 2012).  

Dados a partir de cultura de células e estudos com animais, bem como os ensaios 

clínicos em humanos sugerem que o DHA pode reduzir a tumorigênese e o desenvolvimento 

do tumor numa variedade de cânceres, incluindo o câncer da mama (KANG et al., 2010). 

Mecanismos anticancerígenos do DHA incluem a inibição da proliferação, da metástase e da 

angiogênese, além da indução da apoptose (BLANCKAERT et al., 2010) e vários trabalhos 

relataram que os diferentes ω-3 levam a um aumento da peroxidação lipídica e da produção de 

ROS em células cancerígenas tratadas com PUFAs associados com a paragem do crescimento 

celular e apoptose (KANG et al., 2010).  

Alguns ácidos graxos como o DHA e o EPA são capazes de reduzir a proliferação de 

células de tumor de mama inicial, por exercerem toxicidade sob elas (BOZZA e VIOLA, 

2010;  ERICKSON e HUBBARD, 2010). Sabe-se que os alguns ácido graxos livres exercem 

um potencial tóxico para as células tumorais em comparação com lipídios neutros como 

triglicerídeos esterificados, nesse sentido, o acúmulo e corpúsculos lipídicos parece 

desempenhar um papel de proteção contra a lipotoxicidade, sendo assim, os corpúsculos 

fornecem um mecanismo de proteção para evitar apoptose quando as células tumorais são 

expostas a um excesso de ácidos graxos não esterificados (LISTENBERGER, HAN, LEWIS, 

CASES, FARESE, ORY e SCHAFFER, 2003) No entanto, a atividade de poucos ácidos 

graxos já foi descrita na modulação da biogênese de CLs em diferentes células tumorais.  
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3. OBJETIVOS 

3.1-Objetivo geral: 

Avaliar o efeito das isoformas de vitamina E (alfa-tocoferol, delta-tocoferol  e delta-

tocotrienol) na modulação da biogênese de corpúsculos lipidicos e na tumorigênese, 

associadas ou não ao ácido graxo docosahexaenóico (DHA), na linhagem celular de câncer de 

mama MDA-MB-231. 

3.2-Objetivos específicos: 

1. Mensurar a citotoxicidade de diferentes concentrações do alfa-tocoferol, do delta-

tocoferol e do delta-tocotrienol e do ácido docosahexaenóico (DHA). 

2. Avaliar se o alfa-tocoferol, o delta-tocoferol e o Delta-Tocotrienol alteram a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) induzida pelo DHA. 

3. Quantificar a formação de corpúsculos lipídicos nas células tratadas  na presença das 

diferentes isoformas de vitamina E ou DHA ou coestímulos destes. 

4. Verificar expressão de PPAR-γ nas células tratadas na presença do DHA ou nos 

coestímulos com a vitamina E. 

5. Observar se os compostos bioativos DHA e vitaminas E induzem lipofagia. 

6. Determinar se o DHA, ou as vitaminas E ou o coestímulos de DHA como as diferentes 

isoformas de vitamina interferem na proliferação, sobrevivência e migração das 

células MDA-MB-231. 
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4. METODOLOGIA 

4.1- Células e Reagentes 

A linhagem de célula de câncer de mama humana MDA.MB.231 foi doada pelo 

Professor Doutor Raimundo Correa, do Departamento de Patologia Celular da Universidade 

de Brasília. A linhagem THP1 de monócitos humanos utilizada, foi doada pelo Laboratório de 

Imunologia Aplicada do Departamento de Biologia da Universidade de Brasília. 

O meio de cultura L15 (Leibovitz) e RPMI foram adquirido da Sigma Aldrih. Soro 

fetal Bovino (SFB) e antibiótico-antimicótico (10,000 unidades/mL de penicilina, 10,000 

µg/mL of streptomicina, e 25 µg/mL of Fungizone®) da Gibco® comprados da Life 

Technologies, solução salina tamponada com fosfato (PBS) composta por 137 mM de NaCl; 

2,7 mM de KCl; 4,3 mM de Na2HPO4; 1,5 mM de KH2PO4, reagentes cedidos pelo professor 

Doutor Marcelo Hermes do Laboratório Radicais Livres do departamento de Biologia da 

Universidade de Brasília. Enzima Tripsina, Dimetil Sulfoxido (DMSO), Brometo de 3-[4,5-

dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (Mtt), Alfa-tocoferol, delta-tocoferol e o ácido 

docosahexaenóico (DHA) da Sigma Aldrich. Sonda fluorescente para corpúsculos lipídicos 

Bodipy (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3’,4’-diaza-s-Bodipy) e Lipopolissacarídeo 

(LPS) da Escherichia coli e CellROX Deep Red da Life Technologies. Anticorpo primário 

anticorpo humano para o PPAR-γ e o LC3-β, assim como o anticorpo secundário Alexa flúor 

488 e Alexa flúor 456 e o prolong foram da Invitrogen, Life tecnologies. 

4.2-Cultura de células 

As células de câncer de mama triplo negativo da linhagem MDA-MB-231 foram 

mantidas em meio de cultura L15 (Leibovitz)  com L-glutamina, e para o cultivo de 

monócitos foi utilizados o meio de cultura RPMI, os meios de cultura foram devidamente 

suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico-antimicótico (10,000 

unidades/mL de penicilina, 10,000 µg/mL of streptomicina, e 25 µg/mL of Fungizone®). As 

linhagens de células foram mantidas em estufa a 37 ºC, os monócitos foram mantidos também 

a 37ºC, mas em estufa com atmosfera de 5% de CO2  sendo tripsinizadas após crescimento 

confluente e utilizadas nos experimentos. 

4.3- Delineamento do estudo 

As diferentes linhagens de células foram tratadas com o ácido docosahexaenóico 

(DHA) na concentração de 50µM, ou com as vitaminas “E” na concentração de 5 µM, ou com 

coestímulos de DHA com as diferentes isoformas de vitamina E:  Alfa-Tocoferol (Alfa-T), 

Delta-Tocoferol (Delta-T) ou Delta-Tocotrienol (Delta-T3). A Tabela 1 mostra os diferentes 

grupos de tratamento. Para todos os experimentos as diferentes linhagens de células foram 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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tratadas por um período de 24 horas, exceto para o experimento que avaliou o a produção de 

espécies reativas de oxigênio, para o qual as células foram tratadas por um período de apenas 

uma hora e os ensaio de migração com duração de 3 dias e de sobrevivência que necessitou de 

um período de 16 dias de cultivo. O esquema abaixo mostra as etapas do estudo. 

 

Tabela 1- Grupos de tratamentos e as concentrações dos compostos nos 

experimentos. 

Grupos de tratamento Concentração (µM) 

DHA 12,5 µM, 25µM, 50µM, 100µM e 200µM 

Alfa-Tocoferol 2,5µM, 5µM, 10µM, 20µM e 40µM 

Delta-Tocoferol 2,5µM, 5µM, 10µM, 20µM e 40µM 

Delta-Tocotrienol 2,5µM, 5µM, 10µM, 20µM e 40µM 

DHA + Alfa-Tocoferol 50µM + 5µM 

DHA + Delta-Tocoferol 50µM + 5µM 

DHA + Delta-Tocotrienol 50µM + 5µM 

 

4.4-Curva de citotoxicidade 

Para verificar a citotoxicidade dos compostos bioativos estudados foi utilizado o 

método com MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) que é um sal 

tetrazólico solúvel em água, quando absorvido pelas células esse sal é metabolizado por 

enzimas desidrogenases ativas nas mitocôndrias de células vivas que clivam o seu anel 

tetrazólio formando um cristal formazano insolúvel de cor púrpura. Em células mortas essa 

clivagem não ocorre, por isso, esse ensaio é utilizado para avaliar a viabilidade celular. 

Cultivo das linhagens de 
células MDA-MB-231 e 

THP1. 

Teste de 
citotoxicidade 

Teste com 
Mtt 

Estresse 
oxidativo 

Especies reativas 
de oxigênio 

(ROS) 

Biogenese de 
corpúsculos 

lipídicos 

Expressão de 
PPARγ 

Lipofagia 

Tumorigênese 

Proliferação 
celular 

Sobrevivência 
celular 

Migração 
celular 
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O produto da clivagem do MTT, o cristal de formazano é insolúvel em água, mas pode 

ser solubilizado utilizando-se o Dimetil Sulfóxido (DMSO) que é um solvente orgânico polar. 

A solução tem uma coloração púrpura que foi quantificada por espectrofotometria, obtendo-se 

a absorbância da coloração, e quanto maior a absorbância maior o número de células vivas 

nas culturas de células o comprimento de onda utilizado para a detecção da coloração emitida 

pelos cristais de formazano foi 570nm.  

Para esse experimento as células foram tratadas por 24 horas com as vitaminas E alfa-

tocoferol, delta-tocoferol e delta-tocotrienol e o DHA, as células foram incubadas por um 

período de 3 horas com uma solução de meio de cultura L15 com o MTT  na quantidade de 5 

mg/mL, sendo o MTT correspondente a 10% do volume do poço. Após a formação dos 

cristais de formazano foi adicionado 40µl DMSO 99% correspondente a 20% do volume do 

poço, por um período de 5 minutos e em seguida essa solução foi transferida para a placa de 

leitura. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (SpectraMax) na absorbância de 570nm, 

o valor das absorbâncias foi transformado em percentual tendo como 100% a média das 

absorbâncias obtidas para as células não estimuladas (CNE). Para obtenção do resultado final 

as demais obsorbâncias obtidas para os diferentes tratamentos foram comparadas com o CNE 

considerado ter 100% de células vivas. 

4.5-Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

Para análise da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi utilizado o o kit 

Cell Rox Deep Red para análise de ROS localizado no citoplasma de células vivas. Esse 

reagente é uma sonda não fluorescente quando em estado reduzido e se oxidado por ROS 

torna-se fluorescente e visível por citometria de fluxo ou por microscopia confocal. Possui 

comprimentos de onda de emissão/excitação de 655/644nm respectivamente. 

Para esse experimento as culturas de células MDA-MB-231, foram tratadas com o 

DHA e as vitaminas E por um período de 1 hora, logo após as culturas de células foram 

incubadas a 37°C, protegidas da luz por 30 minutos com o fluoróforo Cell Rox Deep Red 

dissolvido em meio de cultura  Leibovitz (L15) na concentração final de 5µM. Após esse 

período as células foram lavadas com PBS 3 vezes,  resuspensas em 500 µL de PBS e 

mantidas a 4°C até a leitura por citometria de fluxo (FACS verse) no canal APC, a leitura foi 

realizada imediatamente com o objetivou de manter as células viáveis durante a análise.  

4.6-Biogênese de corpúsculos lipídicos 

Para análise da biogênese de corpúsculos lipídicos (CLs) foi utilizado o fluoróforo 

lipofílico Bodipy usado para a identificação de lipídios neutros intracelulares (triglicerídeos e 
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ésteres de colesterol) presentes em grandes quantidades em CLs. O Bodipy é uma sonda 

fluorescente detectada por citometria de fluxo. 

Para esse experimento as culturas de células MDA-MB-231 foram plaqueadas em 

placas de 24 poços com meio de cultura L15 e após uma noite para aderirem as placas foram 

tratadas com DHA e as vitaminas E por um período de 24 horas. Após isso, as células foram  

desaderidas com a enzima tripsina e incubadas em tubos eppendorf com o fluoróforo bodipy 

dissolvido em PBS em uma solução estoque de 1mg/ml, para esta marcação foi utilizada uma 

quantidade de 1:7000 do volume da solução estoque de bodipy em PBS (v/v).  As células 

foram incubadas com a solução de bodipy/PBS por 30 minutos a 4°C protegido da luz. Após 

esse período as mesmas foram lavadas com PBS 2 vezes,  resuspensas em 500µL de PBS e 

mantidas a 4°C até leitura por citometria de fluxo (FACS verse) utilizando o canal FITC.  

De forma semelhante as células MDA-MB-231 também foram tratadas com DHA e 

vitaminas E para a análise de CLs por microscopia confocal. Para tanto, as células foram 

plaqueadas em placas de 24 poços com uma lamínula circular em cada poço, as placas foram 

mantidas em estufa a 37ºC por uma noite para as células aderirem as lamínulas, após as 

células aderirem elas foram tratadas com DHA e vitaminas E por 24 horas. Em seguida o 

meio de cultura com os tratamentos foi retirado, as células em cada poço foram lavadas com 

PBS 1 vez e foram fixadas com paraformaldeido 4% diluído em água destilada (v/v) por 10 

minutos e em seguida foram lavadas 3 vezes com PBS. Após isso foram incubadas com o 

fluoróforo Bodipy dissolvido em PBS na concentração de 1/300 (v/v), por um período de 30 

minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. Após o tempo de incubação com a sonda 

as células foram lavadas 3 vezes com PBS. Após isso foi acrescentado 300 µL de solução de 

azul de Evans (1/1000) em PBS (v/v) as células foram incubadas por 20minutos em 

temperatura ambiente em seguida cada poço foi lavado 3 vezes com PBS. Logo após foi 

acrescentada 300µL de uma solução de 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) que é um 

corante fluorescente que se liga fortemente a regiões ricas em Adenina-Timina no DNA e 

atravessa facilmente a membrana das células, esse corante é amplamente utilizado na 

microscopia de fluorescência para demarcar o núcleo da célula nas imagens e possui 

coloração azul nas imagens. A solução de DAPI foi diluída na concentração de 1/5000 de 

DAPI em PBS (v/v) e as células foram incubadas com essa solução por 5 minutos.  Após isso 

foram lavadas 3 vezes com PBS. Após a coloração com Bodipy, Azul de Evans e com o 

DAPI as lâminas para a análise por microscopia foram montadas.  

Para isso, foi colocada uma gota de meio de montagem (Prolong) na lâmina 

histológica de microscopia para fixar a lamínula preparada com as células, de modo que a 
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face da lamínula com as células ficasse em contato com o meio de montagem, as laminas 

foram deixadas para secar na posição horizontal overnight e foram armazenadas protegidas da 

luz a 4ºC em geladeira até a captação das imagens por microscopia fluorescente Leica TCS 

SP5 com aumento de 63X e Zoom de 4. 

4.7- Expressão de PPAR-γ 

Para a análise do PPAR-γ, foi utilizado o microscópio confocal Leica TCS SP5, para 

observar a translocação do PPAR-γ  do núcleo para o citoplasma das células MDA-MB-231. 

Para a técnica foi utilizado o anticorpo primário para PPAR-γ anticorpo secundário alexa 488. 

As células foram cultivadas em placas de 24 poços com uma lamínula circular em 

cada poço, as placas foram mantidas em estufa a 37ºC por uma noite para as células aderirem 

ás lamínulas, após isso foram tratadas com DHA 50µM e as vitaminas E na concentração de 5 

µM por 24 horas. Em seguida, o meio de cultura com os tratamentos foi retirado, as células 

em cada poço foram lavadas com PBS 1 vez e foram fixadas com paraformaldeido 4% diluído 

em água destilada (v/v) por 10 minutos, após isso foram lavadas 3 vezes com PBS. Em 

seguida foram permeabilizadas com triton 0,2% diluído em PBS, por 20 minutos, após isso 

foram novamente lavadas 3 vezes com PBS, após as células foram incubadas com solução de 

bloqueio por 20 minutos, essa solução é composta por Albumina bovina (BSA) 2% e 5% de 

soro fetal bovino (SFB) em PBS 1x. Em seguida a solução de bloqueio foi retirada e o 

anticorpo primário para PPARγ foi adicionado aos poços na diluição de 1:500 v/v diluídos em 

solução de bloqueio e permaneceram em contato com as células a 37ºC e protegidos da luz 

overnight. Após esse período as células foram lavadas 3 vezes com PBS, e em seguida foram 

incubadas com anticorpo secundário alexa 488 diluído em PBS 1:2000 (v/v) por 60min  na 

temperatura ambiente e protegido da luz. Após esse passo as células foram novamente lavadas 

3 vezes com PBS 1x e incubadas com DAPI diluído em PBS 1:5000 (v/v) para a marcação do 

núcleo, por 5 minutos a temperatura ambiente, após isso mais uma vez as células foram 

lavadas com PBS 1x três vezes. As lâminas foram montadas com a superfície da lamínulas em 

contato com a solução de montagem prolong, as lâminas foram mantidas na horizontal 

overnight na temperatura de 4ºC para a sua fixação e foram armazenadas a essa mesma 

temperatura em caixas para armazenamento de laminas até a captação das imagens no 

microscópio confocal Leica TCS SP5 com aumento de 63X e Zoom de 4. 

4.8- Análise da lipofagia 

Semelhante a técnica utilizada para a análise da expressão de PPAR-γ, o marcador de 

autofagia LC3-B foi observado com auxilio do microscópio confocal Leica TCS SP5, para 

observar sua colocalização com os corpuúsculos lipídicos e inferir a existência de lipofagia 
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nas células MDA-MB-231. Para a técnica foi utilizado o anticorpo primário humano para LC3-

B e anticorpo secundário alexa 456, para a marcação do núcleo foi utilizado o corante DAPI e 

os CLs foram marcados com a sonda fluorescente Bodipy. 

As células foram cultivadas em placas de 24 poços com uma lamínula circular em 

cada poço, as placas foram mantidas em estufa a 37ºC por uma noite para as células aderirem 

ás lamínulas, após aderirem foram tratadas com DHA 50µM e as vitaminas E na concentração 

de 5 µM ou seus coestimulos por 24 horas. Em seguida, o meio de cultura com os tratamentos 

foi retirado, as células em cada poço foram lavadas com PBS 1 vez e foram fixadas com 

paraformaldeido 4% em água destilada (v/v) por 10 minutos e em seguida foram lavadas 3 

vezes com PBS. Depois de fixadas as células foram permeabilizadas com triton 0,2% diluído 

em PBS, por 20 minutos, após isso foram novamente lavadas 3 vezes com PBS, em seguida 

foram incubadas com solução de bloqueio por 20 minutos. Em seguida a solução de bloqueio 

foi retirada e o anticorpo primário para LC3-B foi adicionado aos poços na diluição de 1:500 

v/v diluídos em solução de bloqueio e permaneceram em contato com as células a 37ºC e 

protegidos da luz overnight. Após esse período as células foram lavadas 3 vezes com PBS, e 

em seguida foram incubadas com anticorpo secundário alexa 456 1:2000 (v/v) e com a sonda 

bodipy 1:300 (v/v) diluídos em PBS por 60min  na temperatura ambiente e protegido da luz. 

Após esse passo as células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS 1x e incubadas por 5 

minutos as temperatura ambiente com DAPI diluído em PBS 1:5000 (v/v) para a marcação do 

núcleo, após isso mais uma vez as células foram lavadas com PBS 1x três vezes. As lâminas 

foram montadas com a superfície da lamínulas em contato com a solução de montagem 

prolong, as lâminas foram mantidas na horizontal overnight na temperatura de 4ºC para a sua 

fixação e foram armazenadas a essa mesma temperatura em caixas para armazenamento de 

laminas até a captação das imagens no microscópio confocal Leica TCS SP5 com aumento de 

63X e Zoom de 4. 

4.9- Proliferação celular 

Para verificar a proliferação celular as células foram coradas com cristal violeta. 

Primeiramente as células MDA-MB.231 foram plaqueadas (10
4
 células por poço) em placa de 

96 poços e  tratadas por 24 horas com 50µM de DHA ou 5µM das vitaminas E: α-T, δ-T ou δ-

T3 sozinhos ou seus coestímulos. Em seguida as células foram fixadas com etanol 99,5% por 

10 minutos, e coradas com cristal violeta 0,05% diluído em etanol 20% também por 10 

minutos. Logo após os poços foram lavados 5 vezes com água milli-q e as células foram 

solubilizadas em metanol por 5 minutos e transferidas para a placa de leitura. A leitura foi 

realizada por espectrofotometria (EspectraMax) no comprimento de onda de 595nm. A média 
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das triplicatas dos poços com células não tratadas, os controles não estimulados (CNE), foram 

comparadas com os diferentes tratamentos. 

4.10- Ensaio de sobrevivência celular 

Para a análise de sobrevivência celular foi realizado o ensaio clonogenico. Para tanto, 

500 células de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) foram plaqueadas em placas de 6 

poços de fundo chato, após aderirem overnight foram tratadas com DHA 50µM ou as 

vitaminas E  (Alfa-Tocoferol, Delta-Tocoferol e Delta-Tocotrienol) na concentração de 5µM 

sozinhos, ou seus coestimulos (DHA + Alfa-T, DHA + Delta-T ou DHA + Delta-T3).  O 

número de células em cada um dos poços foram contadas cuidadosamente utilizando câmera 

de neubauer com azul de tripan e foram diluídas de tal modo que o número de células 

adequadas (500 células por poço) foram cultivadas em cada poço em estufa umidificada a 37° 

C para a formação de colônias. Após 24 de tratamento com o DHA e as vitaminas E o meio 

de cultura com os tratamentos foi retirado e substituído por meio de cultura L15 completo, o 

meio de cultura foi trocado a cada 3 dias até completar 14 dias de cultivo. O tempo de 

incubação para a formação de colônias varia de 1-3 semanas para as diferentes linhas 

celulares; aceita-se que o tempo deve ser equivalente a, pelo menos, seis divisões celulares. 

Neste período esperávamos que as células controle sem tratamento formassem colônias com 

50 ou mais células. Após esse período de 14 dias as células foram fixadas como metanol: 

acetona na concentração de 1:1 v/v, em seguida as colônias foram coradas com cristal violeta 

0,05% em etanol 20% overnight, logo após o cristal violeta foi retirados dos poços e os 

mesmos foram lavados com água milli-q cinco vezes. As placas foram então fotografadas e a 

imagem digital foi analisada para a contagem das colônias usando software de imagem 

ImageJ (Fiji versão 1.44a), pelo qual a área da colônias foi contabilizada, e o valor foi 

analisado pelo software graphpad prism para a análise estatística. 

4.11- Ensaio de migração celular 

 Foi utilizado o ensaio de wound healing que é muito utilizado para o estudo das 

características da migração celular (YARROW et al., 2004). Utilizou-se esse experimento 

com o objetivo de analisar a ação do DHA e das vitaminas E (α-Tocoferol, δ-Tocoferol e δ-

Tocotrienol) sobre a migração das células de adenocarcinoma mamário humano, linhagem 

MDA-MB-231. Para tanto, as células foram plaqueadas em placas de 24 poços, e, ao 

alcançarem confluência foi feita a ferida (risca), utilizando ponteiras de 100µL e com auxílio 

de uma régua. Os poços foram então lavados uma vez, com  meio de cultura L15 contendo 

10% de soro fetal bovino.  As células foram tratadas com DHA 50µM ou as vitaminas E  

(Alfa-T, Delta-T e Delta-T3) na concentração de 5µM sozinhos, ou com seus coestimulos 

https://www.google.com.br/search?es_sm=122&biw=1242&bih=585&q=software+graphpad+prism&spell=1&sa=X&ved=0CBkQvwUoAGoVChMI5t6Y0f7uxgIVh0KQCh2t4A2W
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(DHA + Alfa-T, ou DHA + Delta-T ou DHA + Delta-T3). As placas foram fotografadas nos 

tempos de 0, 24 e 48 horas em microscópio de luz invertida (GOLUBKOV et al., 2003; 

GALÁN et al., 2008). 

 A analise dos resultados foi realizada com o auxilio do software ImageJ, a partir da 

medida da área do risco utilizando a fórmula: (Área inicial – Área final)/( Área inicial) x 100 

= % de fechamento da ferida, sendo a Área, a medida da área entra as bordas (YUE et al., 

2010). 

4.12-Análise Estatística 

Para a analise de viabilidade, produção de espécies reativas de oxigênio, biogênese de 

corpúsculos lipídicos, proliferação celular e migração e sobrevivência celurar foi utilizado o 

teste paramétrico one-way ANOVA para múltiplas comparações, foi utilizado o pós teste de 

Tukey e os resultados foram expressos em diferenças nas médias dos valores em relação as 

células controle não tratadas. Para as análises foi utilizado o programa estatístico Graph Pad 

Prism versão 5.00 (Trial). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1-Citotoxicidade 

Primeiramente foi verificado o efeito citotóxico das diferentes isoformas de vitamina 

E e do DHA em células de câncer de mama tripolo negativo, linhegem MDA-MD-231 por 24 

horas (Figura 4), o teste de Mtt também foi realizado com os diluentes utilizados para 

solubilizar esse compostos bioativos (Figura 2), com o objetivo de verificar ação citotóxico.  

 

Figura 2- (A) Citotoxicidade dos do DHA nas concentrações de 12,5µM, 25µM, 50µM, 100M e 

200µM e das isiformas de vitamina E: (B) Alfa-Tocoferol (Alfa-T), (C) Delta-Tocoferol (Delta-T) e 

(D) Delta-Tocotrienol (Delta-T3),  sobre células de câncer de mama humano triplo negativas MDA-

MB-231 tratadas por 24 horas, avaliada pelo teste de MTT (n=3) três experimentos cada um em 

triplicata. A citotoxidade foi analisada pelas médias dos percentuais de células vivas em relação as 

células controle não estimuladas (CNE) (consideradas 100% vivas). Os valores foram expressos em 

media ±SD, os resultados considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em relação ao CNE. 

 

A figura 2A mostraque o DHA apenas na concentração de 200µM após 24 horas de 

tratamento reduziu a viabilidade das células MDA-MB-231 de forma significativa (p<0,05), 

levando a morte de aproximadamente 52,4% das células em relação ao controle não 

estimulado (Figura-2A). O Alfa-T (Figura 2B) não apresentou efeito citotóxico para as células 

MDA.MB.231 em nenhuma das concentrações testadas. Já o Delta-T (Figura 2C) foi 

citotóxico nas maiores concentrações, levou a 20%, 45% e 48% de morte celular nas 

concentrações de 10µM, 20µM e 40µM, respectivamente. O Delta-T3 (Figura 2D) apenas na 
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concentração de 40µM reduziu a viabilidade celular, com taxa de morte celular de 20% 

quando comparado ao CNE (p<0,05). A partir desses dados optou-se utilizar para 

experimentos subsequentes as concentrações de 50µM para o DHA e 5µM para as vitaminas 

Alfa-T, Delta-T e Delta-T3 por serem concentrações consideradas não citotóxicas para a 

linhagem celular em estudo.  

Como esperado doses maiores de DHA foram citotóxicas para as células de câncer de  

mama, a literatura já mostrou a boa capacidade do DHA em desencadera diferentes vias de 

morte celular em células tumorais (TURLAN et al., 2003; DING et al., 2007; XIONG et al., 

2012), os resultados de citotoxicidade das isoformas de vitamina E também são condizentes 

com a literatura que mostrou que o Alfa-T não reduz a viabilidade celular, enquanto o Delta-T 

e o Delta-T3 podem ter efeitos bioativos mais eficientes no microambiente tumoral (KANG et 

al., 2010; JIANG, 2014).  

Ainda corroborando com os achados de citotoxicidade estudos sugerem o potencial 

individual dos tocoferóis (T) e tocotrienóis (T3), em suprimir o crescimento de células 

tumorais e induzir a apoptose em células neoplásicas do epitélio mamário com maior 

potencial de atividade na ordem de Delta-T3 > Gama-T3 > Alfa-T3 > Delta-T > Gama-T > 

Alfa-T (MCINTYRE et al., 2000; XIONG et al.,2012; CARDENAS; GHOSH, 2013; JIANG, 

2014), sendo, o alfa tocoferol, menos potente do que os delta tocoferol e tocotrienol, o que 

também justifica os achados deste trabalho. 
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Figura 3- Citotoxicidade dos diluentes etanol (0,5µL e 

4µL) e DMSO (0,5µL e 2µL) ou DMSO (0,5µL) + Etanol 

(0,5µL)  sobre células de câncer de mama humano triplo 

negativas MDA-MB-231 tratadas por 24horas com os 

volumes pipetados correspondentes aos diferentes 

tratamentos com DHA e as vitaminas E, avaliada pelo teste 

de MTT (n=3) três experimentos cada um em triplicata. A 

citotoxidade foi analisada pelas médias dos percentuais de 

células vivas em relação as células controle não estimuladas 

(CNE) (100% de células vivas). Os valores foram expressos 

em media ±SD, os resultados considerados estatísticos 
tiveram p<0,05(*) em relação ao CNE. O DMSO 20% foi 

utilizado como controle positivo para citotoxicidade. 

 

A citotoxicidade do DHA e das diferentes isoformas de vitamina E também foi 

analisada em células não cancerígenas, foi utilizada a linhagem de monócitos humanos 

imortalizados THP1. As concentrações também foram analisadas pelo teste do MTT e não 

mostraram decréscimo na viabilidade das células após o taratamento com as três isoformas da 

vitaminas E (5µM) ou com o DHA (50µM) (Figura 4). Pode-se observar um aumento 

significativo na viabilidade das células nas culturas tratadas com 5µM de Alfa-T e Delta-T3 

(p<0,05) em relação as células controle não estimuladas (CNE), Assim, verificou-se que tanto 

o Alfa-T como os Deltas tocoferol e tocotrienol na concentração de 5µM e o DHA 50µM por 

um período de 24h de exposição não são citotóxico para os monócitos humanos. 

Ainda na figura 4 têm-se os resultados da citotoxicidade dos coestimulos associando o 

DHA com as vitaminas E. Nenhum dos cotratamentos reduziu a viabilidade dos monócitos 

após 24 horas de exposição. 

Pôde-se observar um aumento significativo da viabilidade das culturas de células 

tratadas com o Alfa-T e o Delta-T3 e também com o coestimulo de DHA+ Delta-T (p<0,05) 

quando comparados com as CNE. O DHA sozinho não foi capaz aumentar a viabilidade das 

células e o coestimulo de DHA com o Alfa-T ou com o Delta-T3 não aumentaram a 

viabilidade celular quando comparado ao CNE. Com esses resultados concluiu-se que as 

diferentes isosoformas de vitamina E, Alfa-T, Delta-T e Delta-T3 e o DHA tanto sozinhos 

como em coestimulo não apresentam efeito citotóxico sob as células não tumorais THP1, 

mostrando que as concentrações de tratamendo com os compostos bioativos são fisiológicas 

também para os monócitos humanos de linhagem.  
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Figura 4- Citotoxicidade do Alfa-tocoferol (Alfa-T),  delta-Tocoferol 
(Delta-T) e do Delta-Tocotrienol (Delta-T3) ambos na concentração 

de  5µM, e do Ácido Docosahexaenóico (DHA) na concentração de 

50µM e dos coestimulos de DHA com as vitaminas E sobre a 

linhagem de células mononucleares (monócitos) humanos tratadas por 

24horas, (n=2) dois experimentos cada um em n=6. Avaliadas pelo 

teste de MTT. A citotoxidade foi analisada pelas médias dos 

percentuais de células vivas em relação as células controle não 

estimuladas (CNE) (100% de células vivas). Os valores foram 

expressos em media ±SD, os resultados considerados estatísticos 

tiveram p<0,05(*) em relação ao CNE. O DMSO 20% foi utilizado 

como controle positivo para citotoxicidade 

 

Para avaliar se os diluentes DMSO e etanol utilizados na solubilização dos compostos 

bioativos DHA e das Vitaminas E exerciam alguma influencia na sua possível citotoxicidade, 

tratamos as células THP1 com os mesmo volumes pipetados para os compostos por um 

período também de 24 horas, analisados pelo teste do MTT (Figura 5). Os resultados 

mostraram que os diluentes não são citotóxicos para monócitos humanos, uma vez que após 

estímulo por 24 horas não reduziram a viabilidade das células quando comparados com as 

células controle não estimuladas  (CNE). 
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Figura 5- Citotoxicidade dos diluentes etanol (0,5µL) ou 

DMSO (0,5µL) ou etanol (0,5µL) + DMSO (0,5µL) sobre a 

linhagem de células mononucleares (monócitos) humanos 
tratadas por 24horas, (n=2) dois experimentos cada um em 

n=6. Avaliadas pelo teste de MTT. A citotoxidade foi analisada 

pelas médias dos percentuais de células vivas em relação as 

células controle não estimuladas (CNE) (100% de células 

vivas). Os valores foram expressos em media ±SD, os 

resultados considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em 

relação ao CNE. O DMSO 20% foi utilizado como controle 

positivo para citotoxicidade. 

 

5.2-Geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

As concentrações selecionadas foram testadas para avaliar a capacidade do DHA e 

das vitaminas E em modular a geração de ROS. Uma vez que a geração de ROS com 

consecutivo dano ao DNA é um passo inicial na carcinogênese e podem contribuir para o 

aumento do estresse oxidativo, e assim também aumentar a biogênese de CLs. Como 

mostrado na figura 6 apenas o DHA 50µM com tratamento por uma hora apresentou um 

aumento significativo de ROS (p<0,05), as demais concentrações testadas não aumentaram 

a geração de ROS possivelmente por exercerem citotoxicidade e reduzirem o número de 

células viáveis na cultura. No período de 3 horas de tratamento não existiu aumento 

significativo na geração de ROS provavelmente devido a rápida capacidade redox da 

linhagem de célula MDA-MB-231, através da qual consegue reverter a superprodução de 

ROS como um mecanismo de defesa da célula tumoral para manter a sua homeostase. A 

literatura mostra que o DHA é hábil em aumentar a geração de ROS em células MDA-MB-

231 (VIBET et al., 2008; XIONG et al., 2012) e em outros tipos de câncer (MAHÉO et al., 

2005; VIBET et al., 2008; KANG et al., 2010; KIKAWA et al., 2011) o que corrobora 

com os nossos resultados. 
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Alguns estudos têm sugerido que um dos mecanismos envolvidos no efeito 

anticancerígeno dos PUFAs ω-3 é através da sua peroxidação (oxidação) (XIONG et al., 

2012; SKENDER et al., 2012). As grandes cadeias poliinsaturados do DHA com vinte e dois 

carbonos e 6 instaurações (22:6-3n), o torna altamente peroxidável na presença de radicais 

livres que são comumente encontrados no ambiente tumoral (MERENDINO et al., 2013; 

VAUGHAN et al., 2013). Quando esses radicais sequestram um elétron nas cadeias 

poliinsaturadas dos ácidos graxos levam à sua oxidação (peroxidação), o que pode causar 

distúrbios na camada de fosfolipídeos da membrana plasmática das células, consequentemente 

provocando dano celular e morte celular pelo aumento do estresse oxidativo (DING et al., 

2004; APPOLINÁRIO et al., 2011). Além disso também já foi demonstrado que o DHA é 

capaz de reduzir a expressão de enzimas da maquinaria antioxidante em células MDA-MB-

231 mostrando que a geração de ROS induzida pelo tratamento com o DHA supera alta 

capacidade redox das células MDA-MB-231 (MAHÉO et al., 2005; VIBET et al., 2008), o 

que mais uma vez corrobora com os resultados do nosso modelo.  

 

Figura 6- Formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) pelo DHA em células de câncer de mama MDA-

MB-231 tratadas por 1 hora ou 3 horas com DHA 50µM e 

100 µM. Avaliado pelo fluoróforo cell ROX deep red por 

citometria de fluxo (FACS Verse) (n=1) um experimento 

em triplicata. Valores expressos em media ±SD, os 

resultados considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em 

relação ao CNE. 

 

A figura 7 apresenta os resultados dos coestímulos de DHA 50µM com as vitaminas E 

Alfa-T, Delta-T e Delta-T3 5µM por uma hora. O DHA 50µM foi capaz de estimular a 

produção de ROS tendo um aumento significativo (*p<0,05) em relação ao CNE. A figura 6 

também mostra que as vitaminas E Delta-T e Delta-T3 reduziram a geração de ROS 

(*p<0,05), e o Delta-T3 foi a isoforma com maior capacidade em reduzir ROS possivelmente 
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devido a sua atividade antioxidante já bem descrita (TAYLOR, QIAO, ABNET et al., 2003; 

CÁRDENAS, GHOSH, 2013). Estes resultados são condizentes com a literatura que relata 

que os tocotrienois exibem atividade antioxidante mais forte quando comparado com os 

tocoferóis (PACKER et al., 2001; BHARAT et al., 2010;  MULLER et al., 2010; WONG et 

al., 2012). O Alfa-T não foi capaz de reduzir ROS de forma significativa (p>0,05), estudos 

recentes de mecanismos de ação indicaram que em comparação com Alfa-T, as outras 

isoformas da vitamina E parecem ter propriedades biológicas diferentes e superiores que 

podem ser uteis para a prevenção e tratamento contra doenças crônicas como o câncer 

(CONSTANTINOU et al., 2008; FU et al., 2009; CARDENAS et al, 2013; JIANG, 2014). 

Isso pode explicar o fato dessa isoforma não ter uma atividade antioxidante tão boa no 

microambiente tumoral apesar de ser a isoforma de vitamina E com atividade mais 

antioxidante entre os tocoferóis (TAYLOR, QIAO, ABNET et al., 2003). Acredita-se que os 

tocotrienois exibam atividade antioxidante mais forte quando comparado com os tocoferóis 

(MULLER et al., 2010; CARDENAS et al, 2013; JIANG, 2014), dado que explica a isoforma 

Delta-Tocotrienol ter tido o melhor resultado em diminuir ROS quando comparado ao Alfa e 

ao Delta tocoferóis. 

Ainda na figura 7 foi observado que o coestimulo de DHA com Delta-T teve uma 

produção de ROS maior do que o Delta-T3 (bP<0,05), assim com o coestimulo de DHA + 

Delta-T teve uma produção de ROS maior do que o Delta-T (cP<0,05), mas mesmo assim 

apenas do Delta-T3 foi capaz de inibir de maneira significativa a geração de ROS induzida 

pelo DHA (aP<0,05), uma vez, que o coestimulo com DHA 50µM mais 5µM de Delta-T3 

levou a uma produção de ROS estatisticamente menor (aP<0,05) quando comparado com a 

geração de ROS do DHA 50µM sozinho, A isoforma Alfa-T não foi capaz de inibir a 

produção de ROS induzida pelo DHA enquanto o Delta-T em coestimulo com o DHA não 

apresentou aumento de significativo de ROS (*p<0,05), mas sem diferença significativa 

(ap>0,05) com o tratamento com o DHA sozinho mostrando apenas um potencial em inibir o 

aumento de ROS induzido pelo DHA, uma vez que o DHA sozinho nessa mesma 

concentração aumentou ROS de forma significativa (*p<0,05), estes dados condizem com os 

relatos de estudos com as diferentes isoformas de vitamina E que têm mostrado que os 

tocotrienois possuem atividade mais antioxidante quando comparados com os tocoferóis 

((MULLER et al., 2010; CARDENAS et al, 2013; JIANG, 2014). 
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Figura 7-  Formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) pelo 

DHA 50µM, Alfa-Tocoferol (Alfa-T) 5µM, Delta-Tocoferol (Delta-

T) 5µM e Delta-Tocotrienol (Delta-T3)  5µM ou seus coestimulos 
nessas mesmas concentrações em células de câncer de mama 

MDA.MB.231 tratadas por 1hora. Avaliado pelo fluoróforo cell 

ROX Deep Red por citometria de fluxo (FACS Verse) (n=2) dois 

experimentos em triplicata. Valores expressos em mediana ±SD, os 

resultados considerados estatísticos tiveram p<0,05e foram 

marcados com (*). Para resultados estatísticos p<0,05 em relação ao 

DHA sozinho foram marcados com a letra (a), para p<0,05 em 

relação ao Delta-T3 sozinho a marcação foi feita com a letra (b) e 

para  p<0,05 em relação ao Delta-T sozinho a identificação foi feita 

com a letra (c), para p<0,05 (d) em relação ao Alfa-T, Delta-T ou ao 

Delta-T3 sozinhos. 

 

5.3-Biogênese de corpúsculos lipídicos 

 A Figura 8 apresenta os resultados de intensidade de fluorescência obtidos com o 

tratamento pelo  DHA. A média da intensidade de fluorescência da formação de CLs 

aumentou em relação ao CNE. O DHA 100µM foi a concentração que mais aumentou a 

biogênese de corpúsculos com uma intensidade de fluorescência duas vezes maior do que a 

intensidade de fluorescência do CNE (Figura complementar 1). Sabe-se que alguns ácido 

graxos livres exercem um potencial tóxico para as células tumorais em comparação com 

lipídios neutros como triglicerídeos esterificados (POL, GROSS et al., 2014). Nesse sentido, 

o acúmulo e corpúsculos lipídicos parece desempenhar um papel de proteção contra a 

lipotoxicidade, sendo assim, os corpúsculos fornecem um mecanismo de proteção para evitar 

apoptose quando as células tumorais são expostas a um excesso de ácidos graxos não 

esterificados (LISTENBERGER et al., 2003) o que pode justificar o aumento da biogênese de 

CLs encontrada neste estudo no qual as células foram tratadas com o DHA que é um ácido 

graxo com potencial citotoxicidade para as células tumorais (WU et al., 2005; LU et al., 2009; 
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JIANG et al., 2011), nossos dados mostram pela primeira vez que o DHA é hábil em 

aumentar a biogênese de CLs em células de câncer de mama invasivo MDA-MB-231. 

Semelhante ao nosso estudo, porém em linhagens celulares diferentes Ruiz-Vela e 

colaboradores (2011) observaram que os ácidos graxos insaturados palmitoleico, oleico e 

linoleico levavam a um aumento de até 6 vezes na quantidade de corpúsculos lipídicos (CLs) 

em diferentes linhagens de cânceres humanos incluindo carcinoma hepatocelular Huh-7, 

carcinoma do ovário SK-OV-3, adenocarcinoma de mama MCF-7 e de melanoma MALME-

3M. Outros autores mostraram que o ácido oleico aumenta CLs em macrófagos (CHEN et al., 

2002) e em monócitos (SUZUKI et al., 1991) humanos, mostrando que outros ácidos graxos 

insaturados podem modular a biogênese de CLs. Esses dados sugerem que a suplementação 

com ácidos graxos exógenos pode aumentar a biogênese de corpúsculos (POL, GROSS et al., 

2014). 

Embora o acúmulo de CLs nos tecidos já tenha considerado notório para os 

transtornos relacionados com a obesidade, a formação CLs é realmente um evento 

citoprotetivo, uma vez que a incapacidade de armazenar lipídios nos CLs pode causar estresse 

celular e resistência à insulina (MEEX et al., 2009; SOETERS et al., 2012). Outro fator que 

pode explicar esse aumento na quantidade de CLs em nosso modelo é o fato do DHA ser hábil 

em aumentar a geração de ROS (XIONG et al., 2012; MERENDINO et al., 2013; 

VAUGHAN et al., 2013), a figura 6 e 7 mostraram que o DHA foi capaz de aumentar 

espécies reativas de oxigênio (ROS) na linhagem celular em estudo. Isso pode em parte 

explicar o aumento de CLs induzido pelo DHA encontrado em nosso estudo, uma vez que o 

estresse oxidativo causado pelos ROS pode favorecer a gênese de CLs (YOUNCE; 

KOLATTUKUDY, 2012).  Uma outro fato interessante é que a β-oxidação de ácidos graxos 

(AG) é uma importante fonte de ROS, o FADH2 gerado durante a β-oxidação dos ácidos 

graxos aumeta a produção de ROS através da inversão do fluxo de elétrons nos complexo I e 

II da cadeia transportadora de elétrons nas mitocôndrias. Portanto, o armazenamento de 

ácidos graxos dentro dos CLs, pode reduzir os níveis de ácidos graxos disponíveis para a β-

oxidação, e pode ser uma estratégia de sobrevivência e um mecanismo plausível para proteger 

a integridade celular contra o estresse oxidativo gerado pelo excesso de ROS (SEKIYA et al., 

2008), então sugere-se que a suplementação com o DHA também pode levar ao aumento da 

bigênese de CLs devido a seu armazenamento como mecanismo de defesa da célula tumoral 

contra a toxicidade desse AG e também para evitar uma maior geração de ROS quando esses 

AG são β-oxidados. 
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Figura 8-  Formação de corpúsculos lipídicos induzido pelo Ácido 

Docosahexaenóico (DHA) em células de câncer de mama MDA-MB-

231 tratadas por 24horas com 12,5µM, 25µM, 50µM e 100µM de DHA. 

A intensidade de fluorescência emitida pelo fluoróforo Bodipy foi 

avaliada por citometria de fluxo (FACS Verse) (n=1) um experimento 

em triplicata. A figura mostra os histogramas representativos das 
intensidades de fluorescência da incorporação do fluoróforo Bodipy 

obtidos por citometria de fluxo (FACS Verse). O histograma cinza 

representa a intensidade de fluorescência emitida pelas células controle 

não estimuladas (CNE), os histogramas coloridos mostram as 

intensidades de fluorescência emitidas pelas células tratadas com as 

diferentes concentrações de DHA, sendo o azul o DHA 12,5µM, o 

laranja o DHA 25µM, o verde o DHA 50µM e o vermelho o DHA 

100µM. 

 

Após verificar que o DHA a partir de 12,5µM já era capaz de induzir uma maior 

biogênese de CLs foi escolhido a concentração de DHA 50µM para os coestimulos, por 

também ser uma concentração capaz de aumentar a geração de ROS como  (Figura 6 e 7) e 

por ser uma dose fisiológica para essa linhagem celular (Figura 2A).  

A figura 9A mostra as imagens de microscopia confocal e pela primeira vez na 

literatura foi observado que DHA é capaz de aumentar a biogênese de corpúsculos lipídicos 

(CLs) nas células de cancer de mama invasivo MDA-MB-231 em comparação com as células 

não tratadas o (CNE). 

A figura 9B mostra o histograma representativo de três experimentos (n=3) em 

triplicata da intensidade de fluorescência confirmando os dados mostrados na figura 9A, 

indicando que o DHA sozinho, aumentou a biogênese de corpúsculo em relação ao CNE, O 

alfa-T, apesar de formar CLs menores (Figura 12) também aumentou a biogênese de 

corpúsculo em relação as células CNE, no entanto o aumento foi menor do que o DHA 

sozinho. É interessante notar que o coestímulo de DHA + Alfa-T, mostrou um aumento menor 
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do que o DHA sozinho, o que sugere que essa isoforma de vitamina E mesmo na dose 

fisiológicas de 5µM modula a biogênese de corpúsculos induzida pelo DHA. 
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Figura 9-  Formação de corpúsculos lipídicos induzido pelo Ácido Docosahexaenóico (DHA), alfa-Tocoferol 

(Alfa-T) e pelo coestimulo de DHA + Alfa-T em células de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas por 

24horas com 50µM do DHA e/ou 5µM do Alfa-T. (A) mostra imagens obtidas por microscópio confocal Leica 

TCS SP5 com aumento de 63X e Zoom de 4, as imagens são representativas de toda população das lâminas de 

três experimentos realizados separadamente (n=3). O Núcleo das células foi corado em azul com o DAPI, os 

corpúsculos lipídicos foram corados em verde com Bodipy, na figura nomeada Merge estão expostas as 

sobreposições das imagens do DAPI com o bodipy para mostrar a localização dos corpúsculos no citoplasma 

da célula e o Campo claro mostra as imagens das células sem marcadores fluorescentes para observação da 

morfologia da célula. (B) Traz os histogramas representativos das intensidades de fluorescência da 

incorporação do fluoróforo Bodipy obtidos por citometria de fluxo (FACS Calibur) (n=3) três experimentos em 

triplicata. (IF) Intensidade de fluorescência, o histograma cinza representa a média de intensidade de 
fluorescência das células controle não estimulado (CNE), a linha azul representa o histograma do DHA 50µM, 

a verde o Alfa-T 5µM e a linha laranja o coestimulo de DHA50µM + Alfa-T 5µM. 

 

 A figura 10A mostra as imagens obtidas por microscopia confocal, indicando que 

ambos os estímulos e o coestimulo aumentaram a biogênese de corpúsculos quando 

comparados ao CNE, porém é interessante notar que o Delta-T sozinho teve uma menor 

formação de CLs do que o DHA e que o coestímulo de DHA + Delta-T também mostrou 

uma menor biogênese do que o DHA sozinho.  

A figura 10B mostra o histograma da intensidade de fluorescência indicando que o 

coestimulo de DHA + Delta-T leva a uma menor formação de CLs do que o tratamento 

apenas com o DHA. 
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Figura 10-  Formação de corpúsculos lipídicos induzido pelo Ácido Docosahexaenóico (DHA), Delta-Tocoferol 

(Delta-T) e pelo coestimulo de DHA + Delta-T em células de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas por 

24horas com 50µM do DHA e/ou 5µM do Delta-T. (A) mostra imagens obtidas por microscópio confocal Leica 
TCS SP5 com aumento de 63X e Zoom de 4, as imagens são representativas de toda população das lâminas de 

três experimentos realizados separadamente (n=3). O Núcleo das células foi corado em azul com o DAPI, os 

corpúsculos lipídicos foram corados em verde com Bodipy, na figura nomeada Merge estão expostas as 

sobreposições das imagens do DAPI com o bodipy para mostrar a localização dos corpúsculos no citoplasma da 
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célula e o Campo claro mostra as imagens das células sem marcadores fluorescentes para observação da 

morfologia da célula. (B) Traz os histogramas representativos das intensidades de fluorescência da incorporação 

do fluoróforo Bodipy obtidos por citometria de fluxo (FACS Calibur) (n=3) três experimentos em triplicata. (IF) 

Intensidade de fluorescência, o histograma cinza representa a média de intensidade de fluorescência das células 

controle não estimulado (CNE), a linha azul representa o histograma do DHA 50µM, a verde o Delta-T 5µM e a 

linha laranja o coestimulo de DHA50µM + Delta-T 5µM. 

 

A figura 11 retrata os resultados da formação de CLs das células MDA-MB-231 

tratadas com o DHA  e/ou com o Delta-Tocotrienol (Delta-T3) sozinhos. A figura 11A mostra 

as imagens de microscopia de fluorescência indicando que tanto o DHA quanto o Delta-T3 

sozinhos e seus coestimulos aumentaram a biogênese de corpúsculos mesmo em doses 

fisiológicas, quando comparadas com as imagens das (CNE). A figura 11B mostra que o 

coestímulo de DHA com a vitamina Delta-T3 leva a uma menor formação de CLs do que o 

DHA sozinho, representado deslocamento menor quando comparado ao DHA sozinho.  
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Figura 11-  Formação de corpúsculos lipídicos induzido pelo Ácido Docosahexaenóico (DHA), Delta-

Tocotrienol (Delta-T3) e pelo coestimulo de DHA + Delta-T3 em células de câncer de mama MDA-MB-231 

tratadas por 24horas com 50µM do DHA e/ou 5µM do Delta-T. (A) mostra imagens obtidas por microscópio 

confocal Leica TCS SP5 com aumento de 63X e Zoom de 4, as imagens são representativas de toda população 

das lâminas de três experimentos realizados separadamente (n=3). O Núcleo das células foi corado em azul com 
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o DAPI, os corpúsculos lipídicos foram corados em verde com Bodipy, na figura nomeada Merge estão expostas 

as sobreposições das imagens do DAPI com o bodipy para mostrar a localização dos corpúsculos no citoplasma 

da célula e o Campo claro mostra as imagens das células sem marcadores fluorescentes para observação da 

morfologia da célula. (B) Traz os histogramas representativos das intensidades de fluorescência da incorporação 

do fluoróforo Bodipy obtidos por citometria de fluxo (FACS Calibur) (n=3) três experimentos em triplicata. (IF) 

Intensidade de fluorescência, o histograma cinza representa a média de intensidade de fluorescência das células 

controle não estimulado (CNE), a linha azul representa o histograma do DHA 50µM, a verde o Delta-T3 5µM e 

a linha laranja o coestimulo de DHA50µM + Delta-T3 5µM. 

  

Esses resultados trazem uma nova função da vitamina E e do DHA na modulação da 

biogênese de corpúsculos lipídicos na linhagem celular MDA-MB-231, uma vez que ainda 

não foi descrito na literatura o papel desses compostos na biogênese de CLs, estes resultados 

abrem o campo para estudos mais aprofundados para a caracterização do mecanismo de ação 

desses compostos na mudulção da gênese de CLs. Interessantemente os antioxidantes Alfa-

tocoferol e Delta-tocoferol e Delta-Tocotrienol apresentaram um menor efeito no aumento da 

gênese de CLs, provavelmente devido a sua capacidade em reduzir a geração ROS 

(CÁRDENAS, GHOSH, 2013) que é um radical livre com potencial ação na indução do 

estresse oxidativo que como já dito é um parâmetro que iduz a biogênese de CLs.  

Existem poucos estudos que avaliaram o efeito das diferentes isoformas de vitamina E 

na biogênese de corpúsculos lipídicos em células em cultura, por isso, há escassas 

informações sobre os mecanismos de atuação dessa vitamina no acúmulo ou no consumo de 

lipídios no micrambiente celular (BAEHRECKE et al., 2005; UTO-KONDO, OHMORI, 

KIYOSE et al., 2009). Nossos resultados trazem uma nova informação a respeito da atuação 

na vitamina E na modulação da biogênese de CLs na presença do DHA, e esses dados alertam 

para a importancia de melhor avaliar a atuação do DHA no microambiente tumoral uma vez 

que o aumento de lipídios intracelulares armazenados nos CLs pode ser um parâmetro de mal 

prognóstico do cancer de mama, visto que a maior malignidade do cancer de mama pode esta 

relacionada com um maior conteúdo de lipídios intracelular, uma vez que esses lipídios 

podem ser utilizados como substrato energético para a proliferação celular e aumento da 

tumorigênese (NIEVA et al., 2013). 

Em nosso modelo a vitamina E foi capaz de reduzir a gênese de CLs quando em 

coestimulo com o DHA, mostrando um potencial positivo dessas vitaminas na redução do 

acúmulo de lipídios gerado pelo tratamento com o DHA, dado que torna essa vitamina um 

alvo de estudo interessante no tratamento clínico do câncer de mama, uma vez que é capaz de 

modular a quantidade de CLs nas células de câncer de mama MDA-MB-231 e deve ser 

melhor estudada para sua utilização como adjuvante  no tratamento clínico da doença. 
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Nossos dados mostraram uma resposta diferente dos estudos que observaram a 

biogenese de CLs em outras linhagens celulares, destaca-se que os estudos que observaram 

que os tocotrienois reduziram a biogênes de CLs utilizaram concentrações maiores que 20µM 

(BURDEOS et al., 2012; BURDEOS et al., 2014), em nosso modelo o Delta-tocotrienol e os 

tocoferóis Alfa e Delta aumentaram a biogênese de CLs, porém a dosagem utilizada foi de 

5µM, por isso sugere-se novos ensaios com dosagens maiores a fim de observar se 

concentrações maiores dessas vitaminas podem modular de maneira diferente a biogênese de 

Cls em células tumorais, uma vez que já se tem descrito que essas células possuem uma alta 

capacidade de síntese de novo de lipídios, e a concentração utilizada em nossos ensaios pode 

não ter sido suficiente para superar essa síntese de novo de lipídios aumentada. Também 

sugere-se a realização de ensaios mais robustos afim de melhor caracterizar o efeito da 

isoformas de vitamina E sob a biogênese de CLs na presença do DHA, através da do bloqueio 

de proteínas importantes na formação dos CLs como a ADRP e as perilipins e avaliação de 

parâmetros de carciogenese como proliferação e sobrevivência celular. 

Além da análise da quantidade de CLs também foi avaliado o tamanho dos 

corpúsculos formados, a Figura 12 mostra imagens de microscopia confocal, nas quais é 

possível observar uma diferença no tamanho dos corpúsculos dado que até então não tinha 

sido descrito na litreatura mostrando que o DHA e a vitamina E além de modularem a gênese 

dos CLs também interferem no tamanho dos corpúsculos formados. Em nosso estudo tanto as 

células tradas com DHA e como os coestimulos apresentam corpúsculos maiores do que o 

CNE, e o Alfa-T foi a isoforma da vitamina E que apresentou CLs com tamanhos menores 

quando comparados com as células não tratadas, com o DHA e os coestimulos e também com 

as isoformas Delta tocoferol e tocotrienol. 

 

Figura 12- Tamanho dos corpúsculos lipídicos formados a partir do tratamento com o Ácido Docosahexaenóico 

(DHA) 50µM e vitaminas “E”: Alfa-Tocoferol (Alfa-T), Delta-Tocoferol (Delta-T), Delta-Tocotrienol (Delta-
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T3) ambos à 5µM e pelo coestimulo de DHA + Alfa-T, DHA + Delta-T e DHA + Delta-T3 em células de câncer 

de mama MDA-MB-231 tratadas por 24horas. As imagens foram obtidas por microscópio confocal Leica TCS 

SP5 com aumento de 63X e Zoom de 4, e são representativas de toda população das lâminas de três 

experimentos realizados separadamente (n=3). O Núcleo das células foi corado em azul com o DAPI, os 

corpúsculos lipídicos foram corados em verde com Bodipy. Controle não estimuladas (CNE). 

 

Dados da literatura em células Drosofila Schneider (S2) tratadas com 1mM do ácido 

graxo insaturado aleato mostraram que alguns genes estão envolvido no tamanho e na 

distribuição de corpúsculos lipídicos, e descreveram que após o tratamento das células com o 

ácido graxo, primeiro existiu um aumento no número de corpúsculos com um volume 

pequeno distribuídos de forma dispersa no citoplasma da célula . E após 24 horas de 

exposição ao tratamento com o ácido graxo os corpúsculos aumentaram de tamanho e depois 

se agregaram uns aos outros formando estruturas parecidas com cachos de uva e se 

localizavam perto do núcleo da célula (GUO et al., 2008), o que corrobora com os achados 

deste trabalho, nos quais observou-se que as células MDA-MB-231 tratadas com o ácido 

graxo DHA apresentavam corpúsculos maiores do que as células não tratadas ou do que as 

células tratadas apenas com as vitaminas E após 24 horas de tratamento (Figura 12).  

Estes autores descreveram que uma falha em sintetizar fosfolipídios de membrana 

pode levar a formação de corpúsculos maiores, pois ao invés das células sintetizarem novos 

corpúsculos lipídicos o mesmo CLs passa a armazenar mais lipídios aumentando seu volume. 

Os autores destacaram que a fosfatidilcolina é utilizada para a síntese de fosfolipídios de 

membrana, então uma maior disponibilidade de fosfatidilcolina poderia levar a formação de 

mais corpúsculos com um tamanho menor, uma vez que a redução de fosfatidilcolina levou a 

um aumento de fosfatidiletalonamina que proporcionou maior fusão e aumento no tamanho 

dos corpúsculos (GUO et al., 2008). 

O alfa-tocoferol sabidamente forma complexos com a fosfatidilcolina e por isso pode 

influenciar na estabilidade das membranas celulares (WANG et al., 1999).  O alfa-T levou a 

formação de corpúsculos menores do que os formados com o estimulo com o DHA e os seu 

coestimulos com as três isoformas de vitamina E (Figura 12) isso pode ter ocorrido devido a 

interação pouco conhecida do alfa-T com a formação de membranas que pode ter favorecido a 

dispersão e a formação de mais corpúsculos com uma tamanho menor, mais experimentos são 

necessários para explicar a atuação do alfa tocoferol em diminuir o tamanho dos CLs.  

5.4-Expressão de PPARγ 

A figura 13 mostram as imagens de microscopia confocal para as células tratadas com 

DHA  e seus coestimos com a vitaminas E. A marcação com PPARγ em verde mostra que as 

células tratadas tanto com o DHA como com os coestimulos 3 aumentaram a expressão do 
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PPARγ em relação as imagens do CNE.  Atravez da observação das imagens não é possível 

diferenciar a quantidade de PPAR expressa nos diferentes tratamentos, mas nítidamente pode-

se observar que a coloração verde dispersa pelo citoplasma das céluas tratadas é maior do que 

o CNE indicando que os tratamentos estimularam a expressão do PPARγ. 

 

Figura 13-  Expressão do PPARγ nas células MDA-MB-231 tratadas por 24 horas com o Ácido 

Docosahexaenóico (DHA) 50µM e/ou com seu coestimulo com Alfa-T, ou Delta-T ou Delta-T3. As foram 

imagens obtidas por microscópio confocal Leica TCS SP5 com aumento de 63X e Zoom de 4, são 

representativas de toda população das lâminas de um experimento (n=1). O Núcleo das células foi corado em 

azul com o DAPI, o PPARγ foi marcado em verde com o anticorpo AlexaFluor 488, na figura nomeada Merge 

estão expostas as sobreposições das imagens do DAPI com o PPARγ para mostrar a localização do PPARγ no 

citoplasma das células e o campo claro mostra as imagens das células sem marcadores fluorescentes para 

observação da morfologia da célula. 

Alguns fatores de trancrição estão envolvidos na biogênese de CLs, dentre eles o 

PPARγ já foi mostrado como regulador da expressão de genes relacionados com o consumo e 

acúmulo de lipídios nas células, assim como da formação de mediadores inflamatórios 

(BOZZA et al., 2010). Observou-se que o DHA e seus coestimulos com as vitaminas E 

aumentaram a expressão de PPARγ e isso pode estar associado ao aumento na biogênse de 
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corpúsculos com esses tratamentos. O PPARγ está envolvido na síntese de lipídios por 

estimular a expressão de genes relacionados à enzima ácido graxo sintase que participa da 

lipogênese (CHAWLA et al., 2001). Já foi descrito que ácidos graxos livres estimulam a 

expressão de PPARγ (XU et al., 1999; COMBA et al., 2012; DESVERGNER et al., 2013), 

assim como o DHA e as vitaminas E (CAMPBELL, STONE, WHALEY et al., 2003). O 

PPARγ também está associado a biogênese de CLs em hepatocitos, células de câncer cervical, 

macrófagos e em pré adipocitos tratados com drogas indutoras de PPARγ (MCDONOUGH et 

al., 2009). 

5.4- Lipofagia 

A figura 14 e 15 mostram as imagens de microscopia confocal para as células tratadas 

com DHA  e as vitaminas E. As setas brancas indicam as colocalizações entre os marcadores 

Bodipy e LC3,  sugerindo que no tratamento com DHA sozinho há a ocorrência da lipofagia 

enquanto que nos tratamentos com Delta-T e Delta-T3 não foram  identificadas as 

colocalizações entre os marcadores. Nas analises para o coestimulo do DHA + Delta-T 

(Figura 14) não foi identificado a indicação da lipofagia enquanto que para o coestímulo de 

DHA + Delta-T3 (Figura 15) pode-se observar a existência de colocalização entre o Bodipy e 

o LC3 indicando a existência da lipofagia. 
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Pouco se sabe sobre a ocorrência da lipofagia no microambiente tumoral, nossos dados 

trazem mais um nova atuação da vitamina E e do DHA em células de câncer de mama 

invasivo MDA-MB-231 que ainda não foi descrito na literatura. Observa-se na figura 15 que 

existiu colocalização do LC3-B com o corpúsculo lipídico nas células tratadas com DHA e no 

coestimulo de DHA com o DeltaT3. A figura 15 indica que no coestimulo de DHA com 

Delta-T3 a colocalização do Bodipy com LC3 ocorreu com maior intensidade, quase todos os 

CLs presentes no citoplasma das células estavam colocalizados com o LC3 o que sugere que o 

Delta-T3 pode potencializar a ocorrência da lipofagia nas células também tratadas com DHA. 

Ainda não foi encontrado na literatura, estudos que indiquem a ocorrência de lipofagia em 

células tumorais MDA-MB-231 tratadas com DHA e com o Delta-T3, assim este estudo traz 

uma nova perspectiva para os efeitos desse do DHA e do Delta-T3 na modulação dos 

corpúsculos lipídicos no microambiente tumoral. 

Sabe-se que a lipofagia tem como uma de suas funções regular o fornecimento de 

lipídios intracelulares para manter a homeostase energética (SINGH et al., 2009; LIU e 

CZAJA, 2013), porém pouco se sabe sobre esse mecanismo no ambiente tumoral. Dupon e 

colaboradores (2014) estudaram se os estoques de lipídios neutros armazenados nos CLs 

poderiam ter outra utilidade no ambiente celular e observam que em células de câncer cervical 

(HELA) tratadas com o ácido graxo monoinsaturado ácido oleico ocorria aumento na gênese 

de corpúsculos lipídicos concomitante com a autofagia, indicando que a lipofagia pode 

ocorrer em ambientes onde não existia privação de nutrientes, como uma maneira de manter 

um equilíbrio entre o armazenamento de lipídios e lipólise, a lipofagia também pode ocorrer 

para a síntese de fosfolipídios de membrana para a formação do autofagossoma necessário 

para o processo de autofagia (RUGGLES et al., 2013; KRAHMER et al., 2013). 

Outros estudos ligaram a autofagia com utilização dos CLs ( SINGH et al., 2009; 

KHALDOUN et al., 2013; VAN ZUTPHEN et al., 2013) e mostram a importância dessa 

relação entre autofagia e consumo dos CLs com uma série de doenças associadas com baixa 

capacidade de armazenamento de lipídios e a necessidade do organismo em  lidar com 

excesso de ácidos graxos não esterificados como AG livres e o colesterol que possuem 

atividade tóxica (RUGGLES et al., 2013) como na aterosclerose, na obesidade, no diabetes e 

na resistência à insulina nas quais ocorre uma elevada deposição intracelular de lipídios nos 

adipócitos e em células musculares lisas. Outro exemplo no qual essa relação deve ser melhor 

estudada é na caquexia no câncer, na qual existe lipólise descoordenada ou excessiva (DAS et 

al., 2011). Estas condições podem ser influenciadas pela função de consumo dos CLs na 

biogênese de membranas autofágicas (DUPON et al., 2014). É provável que, sob condições 
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fisiológicas ambos os processos, biogênese do autofagossoma e lipólise através autofagia, 

ocorram de uma forma equilibrada (DUPON et al., 2014).  

A literatura dá mais enfoque a lipofagia que ocorre em células que estão em privação 

de nutrientes, as quais utilizam os CLs como substrato energético para suprir as necessidades 

celulares (RAMBOLD et al., 2015; D'ANDREA, 2015; CHITRAJU et al., 2012). Os 

resultados encontrados sugerem que a lipofagia não ocorra devido a privação de nutrientes, 

pois as células foram cultivadas em meio de cultura completo com composição de 

aminoácidos, glicose, sais e soro fetal bovino suficientes para a manutenção de suas 

necessidades. As culturas com os diferentes tratamentos e com as células não tratadas foram 

mantidas sob as mesmas condições, e nelas não foi encontrada colocalização, outro achado 

que sustenta essa hipótese é que em neste modelo não ocorreu aumento da proliferação, nem 

da migração e da sobrevivência celular processos que poderiam levar a um maior consumo 

dos lipídios celulares (LIU e CZAJA, 2013). 

 

5.5-Tumorigênese 

5.5.1-Proliferação celular 

Nenhum dos tratamentos no período de 24h reduziu ou aumentou a proliferação das 

células tumorais de mama MDA-MB-231 (p>0,05) como mostrado na Figura 16.  

 

Figura 16- Quantificação da proliferação celular das células 

de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas com Alfa-T, 

Delta-T, Delta-T3 ambos a 5µM e o DHA a 50µM e os 

coestimulos de DHA também a 50µM com a diferentes 

vitaminas E a 5µM, todos por um período de 24 horas. A 

incorporação do cristal violeta foi avaliada em espectraMax 
no comprimento de onda de 595nm. (n=3) três experimentos 
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cada um em n=3. A proliferação foi analisada pelas médias 

das absorbâncias em relação as células controle não 

estimuladas (CNE) e os valores expressos em media ±SD, os 

resultados considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em 

relação ao Controle não estimulado (CNE) e o DMSO 20% 

foi utilizado como controle positivo. 

5.5.2-Sobrevivência Celular 

A figura 17A mostra a imagem das colônias formadas pelas células MDA-MB-231 e 

foi verificado que os tratamentos nas concentrações fisiológicas de 5µM das vitaminas e 

50µM do ácido graxo ω-3 DHA sozinho ou em coestímulos não influenciam na sobrevivência 

das células de câncer de mama triplo negativo MDA-MB-231 (p>0,05). 
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Figura 17- Sobrevivência das células de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas com Alfa-Tocoferol (Alfa-

T), Delta-Tocoferol (Delta-T) e Delta-Tocotrienol (Delta-T3) ambos a 5µM, o Ácido Docosahexaenóico 

(DHA) a 50µM e os coestimulos de DHA também a 50µM com a diferentes vitaminas E a 5µM, todos por um 

período de 24 horas. (A) mostra as imagens representativas das colônias em placa de 6 poços. (B) mostra o 

gráfico das médias das áreas das colônias quantificadas pelo software ImageJ calculadas pelo grafpad prism. 

(n=1) um experimento em duplicata. A sobrevivencias foi analisada pelas médias das áreas das colonias em 

relação as células controle não estimuladas (CNE) e os valores expressos em media ±SD, os resultados 

considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em relação ao CNE. 

5.5.3-Migração celular 

A Figura 18A mostra as imagens de microscopia de luz do fechamento do risco 

realizado nas culturas de células no período de 0 hora, 16 horas e 24 horas. A Figura 18B 

mostra os dados quantitativos das imagens e revela que no período de 16 horas de tratamento 

a migração das células tratadas com DHA e/ou com as vitaminas E não foram diferentes da 

migração das células (CNE) (p>0,05), indicando que não houve aumento nem redução da 

migração celular. Já após 24horas de tratamento existiu um redução siginificativa (p<0,05) da 

migração das células tratadas com DHA, DHA + Delta-T e DHA + Delta-T3 quando 

comparadas com as células não tratadas (CNE) cultivadas pelo mesmo período de tempo, já o 

coestimulo do DHA + Alfa-T não reduziu a migração mesmo após 24 horas de tratamento 

mostrando que o Alfa-T pode ter inibido a ação do DHA em reduzir a migração das células 

MDA-MB-231 após 24horas de tratamento concomitante com o DHA, uma vez que o DHA 

sozinho foi capaz de reduzir a migrção de maneira significativa (p<0,05) no mesmo período. 
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Figura 18-  (A) Imagens de microscopia eletrônica das células de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas com 

DHA 50µM e coestimulos de DHA 50µ com Alfa-Tocoferol (Alfa-T), ou Delta-Tocoferol (Delta-T) ou Delta-

Tocotrienol (Delta-T3) ambos a 5µM, por um período de 0hora, 16horas e 24 horas. (B) Percentual de migração 

das células de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas com DHA 50µM e coestimulos de DHA 50µ com Alfa-

Tocoferol (Alfa-T), ou Delta-Tocoferol (Delta-T) ou Delta-Tocotrienol (Delta-T3) ambos a 5µM, por um 

período de 0hora, 16horas e 24 horas. O % de migração foi calculado a partir da área de fechamento com auxilio 
do programa ImageJ. (n=1) um experimentos em triplicata. A migração foi analisada pelas médias da áreas em 

relação as células controle não estimuladas (CNE) e os valores expressos em media ±SD, os resultados 

considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em relação ao Controle não estimulado (CNE) e p<0,05(a) em 

relação ao estímulo com DHA sozinho. O DMSO 20% foi utilizado como controle positivo. 

 

A figura 19A mostra as imagens de microscopia de luz do fechamento do risco 

realizado nas culturas de células no período de 0 hora, 16 horas e 24 horas, a área de 

fechamento, assim como nas células tratadas apenas com as vitaminas E. A Figura 18A 

mostra os resultados da migração das células tratadas com as vitaminas E, as quais não 

aumentaram nem diminuíram a migração das células (p>0,05). 

 

 



55 

 

 

Figura 19-  (A) Imagens de microscopia eletrônica das células de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas com 

Alfa-Tocoferol (Alfa-T), ou Delta-Tocoferol (Delta-T) ou Delta-Tocotrienol (Delta-T3) ambos a 5µM, por um 

período de 0hora, 16horas e 24 horas. (B) Percentual de migração das células de câncer de mama MDA-MB-231 

tratadas com Alfa-Tocoferol (Alfa-T), ou Delta-Tocoferol (Delta-T) ou Delta-Tocotrienol (Delta-T3) ambos a 

5µM, por um período de 0hora, 16horas e 24 horas. O % de migração foi calculado a partir da área de 

fechamento com auxilio do programa ImageJ. (n=1) um experimentos em triplicata. A migração foi analisada 

pelas médias da áreas em relação as células controle não estimuladas (CNE) e os valores expressos em media 

±SD, os resultados considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em relação ao Controle não estimulado (CNE) e 
p<0,05(#) em relação ao estímulo com DHA sozinho. O DMSO 20% foi utilizado como controle positivo. 

 

Tendo em vista que na lipofagia os lipídios livres formados poderiam ser utilizados 

como substrato enérgico para um maior crescimento celular (LIU e CZAJA, 2013) foi 

investigado se os tratamentos com DHA e a vitaminas ou com seus costimulos aumentavam a 

proliferação, a sobrevivência e a migração celular, por serem parâmetros relacionados com a 

progressão tumoral (KOHJIMA et al., 2013; D'ANDREA, 2015). 

Alguns estudos já descreveram que DHA é capaz de reduzir parâmetros de 

tumorigênese como a proliferação, a migração e a sobrevivência de células de câncer (WU et 

al., 2005; KANG et al., 2010; BLANCKAERT et al., 2015) o que corrobora com os achados 

deste estudo. O tratamento com DHA levou a uma migração menor quando comparado às 

células não tratadas após 24 horas de exposição, o que indica que o DHA é hábil em reduzir a 

migração das células MDA-MB-231 mesmo aumentando a quantidade de CLs que poderiam 

ser utilizados como substrato energético para o crescimento celular (KOHJIMA et al., 2013; 

D'ANDREA, 2015). Esse dado leva a crer que o aumento de CLs induzido pelo DHA não tem 

relação com o aumento da carcinogênese uma vez que não foi encontrado aumento da 

proliferação celular (Figura 16), nem da sobrevivência (Figura 17), e da migração das células 

(Figura 18) e (Figura 19), tratadas com o DHA e as vitaminas E e com seus coestimulos. 

Os efeitos da vitamina E na tumorigenese do câncer de mama também já é estudado há 

algum anos. Loganathan e colaborados (2013) avaliaram a atividade anticancerígena de uma 

fração rica em tocotrienois (FRT), de uma solução de óleo de palma como 32% de alfa-

tocoferol, 25% alfa-tocotrienol, 29% de gama-tocotrienol e 14% delta-tocotrienol (OP), e com 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanckaert%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825023
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o Alfa, Gama e Delta tocotrienois e o Alfa-tocoferol isolados em células de câncer de mama 

invasivo MDA-MB-231 e não invasivo MCF-7. Foi observado que o alfa-T não reduz a 

proliferação de células MDA-MB-231, o que corrobora os resultados encontrados neste 

estudo. No entanto 15µg/ml do FRT, OP e as isoformas isoladas de Alfa, Delta e Gama 

Tocotrienois reduziram a proliferação de ambas as linhagens. Em nosso modelo, o Delta 

Tocoferol e tocotrienol não reduziram a proliferação celular provavelmente devido a baixa 

dose utilizada (5µM), uma vez que só foi encontrada citotoxicidade a partir de 10µM do 

delta-Tocoferol e 40µM do Delta-Tocorienol como mostra os dados de citotoxicidade (Figura 

5).  

Os efeitos antiproliferativos e apoptóticos de diferente isoformas de tocotrienóis 

também foram observado em células pré-neoplásicas (CL-S1), neoplásicas (-SA), e altamente 

malignas (+SA). E o tratamento com tocotrienóis tem exibido forte efeito antiproliferativo e 

apoptótico (NESARETNAM et al., 2007). Mclntyre e colaboradores  (2000) observaram que 

o potencial de inibição do crescimento de células cancerígenas do Delta-tocotrienol foi 

superior em comparação com as isoformas tocotrienóis. E as células altamente malignas 

(+SA) foram as mais sensíveis aos efeitos antiproliferativos e apoptoticos dos tocotrienóis, 

enquanto as menos sensíveis foram as células pré-neoplásicas (CL-S1). Foi sugerido que a 

maior biopotência dos tocotrienóis pode ser atribuída à presença de cadeias de fitilo 

insaturadas que aumentam sua absorção pelas células, o que, eventualmente, poderia levar a 

sua uma maior resposta biológica na redução do risco de o câncer da mama (MCLNTYRE et 

al., 2000). Outro estudo realizado por Esmolarek e colaboradores (2013) avaliaram o 

crescimento de tumor de mama em animais tratados com um mix de tocoferóis contendo 58% 

de gama-tocoferol e observaram uma menor proliferação celular com o tratamento com o mix 

de vitamina E, assim como a redução de marcadores inflamatórios. Não foi observada redução 

da proliferação das células tratadas com as vitaminas E, possivelmente devido as baixas 

concentrações testadas. 

Outra parâmetro avaliado, foi a migração celular, uma vez que as células MDA-MB-

231 são caracterizadas por um grande potencial metastático (JONES et al., 2004). Observou-

se que apenas o DHA e o seu coestimulo com o delta tocoferol e tocotrienol reduziram a 

migração das células após 24h de tratamento em relação as células não tratadas, assim como 

estudo Sun e colaboradores (2013), que observaram que o DHA reduzia a migração de células 

de câncer hepatocelular. Interessantemente o coestimulo de DHA com Alfa-T não reduziu a 

migração das células MDA-MB-231 após 24 horas de tratamento, isso sugere que o alfa-T 

inibiu a capacidade de reduzir a migração celular induzida pelo DHA. Alguns estudos 
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corroboram esse achado mostrando que o alfa tocoferol pode inibir a atividade do DHA em 

levar a morte de células MDA-MB-231 (XIONG et al., 2012) e em outros tipos de células de 

câncer (DING et al., 2007; STURLAN et al., 2003; YAM et al., 2001) . 

Estes achados abrem o interesse para mais pesquisas como objetivo de melhor 

correlacionar o acúmulo de CLs com a carcinogênese do câncer de mama, uma vez que 

observou-se que as vitaminas E e o DHA, mesmo em doses fisiológicas, modulam a 

biogênese de corpúsculos lipídicos na células MDA-MB-231, estudos com dosagens maiores 

podem mostrar resultados mais promissores quanto a redução da proliferação, migração e 

sobrevivência dessas células. 

 A figura 19 sugere um possível mecanismo de ação pelo qual DHA e o Delta-T3 

modulam a biogênese dos CLs em células de câncer de mama MDA-MB-231, uma vez que 

esta isoforma de vitamina E foi a que apresentou maior efeito sobre a geração de ROS e a  

lipofagia. 

 

Figura 20- Esquema do possível mecanismo pelo qual o DHA e o Delta-T3 modulam a quantidade de 

corpúsculos lipídicos (CLs) em células de câncer de mama MDA-MB-231. As setas pretas indicam o 
mecanismo pelo qual o Ácido docosahexaenóico (DHA) modula a biogênese de CLs e as linhas  e setas 

vermelhas indicam a ação do DHA + Delta-Tocotrienol (Delta-T3) e modula a quantidade de CLs. 

 

Sabendo que células cancerígenas possuem uma aumentada síntese de novo de lipídios 

e que esses lipídios são armazenados nos corpúsculos e podem ser utilizados tanto como 

substrato energético para aumentada proliferação celular e também para a síntese de 
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mediadores lipídicos. Acredita-se que a vitamina E e o DHA têm um papel importante na 

prevenção do câncer de mama, por modularem o a produção de ROS e a gênese de CLs. 

A literatura mostra que a inibição da formação de corpúsculos lipídicos é benéfica 

para o tratamento e prevenção do câncer, uma vez que essa organela armazena e fornece 

lipídios para o metabolismo energético, além de serem fontes de substrato para a produção de 

mediadores inflamatórios, proliferação, migração e sobrevivência de células tumorais. O fato 

do DHA aumentar o conteúdo de CLs intracelulares mostra que a atuação desse ácido graxo 

precisa ser melhor estudada no microambinete  tumoral, uma vez que o aumento da biogênese 

de Cls é correlacionada com uma maior agressividade do CA de mama e pode levar a um mal 

prognostico da doença.  

Ainda existe um vasto campo a ser estudado a fim de melhor elucidar a atuação de 

compostos como a vitamina E e o DHA na biogênese de corpúsculos lipídicos em células de 

câncer de mama e este estudo pode sugerir mais uma via de ação desses compostos no 

microambiente tumoral, dado que foi demonstrado pela primeira vez que a vitamina E é capaz 

de modular a biogênese de CLs na presença do DHA. 

 

6. CONCLUSÃO 

Estudo foi pioneiro em mostra que a vitamina E é capaz de modular a biogênese de 

corpúsculos lipídicos na linhagem celular de câncer de mama invasivo MDA-MB-231 na 

presença do DHA, e a concentração de 5µM para o Delta-T3 é a isoforma com melhor 

capacidade em modular o geração de espécies reativas de oxigênio, a lipofagia e a biogênese 

de corpúsculos lipídicos no modelo em estudo.  
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8. FIGURAS SUPLEMENTARES 

 

Figura Suplementar 1- Citotoxicidade dos coestimulos com o ácido 

docosahexaenóico (DHA) e as vitaminas E Alfa-T, Delta-T e Delta-T3 

sobre células de câncer de mama humano triplo negativas MDA-MB-

231 tratadas por 24 horas com 50µM de DHA, ou 5µM de Alfa-T, 

Delta-T e Delta-T3, avaliada pelo teste de MTT (n=3) três 

experimentos cada um em triplicata. A citotoxidade foi analisada pelas 

médias dos percentuais de células vivas em relação as células controle 

não estimuladas (CNE) (100% vivas) e os valores expressos em media 
±SD, os resultados considerados estatísticos tiveram p<0,05(*) em 

relação ao CNE. O DMSO 20% foi utilizado como controle positivo 

para citotoxicidade. 

 

Figura suplementar 2-  Formação de corpúsculos lipídicos induzido 

pelo Ácido Docosahexaenóico (DHA) em células de câncer de mama 

MDA-MB-231 tratadas por 24horas com 12,5µM, 25µM, 50µM e 

100µM de DHA. A intensidade de fluorescência emitida pelo 

fluoróforo Bodipy foi avaliada por citometria de fluxo (FACS Verse) 

(n=1) um experimento em triplicata. Os gráfico mostram os valores 

expressos em média ±SD, os resultados considerados estatísticos em 

relação ao controle não estimulado (CNE) tiveram p<0,05(*). 
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Figura suplementar 3: Imagens obtidas por microscópio confocal Leica TCS SP5 com aumento de 63X e 

Zoom de 4, as imagens são representativas de toda população das lâminas de três experimentos realizados 

separadamente (n=3). O Núcleo das células foi corado em azul com o DAPI, os corpúsculos lipídicos foram 

corados em verde com Bodipy, na figura nomeada Merge estão expostas as sobreposições das imagens do DAPI 

com o bodipy para mostrar a localização dos corpúsculos no citoplasma da célula e o Campo claro mostra as 

imagens das células sem marcadores fluorescentes para observação da morfologia da célula.  
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Figura suplementar 4: Imagens obtidas por microscópio confocal Leica TCS SP5 com aumento de 63X e 

Zoom de 4, as imagens são representativas de toda população das lâminas de três experimentos realizados 

separadamente (n=3). O Núcleo das células foi corado em azul com o TOPRO3, os corpúsculos lipídicos foram 

corados em verde com Bodipy, na figura nomeada Merge estão expostas as sobreposições das imagens do DAPI 
com o bodipy para mostrar a localização dos corpúsculos no citoplasma da célula e o Campo claro mostra as 

imagens das células sem marcadores fluorescentes para observação da morfologia da célula. 


