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Resumo 

O papel dos tecidos adiposos em conjunto com a Vitamina E delta tocotrienol 

na modulação de parâmetros carcinogênicos de células do câncer de mama 

triplo-negativo 

Introdução: Tumores do tipo triplo-negativo mostram-se mais agressivos e tendem a 

apresentar efeitos metastáticos letais. Os hábitos de vida e a globalização estão 

diretamente ligadas com o aumento do índice desta neoplasia. O tecido adiposo é um 

órgão endócrino, que tem funções além de armazenamento de energia e também de 

secreção de adipocinas para outros órgão e tecidos adjacentes. Já se sabe que os tecidos 

adiposos podem polarizar para perfis pró- ou anti-inflamatórios dependendo da 

condição do ambiente desse tecido (hiperplasia e hipertrofia). O tecido adiposo como 

um órgão endócrino também armazena diversas outras moléculas e uma delas é a 

Vitamina E, que possui oito isoformas divididas entre tocoferóis e tocotrienóis (α, β, γ 

e δ). Já foi descrito que a Vitamina E tem poder antioxidante assim como antitumoral 

em diversos tipos de tumores. No presente trabalho avaliamos o papel dos tecidos 

adiposos em conjunto com o delta-tocotrienol na modulação de parâmetros 

carcinogênicos de células de mama. Metodologia: Utilizamos células de câncer de 

mama triplo-negativo 4T1, sobrenadantes de tecidos adiposos gonadal (gonWAT), 

inguinal (igWAT) e marrom (BAT), e o δ-T3 (Delta-Tocotrienol) em diferentes 

concentrações. Resultados e Discussão: Visando a importância do co-tratamento dos 

produtos de sobrenadantes de tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 células de câncer 

de mama murino co-tratada com produtos de secreção de tecidos adiposos e δ- T3 

observamos que tiveram uma diminuição da viabilidade mitocondrial. Além disso, o co-

tratamento com produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 

aumentou significativamente a citotoxicidade celular o que levou também a uma morte 

por apoptose evidenciada. Descobrimos também a maior ativação da Caspase-3, 

mostrando o papel diferencial do co-tratamento dos sobrenadantes de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3. Além disso, as células co-tratadas com moléculas secretadas 

de igWAT com δ-T3, tiveram ativação de apoptose maior, além da biogênese de 

corpúsculos lipídicos reduzida e a formação de espécies reativas de oxigênio também 

reduzida. Portanto, nossos dados sugerem que o co-tratamento de produtos de secreção 

de igWAT juntamente com δ-T3, ativam vias de morte por apoptose além de induzir 

efeito antitumoral que desfavorece o microambiente tumoral, por aumentar a 

imunogenecidade. 

Palavras-chave: Câncer de mama triplo-negativo, δ-T3, Vitamina E, Tecido Adiposo 
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Abstract 

The role of adipose tissues together with vitamin E (delta tocotrienol) in 

modulating carcinogenic parameters of triple-negative breast cancer 

cells 

Introduction: Tumors of the triple-negative type are more aggressive and tend to have 

lethal metastatic effects. Lifestyle and globalization are directly linked to the increase 

in the rate of this neoplasm. Adipose tissue is an endocrine organ, which has functions 

beyond energy storage and also secretion of adipokines to other organs and adjacent 

tissues. It is already known that adipose tissue can polarize to pro- or anti- inflammatory 

profiles depending on the condition of the environment of that tissue (hyperplasia and 

hypertrophy). Adipose tissue as an endocrine organ also stores several other molecules 

and one of them is Vitamin E, which has eight isoforms divided between tocopherols 

and tocotrienols (α, β, γ and δ). Vitamin E has already been described to have 

antioxidant as well as antitumor power in several types of tumors. In the present work 

we evaluated the role of adipose tissues in conjunction with delta- tocotrienol in 

modulating carcinogenic parameters of breast cells. Methods: We used triple-negative 

4T1 breast cancer cells, supernatants from gonadal (gonWAT), inguinal (igWAT) and 

brown (BAT) adipose tissues, and δ-T3 (Delta-Tocotrienol) at different concentrations. 

Results and Discussion: Aiming at the importance of co-treating adipose tissue 

supernatant products along with δ-T3 murine breast cancer cells co- treated with 

adipose tissue secretion products and δ-T3 we observed that they had a decrease in 

mitochondrial viability. Furthermore, co-treatment with adipose tissue secretion 

products along with δ-T3 significantly increased cellular cytotoxicity which also led to 

an evidenced apoptosis death. We also discovered the increased activation of Caspase-

3, showing the differential role of co-treatment of adipose tissue supernatants along 

with δ-T3. Furthermore, cells co-treated with secreted igWAT molecules with δ-T3, 

had higher apoptosis activation, in addition to reduced lipid body biogenesis and reduced 

reactive oxygen species formation as well. Therefore, our data suggest that co-treatment 

of igWAT secretion products together with δ-T3, activate apoptosis death pathways in 

addition to inducing antitumor effect that disadvantages the tumor microenvironment 

by increasing immunogenicity. 

Keywords: Triple-negative breast cancer, δ-T3, Vitamin E, Adipose tissue 
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Lista de abreviações 

BAT: tecido adiposo marrom 

gonWAT: tecido adiposo branco gonadal 

igWAT: tecido adipose inguinal 

HER: Human epidermal growth factor receptor 

IL-6: Interleucina 6 

IL-10: Interleucina 10 

IL-12: Interleucina 12 

iNKT: Células T matadoras naturais invariantes 

LDL: lipoproteína de baixa densidade 

NADH: dinucleótido de nicotinamida e adenina em forma reduzida 

NRF2: nuclear factor erythroid 2–related factor 2 

PGC-1α: peroxisome proliferator–activated receptor γ coactivator 1α 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

SIRTs: sirtuínas 

TNF-α: Fator de necrose tumoral 

TGF-β: Fator de crescimento e transformação 

UCP1: Proteína desacopladora 1 
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Figura 17. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 
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respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a 

seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos).           57 

Figura 20. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre a formação de espécies reativas de oxigênio por células 4T1. 



9 

Sobrenadantes de células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de secreção da quimiocina MCP1 

após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal 

e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada 

grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. 

As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com 

asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representadocom 
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secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco 

inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco 

animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os 

grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos 

que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos 

seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos).
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juntamente com o δ-T3 sobre a proliferação celular por células 4T1. Células 4T1 foram 

avaliadas quanto a proliferação celular, após estímulo com produtos de secreção de tecidos 

adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido 

adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). 
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seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos).           61 

Figura 23. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre a apresentação de antígeno lipídios por células 4T1. Células 

4T1 foram avaliadas quanto a proliferação celular, após estímulo com produtos de secreção de 

tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) 

tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais 
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(N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e 

seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não 

são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu 

a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos).        63 
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1. Introdução

1.1. Câncer de mama 

O câncer é uma das doenças que leva a mais óbitos no mundo, ocupando o segundo 

lugar com mais casos de morte. A Organização Mundial da Saúde – OMS (do inglês World 

Health Organization – WHO), aproximadamente, 9.6 milhões de mortes ocorreram em 2018 no 

mundo, cerca de 1 a cada 6 mortes foram devido ao câncer. Por ser uma doença com grande 

variabilidade e agressividade da doença, as estatísticas crescem crescem com maior índice em 

países subdesenvolvidos. Esta doença afeta não apenas áreas afins a saúde, mas também na 

esfera econômica mundial. Mais de US$ 1,16 trilhão foram gastos com tratamentos com 

tratamentos e diagnósticos decorrentes do câncer (WHO, 2018). 

O câncer é caracterizado como um conjunto de doenças capaz de afetar qualquer parte 

do corpo humano, caracterizado pelo crescimento desordenado de células. Outros nomes são 

conhecidos para denominar esta doença, também é conhecido pelos termos - tumores malignos 

e - neoplasias (NIH, 2021). As neoplasias são desencadeadas, principalmente pelo descontrole 

na regulação da divisão celular e a insuficiência no controle de morte celular, levando a 

produção de massas celulares e posteriormente a metástase (THOMAS N. SEYFRIED, 2013). 

A principal causa de morte de pessoas com câncer é a metástase de células tumorais. Outros 

fatores como alterações na manutenção do processo de angiogênese, invasão e migração celular, 

favorecem o processo de metástase, com extravasamento de células mutadas para outros órgãos 

via corrente sanguínea. Após a disseminação pelo corpo, as células tumorais têm o poder de 

comprometer a homeostase funcional de órgãos, levando a perda de função e consequentemente 

o óbito do individuo (CHAMBERS; GROOM; MACDONALD, 2002).

O câncer como um conjunto de doenças é também causado por uma grande variedade 

de fatores, tanto internos quanto externos (por exemplo, ambientais), que podem desencadear 

mudanças genéticas e dar início ao processo de desenvolvimento tumoral. Alguns fatores 

ambientais, pode-se citar: abuso de tabaco, ingestão de álcool, alimentação não saudável, 

sedentarismo, infecções virais, obesidade e outros. Alguns fatores internos como o 

envelhecimento e mutações contribuem para o número de casos de neoplasias (INSTITUTO 

NACIONAL DO CÂNCER, 2020). 
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O câncer de mama triplo-negativo é a malignidade mais letal entre mulheres, 

apresentando efeito devastador mundialmente. Em 2020, 2,3 milhões de pacientes foram 

diagnosticadas com câncer de mama e 685 mil mortes foram causadas por esses tumores 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2021). Quase um terço dos tumores femininos 

são enquadrados como câncer de mama, a taxa de mortalidade-incidência desses tumores é de 

15 % e os números relacionados à incidência de câncer de mama em locais diferentes do globo 

(27 em 100 000 na África e leste asiático e 97 em 100 000 na América do Norte) ressaltam que 

fatores de estilo de vida aumentam o risco de desenvolvimento dessas neoplasias (BRAY et al., 

2018). Um estudo prospectivo informou que mais de um terço dos tumores de mama que 

acometem mulheres de países desenvolvidos são influenciados por fatores associados ao estilo 

de vida, como abuso de álcool, uso de tabaco, histórico reprodutivo, terapia hormonal 

menopausal e obesidade (NUR et al., 2019). 

O câncer de mama é uma doença heterogênea a qual é clinicamente subdidivida em três 

subtipos baseados na expressão de receptores de hormônios sexuais (estrógeno e progesterona) 

e a ausência ou presença de HER2 (human epidermal growth factor receptor 2): tumores 

luminais positivos para receptor de estrógeno, tumores positivos para o receptor de progesterona 

e tumores de mama triplo-negativo (DENKERT et al., 2017). O câncer de mama triplo-negativo 

caracteriza-se por não apresentar níveis detectáveis dos receptores hormonais de estrógeno e 

progesterona e de HER2 (BIANCHINI et al., 2016). Do total de tumores diagnosticados, 12% 

são triplo-negativos nos Estados Unidos (BIANCHINI et al., 2016) 

O tratamento contra neoplasias torna-se dependente da fase que o paciente está devido 

a grande complexidade e variedade de tumores. Os tratamentos convencionais, visando conter 

o crescimento desordenado de células, como quimioterapias, radioterapias e cirurgias são 

utilizadas no combate a doença. Os tratamentos convencionais vêm mostrando granes níveis de 

citotoxicidade atingindo fortemente células saudáveis o que impacta diretamente na qualidade 

de vida dos pacientes (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Diversos métodos antineoplásicos 

adjuvantes bem como imunoterapias, vêm sendo desenvolvidos com potencialpara substituir 

métodos convencionais e invasivos como quimioterápicos. Atualmente nosistema de saúde 

pública, já é empregado o uso de terapias convencionais de forma gratuita pelo Sistema Único 

de Saúde (SUS) (REFERENCIA). 
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Pessoas afetadas por tumores triplo-negativos tendem a apresentar pior prognóstico 

quando comparado com outros tipos de neoplasias mamárias (MALORNI et al., 2012), com 

significante diminuição da sobrevida de até 5 anos (cerca de 8 a 16%) quando comparado com 

tumores positivos para receptores dos hormônios sexuais (CDC, 2022). Abordagens clássicas 

como o uso de quimioterápicos, que tem como toxicicidade alta, é altamente utilizada como 

primeira linha farmacológica buscando a regressão e remissão do tumor mamário (BIANCHINI 

et al., 2016). 

A classificação dos tumores de mama triplo-negativo é ilustrada pela heterogeneidade 

dos tumores, baseando-se em análises histológicas, moleculares, de expressão gênica e de 

metabolismo. Histologicamente a maioria dos tumores mamários triplo-negativos são 

agrupados como carcinomas mamários invasivos (WEIGERT; WEIS; BRÜNE, 2009). Análises 

moleculares agrupam os tumores triplo-negativos em basal-like, luminal A e B e normal-like 

(EROLES et al., 2012). Outras classificações são baseadas na avaliação do perfil de expressão 

gênica, onde sugere-se a existência de seis subtipos desse tumor: dois subgrupos basal-like- 

related (basal-like 1 (BL1) e 2 (BL2)), dois subgrupos mesenchymal-related (mesenchymal (M) 

e mesenchymal stem-like (MSL)), um subgrupo imunomodulador (IM) e um grupo luminal 

androgen receptor (LAR) (LEHMANN et al., 2011) (Figura 1). 
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Figura 1. Subtipos dos cânceres de mama. Os subtipos de cancro da mama podem ser 

categorizados com base na sua expressão de receptores hormonais (receptor de estrogénio (ER) e 

receptor de progesterona (PR)), o marcador de proliferação Ki-67, e o receptor de tirosina quinase HER2. 

Terapias específicas, como a Herceptina (destinada à proteína HER2) e o Tamoxifeno (destinada à ER), 

podem ser utilizadas no tratamento de certos subtipos de câncer da mama. O prognóstico varia em função 

do subtipo de cancro da mama. Adaptado do BiorenderTM 

 
Há também a possibilidade de subdivisão do câncer triplo-negativo baseando-se em vias 

metabólicas, sendo classificado por: subtipo lipogênico (MSP1), subtipo glicolítico (MPS2) e 

subtipo com características metabólias mistas (MPS3)(GONG et al., 2021). Uma célula de 

linhagem de câncer de mama triplo-negativo murino bastante utilizada na pesquisa, a célula 

4T1 foi classificada como pertencente ao subgrupo glicolítico (MSP2), o que mostra que essas 

células apresentam preferência metabólica pelo consumo de glicose (via glicolítica). 

Amplamente empregadas no estudo de tumores primários de mama murinos, a célula 4T1 é 

bastante utilizada como célula de linhagem (BETH A. PULASKI, 2001) 

 
1.2. Tecido Adiposo e Câncer de Mama 

 

O tecido adiposo, atualmente já caracterizado como um órgão endócrino, possui um 

papel essencial na homeostade energética do corpo. Desbalanços na composição e manutenção 

do tecido adiposo está associada a diversas doenças metabólicas como obesidade, diabetes e 

câncer (DENG et al., 2016). 

O tecido adiposo apresenta grande plasticidade fenotípica (PANINA et al., 2018). Essa 

plasticidade é vista quando observamos a existência de quatro adipócitos principais: o adipócito 

branco, o adipócito bege, o adipócito rosa e o adipócito marrom. A fisiologia e o metabolismo 

destas células de gordura são bastante particular, e a forma como essas células atuam 

nomicroambiente tumoral é particular (CORRÊA; HEYN; MAGALHAES, 2019). 
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Figura 2. Diferentes tipos de células adiposas e sua influência no câncer. Fatores externos 

são capazes de modificar o fenótipo dos adipócitos e com isso, influenciar de forma diferencial o 

desenvolvimento tumoral. Fonte: The Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation and 

Cancer Progression, Luis H Corrêa, Gabriela S Heyn e Kelly G Magalhães. Cells, 2019. 

 
O tecido adiposo branco, conhecido com a sigla WAT (do inglês White Adipose Tissue), 

exercendo um enorme papel na reserva energética e no processo de regulação hormonal do 

corpo (BARTELT; HEEREN, 2013). O WAT é altamente vascularizado e composto por 

adipócitos e também outros tipos celulares como células imunológicas, células endoteliais 

fibroblastos, pericitos e pré-adipócitos (PEIRCE; CAROBBIO; VIDAL-PUIG, 2014). Os 

adipócitos presentes no WAT são compostos predominantemente por ácidos graxos, onde ficam 

armazenados em uma grande gota de gordura. Tendo como principal função o armazenamento 

energético, o WAT tem papel importante no controle hormonal através da síntese e secreção de 

vários hormônios (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 2013). A Leptina é produzida 

majoritariamente por adipócitos (HARMELEN et al., 1998). Este peptídeo é produzido por 

adipócitos e tem como função o controle de apetite. 

A leptina ainda exerce um papel importante na modulação inflamatória e no 

microambiente tumoral (SANTANDER et al., 2015). Uma produção aumentada de leptina é 

capaz de interferir na via JAK/STAT, o que aumenta a expressão de proteínas anti-apoptóticas, 

levando a secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6, além disso, induz 

angiogênese com o aumento da produção do fator de crescimento endotelial (VEGF) (DUTTA 
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et al., 2012). O processo de desrregulação do WAT leva a uma inflamação sistêmica e local, 

fator importante para o estabelecimento e agravamento do microambiente tumoral. Além disso, 

o WAT atua também no recrutamento e polarização de células imunes como visto na Figura 3.

Adipócitos associados ao tumor. Adipócitos podem estar ligados ao desenvolvimento tumoral dando 

suporte energético assim como modulando a inflamação no microambiente tumoral. Fonte: Adipocytes 

and Macrophages Interplay in the Orchestration of Tumor Microenvironment: New Implications in 

Cancer Progression. Luis H Correa, Rafael Correa, Cecilia M , Livia P Dourado and Kelly G Magalhães, 

Frontiers in Immunology, 2017. 

Adipócitos associados a tumores (TAAs) têm a função de recrutamento de macrófagos 

para o microambiente tumoral e sua polarização para a configuração alternativa M2 via CCL2, 

IL1-β e CXCL12 (ARENDT et al., 2014). O acúmulo de macrófagos no microambiente tumoral 

se deve pela secreção de CCL2 e também pela liberação de DNA por adipócitos em processo de 

degeneração (NISHIMOTO et al., 2016). Os mecanismos pelos quais os adipócitos regulam o 

microambiente tumoral ainda é pouco descrito, porém, o papel da inflamação como mediador entre 
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adipócitos brancos e células tumorais está em constante desenvolvimento, buscando cada vez mais 

desenvolver métodos de modulação do tecido adiposo e combate de tumores (Figura 3). 

Figura 3. Adipócitos associados ao tumor. Adipócitos podem estar ligados ao 

desenvolvimento tumoral dando suporte energético assim como modulando a inflamação no 

microambiente tumoral. Fonte: Adipocytes and Macrophages Interplay in the Orchestration of Tumor 

Microenvironment: New Implications in Cancer Progression. Luis H Correa, Rafael Correa, Cecilia M 

, Livia P Dourado and Kelly G Magalhães, Frontiers in Immunology, 2017. 

O tecido adiposo marrom também atua no processo de controle hormonal do corpo, com 

adição ao controle da temperatura corpórea. Do inglês Brown Adipose Tissue – BAT, o tecido 

adiposo marrom atua normalmente com um caráter predominante anti-inflamatório. 

Fisiologicamente, as gotículas de gordura são dispostas de forma multilocular (Peirce et al. 

2014). Possuem grandes números de mitocôndrias, o que garante seu principal papel no 

organismo: termogênese (CORRÊA; HEYN; MAGALHAES, 2019). 

Há uma elevada expressão e ativação da proteína desacopladora 1 (do inglês uncoupling 

protein 1 – UCP1), nos adipócitos marrons, garantindo a funcionalidade dos adipócitos em que 

há um desvio dos elétrons da cadeia transportadora de elétrons durante a respiração celular nas 

mitocôndrias, ativando assim a UCP1 (OELKRUG; JASTROCH, 2015). Outros fatores que 

ativam esta proteína nos adipócitos, está a sinalização da noreprinefrina através dos receptores β3, 

aumentando assim a atividade deste tecido (Fenzl & Kiefer 2014). Outras células estão residentes 

também no BAT, como as células imunológicas, fibroblastos e uma matriz bem desenvolvida, 

facilita uma grande interação célula-célula, o que contribui para a grande plasticidade fenotípica 

deste tecido (FENZL; KIEFER, 2014; JONG et al., 2021). 

O papel do tecido adiposo marrom no câncer é controverso, sendo caracterizado como 

anti-inflamatório. O aumento de adipócitos marrons em função da diminuição de adipócitos 

brancos é caracterizado como melhor prognóstico durante a obesidade, visto que há uma 

redução da porcentagem de gordura corporal e uma diminuição da inflamação e promovendo 

um metabolismo regulado (TRAYHURN, 2018). Entretanto, o aumento de BAT promove um 

agravemento em casos de caquexia, onde ocorre perda de peso de forma excessiva, e a elevada 

atividade metabólica do tecido adiposo marrom pode piorar este processo, utilizando as reservas 

energéticas na forma de lipídio na produção de calor pelas mitocôndrias nos adipócitos marrons. 

Além disso, a superativação do BAT fornece grande quantidade de energia para o 

desenvolvimento de células neoplásicas (KIR; SPIEGELMAN, 2016). 
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Assim como o WAT, a relação do BAT no controle de doenças metabólicas e também 

no câncer, é pouco conhecido. O BAT é responsável pela polarização e controle da inflamação 

e do metabolismo lipídico, sendo um alvo potencial para pesquisas terapêuticas no tratamento 

destas doenças. 

Ainda podemos citar os adipócitos bege e rosa, os quais também possuem grande 

plasticidade celular. Os adipócitos bege são extremamente plásticos, em que estímulos externos 

induzem a mudança para adipócitos marrons. Em temperaturas mais baixas, o aumento de 

norepinefrina, assim como outras vias, induz a expressão de receptores característicos de 

adipócitos marrons, essas células também apresentam uma quantidade intermediária de 

gotículas de gordura, sendo intermediárias entre células brancas e marrons (WU; COHEN; 

SPIEGELMAN, 2013) 

Já os adipócitos rosas estão localizados especificamente na mama, surgindo durante a 

gravidez e lactação. Estes adipócitos são células alveoláres secretoras de leite que podem surgir 

tanto pela transdiferenciação de adipócitos brancos durante a gravidez e lactação quanto no 

processo de maturação de pré-adipócitos. Adipócitos rosas são caracterizados por abundantes 

gotículas de gordura citoplasmáticas, superfície apical com microvilosidades, retículo 

endoplasmático rugoso robusto (RER), complexo de Golgi e grânulos contendo leite. A 

coloração rosada do adipócito durante a lactação e gestação é o motivo pelo nome ser 

denominado adipócito rosa (CINTI, 2018; GIORDANO et al., 2014). Pesquisas a respeito do 

adipócito rosa e as influências que essas células podem ter no desenvolvimento do câncer de 

mama são recentes e precisam ser mais exploradas. A diferença entre os quatro principais 

adipócitos está melhor sintetizada na Figura 4. 
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Figura 4. Os quatro principais adipócitos. Os adipócitos são divididos em 4 tipos de células 

que possuem características morfológicas e funcionais diferentes. Fonte: The Impact of the Adipose 

Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression, Luis H Correa, Gabriella S Heyn e Kelly G 

Magalhães. Cells, 2019. 

 

 

Algumas desordens metabólicas podem desencadear o aparecimento de cânceres e o 

acúmulo de tecidos adiposos é um dos fatores que podem levar o aparecimento de cânceres. A 

obesidade é conhecida como uma das doenças metabólicas que têm relação com o 

acomentimento de cânceres (PICON-RUIZ; MORATA-TARIFA; VALLE-GOFFIN, 2017). 

Estudos recentes ainda mostram que os acúmulos de tecidos adiposos estão associados a maiores 

riscos de adenocarcinomas de esôfago (LONG; BEALES, 2014), tireoide (ALI et al., 2018), 

pâncreas (BRACCI, 2012), ovário e mama (ENGIN, 2017). 
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1.3. Vitamina E e Câncer de Mama 

 

A ingestão dietética de Vitamina E, é estudada como fator de proteção contra o câncer 

devido as propriedades antioxidantes da Vitamina E (TAYLOR et al., 2003). Para estudar o 

potencial da Vitamina E, é importante destacar que se trata de um composto hidrofóbico, ou 

seja, solúvel em lipídeos. Existem oito isoformas diferentes desta vitamina dividas em dois 

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

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

isoprenóide insaturada. Ambas as isoformas apresentam um anel cromanol e a posição dos 

grupos metil dentro desse anel determinal qual é a isoforma da vitamina (Figura 5) 

(CARDENAS; GHOSH, 2013). 

 

Figura 5. As oito isoformas da 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 insaturada 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 diferenças estruturais entre as isoformas da Vitamina E, implicam em um impacto 

significativo sobre o seu metabolismo, absorção e armazenamento nos tecidos. As isoformas 
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mais abundantes na dieta são as Alfa-Tocoferol e Delta-Tocoferol, também mais encontradas 

nos tecidos, por isso, Alfa-Tocoferol é considerado a vitamina E clássica (Smolarek & Suh, 

2011). 

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

alimentação, por isso, o padrão alimentar desempa papel importante no tipo de Vitamine E que 

é consumida através da dieta (CARDENAS; GHOSH, 2013). O alfa-tocoferol é 

predominantemente encontrado em amêndoas, sementes de girassol e amendoins, enquanto o 

gama-tocoferol é a principal Vitamina E nos pistaches, nozes, e sementes de gergelim 

(DREHER, 2012). Por essa razão, Alfa e Gama Tocoferol são encontrados em diversos óleos 

vegatais comerciais, por exemplo, óleo de milho, soja e amendoim. Com o uso generalizado no 

comércio de óleos de soja e milho, cerca de 60-70% da vitamina E consumida na dieta norte 

americana é representado pelo gama-tocoferol, enquanto o alfa-tocoferol é responsável por 

cerca de 20-25% (P.J. MCLAUGHLIN; JOHN L. WEIHRAUCH, 1979). Os tocotrienóis 

existem poucas fontes alimentares, com dietas mais ricas no leste asiático (TAN B., 2010), com 

fontes mais ricas de tocotrienóis o farelo de arroz, o óleo de palma, óleos de urucum, centeio, 

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

e sementes de abobóra (KANNAPPAN et al., 2012). 

A função anticancerígena da Vitamina E, é bastante investigada quanto a sua ação 

antioxidante, evitando assim a ação de radicais livres por dano de DNA (CARDENAS; 

GHOSH, 2013). A função antioxidante da Vitamina E, se deve basicamente ao hidrogênio 

fenólico no anel cromanol que são doados à radicais livres (BURTON et al., 1998). O alfa- 

tocoferol é trimetilado nas posições 5-, 7- e 8- do anel cromanol, enquanto o gama-tocoferol é 

dimetilado nas posições 7 e 8, e o delta-tocoferol é monometilado na posição 8 do anel 

cromanol. As diferenças estruturais podem ser responsáveis pelos efeitos diferenciados na 

atividade antioxidante de cada isoforma de tocoferol (KAMAI-ELDIN; APPELQVIST, 1996). 

Diversos compostos naturais vêm sendo observados exercendo funções antioxidantes, 

antiproliferativas, pró-apoptóticas, anti-inflamatórias, anti-angiogênicas, e atividades anti- 

metastáticas, atuando como um quimiopreventivo ou até mesmo agente quimioterápico 

(KASHYAP et al., 2016; SHANMUGAM; ADHIKARI; SHAKYA, 2017). Um desses grupos 

de compostos são os tocotrienóis, os análogos insaturados de vitamina E, que são encontrados 
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em várias fontes naturais como farelo de arroz, sementes de urucum e óleo de palma 

(MEGANATHAN; FU, 2016; MONTAGNANI MARELLI et al., 2019). 

Os tocotrienóis podem existir em diferentes isoformas, tais como alfa (α), beta (β), gama 

(γ), e delta (δ). Várias propriedades benéficas dos tocotrienóis têm sido relatadas nos últimos 

anos, especialmente contra doenças crônicas, incluindo a redução do colesterol, neuroprotetor, 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e anti-cancerígenas (MONTAGNANI 

MARELLI et al., 2019; RAJENDRAN et al., 2011). De fato, os tocotrienóis podem suprimir o 

crescimento de diferentes malignidades, incluindo as do ovário, fígado, gástricos, próstata, 

cérebro, leucêmias, pâncreas e uterino (KANCHI et al., 2017; RIZVI et al., 2014) (Figura 6). 

Figura 6. Propriedades anticancerígenas dos Tocotrienóis. Fonte: 

Molecular Mechanisms of Action of Tocotrienols in Cancer: Recent Trends and 

Advancements Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 656; doi:10.3390/ijms20030656. 
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Os tocotrienóis mostram seu efeito superior aos tocoferóis em sua atividade antioxidante 

(MÜLLER; THEILE; BÖHM, 2010). Devido a sua estrutura ser transportada através dos 

quilomicrons e seu armazenamento se dá primeiramente no tecido adiposo, que por sua vez, é 

abundante no tecido mamário, sugere-se um efeito mais significativo no câncer de mama 

(NOGUCHI et al., 2003). 

Diversos autores relatam atividades específicas em neoplasias quando utilizado 

Tocotrienóis (T3), mostrando a supressão do crescimento e indução de apoptose em diferentes 

células de câncer humano e de camundongos (AGGARWAL et al., 2019; AZZI et al., 2003; 

KLINE et al., 2003; MCINTYRE et al., 2000; NESARETNAM, SELVARAJAN 

DORASAMY, PH, 2000; SHAH; GAPOR; SYLVESTER, 2003; SYLVESTER; SHAH; 

SAMANT, 2005). Os Tocotrienóis possuem propriedades que não são exibidas pelos 

Tocoferóis e estão associadas com uma atividade antitumoral, além das propriedades 

antioxidantes (AGGARWAL et al., 2019). 

Dessa forma, os tocoferóis apresentam proteção antioxidante e antitumoral menor. 

Enquanto as isoformas dos tocotrienóis (α, β, γ, δ) demonstram atividades antitumorais mais 

eficientes, além da tradicional atividade antioxidante (AGGARWAL et al., 2019). Neste 

trabalho, os efeitos anti-neoplásicos relatados de Delta-Tocotrienol sobre os produtos de 

secreção de tecidos adiposos sobre células de câncer de mama murino foram investigados. 

 

2. Justificativa 
 

Terapias antitumorais convencionais antitumorais são agressivas aos pacientes 

portadores de neoplasias. São necessárias alternativas para que possam facilitar e diminuir os 

efeitos colaterais dos tratamentos antitumorais. A vitamina E, é um antioxidante natural e 

mostra efeito antitumoral significativo em diversos tumores, sendo um promissor adjuvante 

antitumoral. 

Diversos estudos mostram que o Tocotrienol apresenta impacto sobre células de câncer 

de mama murino (AGGARWAL et al., 2019; SYLVESTER; SHAH; SAMANT, 2005), assim 

como a importância dos tecidos adiposos no contexto do câncer de mama (TRAYHURN, 2018). 

Entretanto, pouco se sabe sobre a influência do câncer de mama triplo-negativo sobre depósitos 

adiposos específicos e o delta-tocotrienol neste contexto. 
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Além disso, não se sabe o impacto de tecidos adiposos e delta tocotrienol, em co- 

tratatmento, sobre essa neoplasia mamária. Portanto, se faz necessário investigar os 

mecanismos de interação entre o processo de progressão tumoral na mama, e os distintos 

fenótipos do tecido adiposo em co-tratamento com o delta-tocotrienol. 

 

3. Objetivos 
 

3.1. Objetivo geral 
 

Avaliar o papel dos tecidos adiposos em conjunto com o delta-tocotrienol na modulação 

de parâmetros carcinogênicos de células de mama. 

3.2. Objetivos específicos 
 

3.2.1) Investigar a influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos 

adiposos juntamente ao delta-tocotrienol sobre a capacidade de modulação dos parâmetros 

carcinogênicos de células de câncer de mama, in vitro. 

 
 

3.2.2) Investigar a influência do tratamento de tocotrienol em animais sobre a 

capacidade de modulação dos parâmetros carcinogênicos de células de câncer de mama 4T1 por 

tecidos adiposos, ex vivo. 
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4. Metodologia 

 

4.1.) Linhagem de células neoplásicas 
 

Células de câncer de mama triplo-negativo murino 4T1 (número da ATCC: CRL-2539) 

foram cultivadas em meio RPMI (GIBCO) suplementado com 5 % de Soro Fetal Bovino 

(GIBCO) e 1 % Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) e mantidas em estufa úmida a 37 °C e 5 

% de CO2. 

 

 

4.2) Acondicionamento e manejo dos animais 
 

Camundongos fêmeas Balb/c selvagens, fornecidos pelo biotério do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade de Brasília, foram mantidos a 23 ± 1 ° C em ciclo de 

luz/escuro de 12 horas, com livre acesso à comida. Todos os procedimentos realizados foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade de Brasília. 

 

 
4.3) Experimentação in vitro 

 

4.3.1) Delineamento experimental 
 

Camundongos Balb/c fêmeas selvagens de 10 semanas foram eutanasiados com 

superdose de anestésico e relaxante muscular (Cloridrato de Cetamina/ Cloridato de Xilasina). 

Foram coletados os tecidos adiposos branco inguinal (igWAT), tecidos adiposos branco 

gonadal (gonWAT) e tecidos adiposos marron (BAT). Assim como foi utilizado o δ- 

Tocotrienol. O resumo do delineamento experimental está resumido na Figura 7. 
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Figura 7. Delineamento Experimental da Seção Ex vivo. Camundongos fêmeas Balb/C com 
10 semanas de vida foram eutanasiadas e posteriormente utilizados os tecidos adiposos Branco (gonadal 

- gonWAT e inguinal – igWAT) e Marrom (BAT). Foram confeccionados meios condicionados dos

tecidos adiposos para posterior estímulo. Juntamente aos sobrenadantes dos tecidos adiposos, foram

utilizados o Delta tocotrienol (δ-T3). Células de câncer de mama triplo-negativo 4T1 foram estimuladas

com os produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 e posteriormente foram feitas

análises de Citometria de fluxo, espectrofotometria, Western Blotting e Microscópicas.

4.3.2) Obtenção do meio condicionado para estímulo e tempo de tratamento das células 

Como primeiro passo para se investigar os efeitos de moléculas secretadas por 

diferentes depósitos de tecido adiposo provenientes de animais eutanasiados sobre células 

4T1, os tecidos adiposos brancos inguinal (Inguinal white adipose tissue - IgWAT), gonadal 

(gonadal white adipose tissue – gonWAT) e o tecido adiposo marrom (brown adipose tissue 

– BAT) foram cirurgicamente retirados em condições estéreis. Em seguida, os tecidos foram

mecanicamente dissociados dentro de tubos de microcentrífuga estéreis contendo meio RPMI 

condicionado (Albumina bovina sérica (1% (m/v)), anfotericina (0,25 µg/mL), cloranfenicol 

(2 µg/mL), gentamicina (40 µg/mL), penicilina/streptomicina (1% (v/v) e soro fetal bovino 
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(10 % (v/v)) seguindo a proporção de 1 mL de meio para cada 0,05 g de tecido pesado em 

balança de alta precisão. 

Os tecidos dissociados em RPMI condicionado foram então transferidos para placas 

de cultura de células de 6 poços e incubados por 24 h em estufa à 37 °C contendo 5 % CO2. A 

seguir, os sobrenadantes de interação foram coletados em ambiente estéril e acondicionados 

em freezer -80 °C. Os sobrenadantes de interação foram utilizados diluídos em 10 % para 

estimular células 4T1 por 24 h. Após tempo de estímulo, as células foram analisadas quanto à 

viabilidade mitocondrial, perfil de morte celular, detecção de Bax, proliferação celular, 

biogênese de corpúsculo lipídico e secreção de citocinas. Os termos ‘‘meio condicionado do 

tecido adiposo’’, ‘‘produtos de secreção de tecido adiposo’’ e ‘‘produtos secretados por tecido 

adiposo’’ foram empregados como sinônimos para se referir ao material obtido após 

dissociação do tecido adiposo em meio suplementado com antibióticos e antifúngico (meio 

condicionado). 

4.3.3) Delta-Tocotrienol (δ-T3) 

 

Foi utilizado a isoforma da Vitamina E de Delta-Tocotrienol proveniente da Sigma (Cat. 

69745), os sinônimos para esta moléculas são: 8-Methyltocotrienol, [R-(E,E)]-3,4-Dihydro- 

2,8-dimethyl-2-(4,8,12-trimethyl-3,7,11-tridecatrienyl)-2H-1-benzopyran-6-ol, (R)-δ- 

Tocotrienol. 

A concentração estoque do Delta-Tocotrienol foi de 2mM diluídos em etanol P.A.. As 

concentrações de uso nos experimentos ex-vivo foram: 2,5; 5; 10; 20 e 40uM. Os experimentos 

de MTT e LDH utilizaram todas as concentrações visando realizar um screening das 

concentrações citotoxicas na célula 4T1. A partir dos experimentos de morte celular, foram 

então selecionadas as concentrações de 20 e 40uM como concentrações padrões para os ensaios. 

4.3.3) Viabilidade mitocondrial 

 

A fim de se verificar os efeitos dos produtos secretados pelos tecidos adiposos sobre a 

viabilidade de células 4T1, foi realizado um ensaio com MTT. Essa análise baseia-se no fato de 

que o MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo), quando reduzido por 

enzimas mitocondriais, apresenta-se com coloração arroxeada na forma de cristais de formazan. 

5x103 células foram semeadas em placa de 96 poços e estimuladas por 24 h. Após o tempo de 

estímulo, as células foram expostas à uma solução de 500 µg/mL de MTT (Life Technologies). 
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O sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram dissolvidos utilizando-se 100 µL 

de DMSO puro. A leitura da absorbância foi realizada em 570 nm utilizando oespectrofotômetro 

Spectramax M3. A análise dos dados de viabilidade foi realizada utilizando o software 

GraphPad Prism, considerando a média do valor de absorbância do não-estimulado(UNS) como 

100% de viabilidade e analisando os outros grupos de forma proporcional. O controle 

experimental foi obtido expondo as células à 50 % do agente citotóxico DMSO. 

4.3.4) Citoxicidade Celular pela Liberação de LDH 
 

A fim de investigar os efeitos dos produtos de secreção dos tecidos adiposos sob as 

células de carcinoma de mama murino 4T1, foi realizado um ensaio de liberação de Lactato 

Desidrogenase (LDH) seguindo o protocolo do kit comercial CyQuantTM LDH Cytotoxicity 

Assay (C20301 - Invitrogen). 

O sobrenadante das células 4T1 estimuladas foi coletado e utilizado no ensaio de 

detecção de liberação de LDH. 

4.3.5) Perfil de morte celular 
 

A análise do perfil de morte celular das células 4T1 estimuladas com os produtos de 

secreção dos tecidos adiposos foi realizada por citometria de fluxo utilizando os agentes 

fluorescentes Anexina V-FITC e Iodeto de propídeo e baseou-se nos fatos de que Anexina V 

interage com o fosfolipídeo fosfatidilserina, o qual é exposto na face externa da membrana de 

células apoptóticas, e que Iodeto de propídeo, impermeável à membrana celular, fluoresce após 

interação com ácidos nucleicos, indicando perda de integridade de membrana plasmática e 

ocorrência de morte lítica. 105 células foram semeadas em placas de 24 poços e, após adesão, 

foram estimuladas por 24 h. Após tratamento, as células foram coletadas e lavadas duas vezes 

com PBS 1X em centrifugação à 1800 rpm. As células foram então ressuspendidas em 100 µL 

de tampão de ligação 1 X (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de 

CaCl2), 2 µL de Anexina V-FITC (quatroG) e 2 µL de iodeto de propídeo (quatroG) e incubadas 

por 15 minutos à temperatura ambiente ao abrigo de luz. Após essa etapa, as células foram 

lavadas uma vez com PBS 1 X, ressuspendidas em 400 µL de tampão de ligação 1 X e 

imediatamente analisadas em citômetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando 

os canais FL-1 e FL-3, ambos em escala exponencial. Os dados obtidos foram analisados 
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utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). Como controle experimental foram usadas 

células aquecidas à 100 °C por 10 minutos. 

4.3.6) Morte por Apoptose (Caspase 3 e BAX) 
 

Visando investigar o perfil de morte apoptótica, foi realizada a marcação por citometria 

de fluxo das proteínas BAX e Caspase 3. Para esse ensaio, 105 células foram semeadas em 

placas de 24 poços contendo 500uL de meio de cultura por poço. Após a aderência, células 

foram tratadas por 24 horas com sobrenadantes de interação de tecidos adiposos e também com 

o delta-tocotrienol em duas concentrações (20 e 40uM), sendo que cada poço representou uma 

condição experimental. Após o período de estímulo, as células foram então lavadas com PBS 

1X e prosseguiram para o protocolo de marcação intracelular. Buscando manter a integridade 

celular foram utilizados reagentes com pH entre 7,2-7,4. 

4.3.7) Níveis de LC3B e Acidificação Lisossomal 
 

Visando investigar o perfil de acidificação lisossomal bem como avaliar os níveis da 

mólecular LC3B, foi então realizada a marcação por citometria de fluxo das sondas 

fluorescentes LC3B e Laranja de Acridina. 

4.3.7.1) Níveis de LC3B 
 

Os níveis de LC3B foram mensurados a partir da marcação intracelular. As células 

foram coletadas das placas de 24 poços as quais foram anteriormente plaqueadas e estimuladas 

por 24h com os produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente com o delta-tocotrienol. 

As células foram lavadas com PBS1X e posteriormente desaderidas com solução de 

desaderência (Tripsina 1:250 contendo EDTA, diluído em PBS1X, pH7,2). As células foram 

centrifugadas a velocidade de 400g, por 5min a 4ºC. Após a centrifugação foi descartado o 

sobrenadante, e uma lavagem com PBS1X no tubo foi realizada. Após a lavagem, as células 

foram então fixadas com solução de Paraformaldeído (PFA) 1% com 1mL em cada tubo e foram 

incubadas sob agitação por 2h. Após o período de fixação, foi adicionado 500uL de PBS1X 

para diluir o PFA existente no tubo. Foi então realizada uma centrifugação para retirar o fixador 

(400g, 5min, 4ºC). As células foram lavadas com PBS1X por mais duas vezes. 

Após o processo de fixação das células, ocorreu então o processo de permeabilização da 

membrana celular, a qual foi utilizada uma solução de 0,2% de triton. Foi adicionado 100uL de 

solução de permeabilização por tubo e deixado incubando por 5min a temperatura ambiente. 
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Foram então centrifugados a 500g por 5min a 4ºC. O sobrenadante foi então descartado e uma 

nova lavagem foi realizada seguindo os parâmetros de centrifugação anteriores. 

A etapa de bloqueio ocorreu pela adição da solução de bloqueio (triton 0,2% + leite 

desnatado 5%) por 30min a 4ºC. Após o período de incubação, as células foram centrifugadas 

seguindo os parâmetros de 600g por 5min a 4ºC, posteriormente foi descartado o sobrenadante 

e seguiu-se para o próximo passo. 

A marcação com o anticorpo primário seguiu adicionando 50uL de anticorpo, 

concentração de uso – 5ug/mL, (LC3B – Sigma Cat. L7543) por tubo, posteriormente 

incubando overnight a 4ºC protegido da luz. Após o período de incubação, foi adicionado 1mL 

de solução de permeabilização e prosseguiu para uma centrifugação seguindo os parâmetros de 

700g por 5min a 4ºC, a lavagem foi repetida e seguiu-se para a incubação do anticorpo 

secundário. 

A marcação com o anticorpo secundário (Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross- 

Adsorbed SecondaryAntibody, Alexa Fluor – Invitrogen Cat. A21207), concentração de uso 

5ug/mL por amostra. Foram adicionados 50uL de anticorpo secundário por amostra e foi 

incubado por 2h a 4ºC, protegido da luz. Posteriormente a marcação com o anticorpo 

secundário, foi lavado com PBS1X por duas vezes e posteriormente as amostras foram enviadas 

para adquirir no Citômetro de fluxo (FACS BD Verse). Os dados foram plotados e analisados 

no programa GraphPad Prism 8.0. 

4.3.7.2) Acidificação Lisossomal 
 

Tendo como objetivo avaliar a acidificação lisossomal das células 4T1 pelo tratamento 

com produtos de secreção de tecidos adiposos cotratados com delta-tocotrienol, foi seguido o 

protocolo para a detecção por citometria de fluxo da fluorescência do corante Laranja de 

Acridina. 

A Laranja de Acridina é uma substância lipofílica sem carga capaz de cruzar membranas 

biológicas por mecanismos de permeação não seletivo. O marcador fluorescente laranja de 

acridina (AO) é uma base fraca. Em pH ácido, bases fracas aceitam um próton e são convertidas 

em substâncias carregadas positivamente que não são mais capazes de atravessar livremente as 

membranas celulares. Em função dessa propriedade, a AO se acumula e fica retido em 

compartimentos ácidos. Isso permite o seu uso como um marcador de autofagossomos maduros. 
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Células marcadas com laranja de acridina, o citoplasma e o núcleo fluorescem em verde e 

enquanto que compartimentos ácidos fluorescem em vermelho. A intensidade da fluorescência 

vermelha é proporcional ao grau de acidez, o que permite inferir o volume de compartimentos 

celulares ácidos (Maiuri, M. et al. 2007). 

A células 4T1 seguiram o estímulo com os tratamentos de produtos de secreção de 

tecidos adiposos juntamente com o delta tocotrienol. Posteriormente a isso, as células foram 

lavadas com PBS1X e coradas com uma solução de Laranja de Acridina diluída em PBS1X por 

5min. Após a marcação, as células foram lavadas, e posteriormente fixadas com solução de 

PFA 1% e então adquiridas em citômetro de fluxo (FACS BD Verse). Os dados foram plotados 

e análisados no software Flowjo e Graphpad Prism 8.0. 

4.3.8) Perfil de Secreção de Citocinas 

A fim de se verificar se o estímulo de 4T1 com os produtos secretados pelos tecidos 

adiposos juntamente com o δ-Tocotrienol alterava o perfil de citocinas secretadas por essas 

células neoplásicas, foram realizadas dosagens de IL-6, IL-10, IL-12, TGF-β e TNF-α e a 

quimiocina MCP-1 a partir das sobrenadantes resultantes de cultura pelo método de ELISA, 

utilizando-se kits comerciais (R&D). As instruções do fabricante foram seguidas e os níveis de 

citocinas foram apresentados em níveis absolutos (pg/mL). 

4.3.9) Espécies Reativas de Oxigênio 

A fim de entender o efeito dos produtos de secreção dos tecidos adiposos juntamente 

com o δ-Tocotrienol sobre a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), foi realizado um 

ensaio utilizando o CellRoxTM. Foi seguido o protocolo do fabricante e posteriormente a 

marcação, as amostras foram adquiridas no citometro de fluxo (FACS BD Verse). 

4.3.10) Biogênese de Corpúsculo lipídico 

A fim de se analisar se o tratamento com os sobrenadantes de interação dos tecidos 

adiposos juntamente com o δ-Tocotrienol afeta a biogênese de corpúsculo lipídico em células 

de 4T1, utilizou-se a sonda fluorescente lipofílica BODIPY 493/503 (Life technologies), a qual 

interage com lipídeos neutros, abundantes no interior de corpúsculo lipídico. 105 células foram 

semeadas em placas de 24 poços e estimuladas por 24 horas. Após tempo de estímulo, as células 

foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS 1X e incubadas em solução de Bodipy/PBS na 

proporção de 1/5000 a 4 °C ao abrigo de luz. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes 
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com PBS 1 X e ressuspendidas para fixação em 400 µL de paraformaldeído 1 X. As amostras 

foram analisadas em citômetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal 

FL-1 em escala exponencial. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree 

Star Inc). 

 

 

4.3.11) Proliferação celular 
 

Tendo-se como objetivo analisar o efeito dos meios condicionados pelos tecidos 

adiposos juntamente ao δ-Tocotrienol sobre a proliferação de células 4T1, foi realizado um 

ensaio utilizando o CFSETM. Esse composto fluorescente e permeável à membrana caracteriza- 

se por interagir com aminas citoplasmáticas. Uma vez que a célula realiza o processo de divisão 

celular, as moléculas de CFSE são igualmente divididas entre as células filhas, diluindo assim 

a fluorescência presente em cada célula gerada. 105 células foram introduzidas em placas de 24 

poços, após completa adesão foram lavadas uma vez com PBS 1 X e expostas à 5 µM de CFSE 

(eBioscience) diluído em PBS 1 X por 15 minutos à temperatura ambiente. Após incubação com 

o agente fluorescente, as células foram expostas a Soro Fetal Bovino à 4 °C a fim de se eliminar 

o CFSE extracelular, lavadas uma vez com PBS 1X e estimuladas por 24 horas. As células 

foram então coletadas, lavadas uma vez com PBS 1 X em centrifugação à 1800 rpm e fixadas 

em 400 µL de paraformaldeído 1 X. As células foram analisadas em citômetro de fluxo (FACS 

VERSE, BD Biosciences) em canal FL-1 em escala exponencial e os dados foram analisados 

utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). 

4.3.12) Apresentação de Antígeno Lipídico 
 

A fim de se analisar se o tratamento com os sobrenadantes de interação dos tecidos 

adiposos juntamente com o δ-Tocotrienol afeta a apresentação de antígenos lipídicos por meio 

da detecção da molécula CD1d, o reconhecimento dos antigénios lipídicos apresentados pelo 

CD1d está normalmente associado às células naturais assassinas T (NKT), que se subdividem 

em subconjuntos de tipo I e tipo II. 105 células foram semeadas em placas de 24 poços e 

estimuladas por 24 horas. Após tempo de estímulo, as células foram coletadas, lavadas duas 

vezes com PBS 1X e incubadas em solução de anti-CD1d/PBS na proporção de 1/300 a 4 °C ao 

abrigo de luz por 1h. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e 

ressuspendidas para fixação em 400 µL de paraformaldeído 1 X. As amostras foram analisadas 
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em citômetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal FL-1 em escala 

exponencial. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). 

4.4. Experimentação ex vivo 

4.4.1) Delineamento experimental 

Camundongos Balb/c fêmeas selvagens de 10 semanas foram segregados em dois 

grupos de acordo com o tratamento submetido: Grupo Tocotrienol – 320mg/kg/dia (14 dias de 

administração via oral de Tocotrienol proveniente do Urucum – NewMaxTM) e Grupo veículo 

(14 dias de administração de salina via oral). Após os 14 dias de tratamento, os animais foram 

submetidos a eutanásia (Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de Xilasina) para coleta de 

amostras para posteriores análises. O resumo do delineamento experimental está ilustrado na 

Figura 8. 



 

 

 

 
 
 

Figura 8. Delineamento experimental da seção in vivo. Camundongos fêmeas Balb/C com 10 semanas de vida foram segregados em dois grupos (tratado com Tocotrienol e não 

tratados) e posteriormente eutanasiadas e em seguida utilizados os tecidos adiposos Branco (gonadal - gonWAT e inguinal – igWAT) e Marrom (BAT). Foram confeccionados meios 

condicionados dos tecidos adiposos para posterior estímulo. Células de câncer de mama triplo-negativo 4T1 foram estimuladas com os produtos de secreção de tecidos adiposos e 

posteriormente foram feitas análises de Citometria de fluxo e Espectrofotometria. 
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4.4.2) Pesagem dos animais 

 

Visando avaliar o impacto das diferentes condições experimentais sobre o peso dos 

camundongos, todos os animais foram pesados em dias alternados utilizando balança comum. 

A avaliação de área abaixo da curva (Area under the curve – AUC) foi realizada utilizando o 

programa ImageJ. 

 
 

4.4.3) Análise da Citogenotoxicidade dos animais 
 

Visando analisar o impacto das diferentes condições experimentais sobre a massa dos 

tecidos e do tumor, o ensaio de análise de citogenotoxicidade foi realizado atráves do protocolo 

de avaliação do ciclo celular de células da medula óssea. 

Os animais tratados e não tratados foram eutanasiados e a medula óssea dos animais 

foi retirada através do método Flush, como padronizado por Marim, F. et al. 2010. O efeito da 

suplementação do composto de Tocotrienol 70% (New Max®) sobre ciclo celular e a 

fragmentação nuclear foram investigados utilizando o agente fluorescente intercalante de 

nucleotídeos Iodeto de propídeo, e a interpretação dessas análises baseou-se no fato de que a 

intensidade de fluorescência do Iodeto de propídeo é diretamente proporcional à quantidade 

de DNA no interior da célula. Camundongos fêmeas Balb/C com 8 a 10 semanas de vida foram 

suplementadas com 300mg/kg/dia durante 14 dias com o composto de Tocotrienol proveniente 

de Urucum ou veículo nos animais controle (N=8). 

As células foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS 1 X e fixadas a etanol 70% 

por 2 horas a 4 °C. As células foram então lavadas uma vez com PBS 1X em centrifugação à 

1000 G por 10 minutos e expostas à solução de marcação (20 µg/mL de Iodeto de propídeo, 

50 µg/mL de RNAse, 0,1 % citrato de sódio, 0,1 % Triton) por 30 minutos à temperatura 

ambiente. Após o tempo de incubação, as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS 1X 

e centrifugadas à 1000 G por 10 minutos. As células foram então ressuspendidas em 400 µL 

de PBS 1X e analisadas em citômetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) em canal FL-

2 em escala linear. Os picos relativos às células em G0/G1 e G2/M e o platô associado à fase 

S foram obtidos e os valores de porcentagem foram analisados. Eventos que apresentaram 

fluorescência inferior à encontrada nas células em G0/G1 foram considerados casos de 

fragmentação nuclear. Dados foram analisados utilizando o software e ModFit LT™. 
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4.4.4) Análise da Viabilidade Mitocondrial 

 

A fim de se verificar os efeitos dos produtos secretados pelos tecidos adiposos de 

animais tratados e não tratados com Tocotrienol sobre a viabilidade de células 4T1, foi realizado 

um ensaio com MTT. Essa análise baseia-se no fato de que o MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)- 

2,5-difeniltetrazolio brometo), quando reduzido por enzimas mitocondriais, apresenta-se com 

coloração arroxeada na forma de cristais de formazan. 5x103 células foram semeadas em placa 

de 96 poços e estimuladas por 24 h. Após o tempo de estímulo, as células foram expostas à uma 

solução de 500 µg/mL de MTT (Life Technologies). O sobrenadante foi descartado e os cristais 

de formazan foram dissolvidos utilizando-se 100 µL de DMSO puro. A leitura da absorbância 

foi realizada em 570 nm utilizando o espectrofotômetro Spectramax M3. A análise dos dados 

de viabilidade foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, considerando a média do 

valor de absorbância do não-estimulado (UNS) como 100% de viabilidade e analisando os 

outros grupos de forma proporcional. O controle experimental foi obtido expondo as células à 

50 % do agente citotóxico DMSO. 

4.4.5) Análise do Perfil de Morte Celular por Anexina/PI 
 

A análise do perfil de morte celular das células 4T1 estimuladas com os produtos de 

secreção dos tecidos adiposos de animais tratados e não tratados com Tocotrienol foi realizada 

por citometria de fluxo utilizando os agentes fluorescentes Anexina V-FITC e Iodeto de 

propídeo e baseou-se nos fatos de que Anexina V interage com o fosfolipídeo fosfatidilserina, 

o qual é exposto na face externa da membrana de células apoptóticas, e que Iodeto de propídeo, 

impermeável à membrana celular, fluoresce após interação com ácidos nucleicos, indicando 

perda de integridade de membrana plasmática e ocorrência de morte lítica. 105 células foram 

semeadas em placas de 24 poços e, após adesão, foram estimuladas por 24 h. Após tratamento, 

as células foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS 1X em centrifugação à 1800 rpm. As 

células foram então ressuspendidas em 100 µL de tampão de ligação 1 X (10 mM de 

HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de CaCl2), 2 µL de Anexina V-FITC 

(quatroG) e 2 µL de iodeto de propídeo (quatroG) e incubadas por 15 minutos à temperatura 

ambiente ao abrigo de luz. Após essa etapa, as células foram lavadas uma vez com PBS 1 X, 

ressuspendidas em 400 µL de tampão de ligação 1 X e imediatamente analisadas em citômetro 

de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando os canais FL-1 e FL-3, ambos em escala 
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exponencial. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star 

Inc). Como controle experimental foram usadas células aquecidas à 100 °C por 10 minutos. 

4.4.6) Análise do perfil de citocinas dos soros dos animais 
 

A fim de se verificar se as diferentes condições experimentais influenciaram o perfil 

de citocinas secretadas pelo soro dos animais. O Sangue dos animais tratados e não tratados 

foram coletados no dia da eutanásia, centrigufados e, posteriormente, o soro foi armazenado 

sob refrigeração a temperatura de -20ºC. O soro dos animais foi então utilizado para dosagens 

de IL-6, IL-10, IL-12, TGF-β e TNF-α, assim como a quimiocina MCP1, utilizando-se kits 

comerciais (R&D). As instruções do fabricante foram seguidas e os níveis de citocinas foram 

apresentados em níveis absolutos (pg/mL). 

4.4.7) Análise da Proliferação Celular por meio do CFSE 
 

Tendo-se como objetivo analisar o efeito dos meios condicionados pelos tecidos 

adiposos de animais tratados e não tratados com Tocotrienol sobre a proliferação de células 

4T1, foi realizado um ensaio utilizando o CFSETM. Esse composto fluorescente e permeável à 

membrana caracteriza-se por interagir com aminas citoplasmáticas. Uma vez que a célula realiza 

o processo de divisão celular, as moléculas de CFSE são igualmente divididas entre as células 

filhas, diluindo assim a fluorescência presente em cada célula gerada. 105 células foram 

introduzidas em placas de 24 poços, após completa adesão foram lavadas uma vez com PBS 1 

X e expostas à 5 µM de CFSE (eBioscience) diluído em PBS 1 X por 15 minutos à temperatura 

ambiente. Após incubação com o agente fluorescente, as células foram expostas a Soro Fetal 

Bovino à 4 °C a fim de se eliminar o CFSE extracelular, lavadas uma vez com PBS 1X e 

estimuladas por 24 horas. As células foram então coletadas, lavadas uma vez com PBS 1 X em 

centrifugação à 1800 rpm e fixadas em 400 µL de paraformaldeído 1 X. As células foram 

analisadas em citômetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) em canal FL-1 em escala 

exponencial e os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). 

 

 
4.5) Análise estatística e confecção de gráficos 

 

A fim de se determinar se os dados seguem distribuição normal, foi utilizado o teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados que se apresentaram com distribuição normal (paramétricos) 

foram analisados utilizando o teste ANOVA e o pós-teste de Tukey. Já os dados que não seguiram 
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distribuição normal (não-paramétricos) foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis e o pós- 

teste de Dunn. 

Os gráficos foram confeccionados utilizando GraphPad Prism 8.0. Dados paramétricos 

foram apresentados em gráficos de coluna enquanto que dados não-paramétricos foram mostrados em 

box plot. 
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5. Resultados 

 

5.1) Análises in vitro 
 

5.1.1) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre a viabilidade mitocondrial das células 4T1 

Considerando o relevante caráter endócrino e a alta plasticidade dos tecidos adiposos 

influenciados pelas dietas, investigamos o impacto de moléculas derivadas desses tecidos 

cotratadas com o δ-T3 sobre parâmetros carcinogênicos de células de câncer de mama triplo- 

negativo 4T1. Primeiro, as células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de depósitos de 

tecido adiposo branco gonadal (gonWAT), inguinal (IgWAT) e tecido adiposo marrom (BAT) 

co-tratadas com diferentes concentrações de δ-T3 (2,5; 5; 10; 20 e 40µM) foram avaliadas 

quanto à viabilidade mitocondrial. As células estimuladas com os produtos de secreção dos 

tecidos adiposos (gonWAT, igWAT e BAT) reduziram a viabilidade mitocondrial 

significativamente quando comparadas as céulas não estimuladas (UNS). Assim como as 

células estimuladas com as diferentes concentrações de δ-T3 reduziram significativente a 

viabilidade mitocondrial quando comparadas ao UNS (Figura 9). Nos co-tratamentos de 

produtos de secreação de tecidos adiposos conjuntamente com o δ-T3, houve redução 

significativa de viabilidade mitocondrial a partir de 5µM de δ-T3 co-tratado com produto de 

secreção de gonWAT (Figura 9A), com uma redução significativa quando comparado ao 

tratamento sozinho com o produto de secreção de gonWAT na concentração de 40 µM de δ- 

T3. O co-tratamento com moléculas secretadas do igWAT + δ-T3 mostrou efeito semelhante 

ao anterior, com redução significativa de viabilidade mitocondrial nas concentrações de 20 e 40 

µM de δ-T3 quando comparado ao tratamento sozinho com o produto de secreção de igWAT 

(Figura 9B). O efeito ocorreu semelhantemente nas células co-tratadas com produtos de 

secreção de BAT + δ-T3 com redução siginificativa de viabilidade mitocondrial (5; 10; 20 e 

40µM) quando comparado ao tratamento sozinho com os produtos de secreção de BAT (Figura 

9C). 
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Figura 9. Influência de moléculas secretadas por tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 sobre a 

viabilidade mitocondrial das células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas quanto à viabilidade 

mitocondrial, após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco 

gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3.Cada 

grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. As 

diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e 

as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O 

emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 

(três símbolos). 
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5.1.2) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre a citotoxicidade das células 4T1 

As células 4T1 foram co-tratatadas com produtos de secreção de tecidos adiposos 

(gonWAT, igWAT e BAT) juntamente com diferentes concentrações de δ-T3 (2,5; 5; 10; 20 e 

40µM) e posteriormente os sobrenadantes foram analisados quanto a citotoxicidade pela 

liberação de LDH. Como ilustrado pela Figura 10A, o sobrenadante de interação do tecido 

adiposo branco gonadal juntamente com o δ-T3 induziu maior porcentagem de LDH na 

concentração de 40 µM de δ-T3 quando comparado a células não estimuladas. As células co- 

tratadas com produtos de secreção de igWAT juntamente com o δ-T3 induiu maior porcentagem 

de liberação de LDH quando comparados com o tratamento sozinho com o δ-T3 (2,5; 5; 10; 20 

e 40µM) (Figura 10B). O efeito sinérgico foi observado também nas células co-tratadas com 
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produtos de secreção de BAT juntamente com δ-T3 quando comparados com o tratamento 

sozinho com δ-T3 (2,5; 5; 10; 20 e 40µM) (Figura 10C). 

 

Figura 10. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente 

com o δ-T3 sobre a citotoxidade celular das células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas quanto à 

citotoxicidade celular pela liberação de LDH, após estímulo com produtos de secreção de tecidos 

adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido 

adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). 

Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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5.1.3) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre o perfil de morte celular das células 4T1 

A fim de investigar o perfil de morte celular sobre as células 4T1 no contexto do co- 

tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos (gonWAT, igWAT e BAT) juntamente 

com o δ-T3. Foi investigado através do ensaio de citometria de Fluxo (Anexina V/Pi) para 

avaliar o perfil de morte celular das células de câncer de mama murino. 

As células co-tratadas com produtos de secreção gonWAT juntamente com δ-T3(20µM) 

induziram maior porcentagem de morte por apoptose quando comparado às células não 

estimuladas e as células tratadas apenas com o tratamento sozinho (Figura 11A e Figura 12A). 

O efeito sinérgico foi observado nas células co-tratadas com produtos de secreção de igWAT 

juntamente com o δ-T3 (Figura 11A e Figura 12B), porém não foi observado efeito sinérgico 

nas células co-tratadas com produtos de secreção de BAT juntamente com δ-T3 na concentração 

de 20µM (Figura 11A e Figura 12C). 

Aumentando a concentração de δ-T3 (40µM), o efeito sinérgico se mantém nos co- 

tratamentos anteriormente mencionados (gonWAT+δ-T3 e igWAT+δ-T3) (Figura 11B e 

Figuras 12A e B). No co-tratamento com produtos de secreção de BAT juntamente com δ-T3, 

há um aumento significativo de morte por apoptose, mostrando efeito potencializador do co- 

tratamento (Figura 11B e Figura 12C). 
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Figura 11. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente 

com o δ-T3 sobre o perfil de morte celular das células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas quanto ao 

perfil de morte celular pelo ensaio de Anexina V e PI por citometria de fluxo, após estímulo com 

produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente com δ-T3 (A) 20µM de δ-Tocotrienol e (B) 40µM 

de δ-Tocotrienol. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma 

réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada 

com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com 

jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois 

símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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Figura 12. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente 

com o δ-T3 sobre o perfil de apoptose das células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil 

de apoptose pelo ensaio de Anexina V e PI por citometria de fluxo, após estímulo com produtos de 

secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal 

e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais 

(N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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5.1.4) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre os níveis de Caspase 3 e Bax nas células 4T1 

Verificando o papel diferencial dos tecidos adiposos sobre o câncer de mama murino, 

assim como, o papel do δ-T3 sobre a morte celular por apoptose. Células 4T1, foram co-tratadas 

com produtos de secreção de tecidos adiposos adiposos (gonWAT, igWAT e BAT) juntamente 

com o δ-T3 (20 e 40µM) a fim de investigar os níveis de moléculas da via de apoptose (Bax e 

Caspase 3). 

Como ilustrado na Figura 13A, células co-tratadas com produtos de secreção de 

gonWAT juntamente com δ-T3, aumentam os níveis de Caspase 3, significativamente, quando 

comparados com células não tratadas, e tratadas apenas com o produto de secreção. O co- 

tratamento de produtos de secreção de igWAT juntamente com δ-T3 em células 4T1, aumentou 

siginificativamente os níveis de Caspase 3 quando comparadas às células não tratadas e tratadas 

apenas com o sobrenadante de interação (40µM) ou apenas com o δ-T3 (20 e 40µM) (Figura 

13B). O co-tratamento de produtos de secreção de BAT juntamente com δ-T3, mostrou efeito 

efeito sinérgico significativo, quando comparado ao tratamento sozinho com o sobrenadante de 

interação de BAT (Figura 13C). 

Os níveis de BAX não foram modulados pelos co-tratamentos, mostrando uma possível 

ausência de função na interação com produtos de secreção e δ-T3 (Figura 14A,B e C). 
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Figura 13. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente 

com o δ-T3 sobre os níveis de Caspase 3 das células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas quanto ao 

perfil de níveis de Caspase 3, após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido 

adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente 

com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica 

biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com 

asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo 

da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois 

símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 

 

 
 

Figura 14. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente 

com o δ-T3 sobre os níveis de BAX das células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de 

níveis de BAX, após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo 

branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. 

Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. 

As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos 

(*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha 

(#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e 

p>0,001 (três símbolos). 
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5.1.4) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre os níveis de LC3B e Acidificação Lisossomal de células 4T1 

A fim de investigar o papel dos níveis da proteína LC3B, assim como os níveis de 

acidificação lisossomal, células 4T1 foram co-tratadas com produtos de secreção de tecidos 

adiposos (gonWAT, igWAT e BAT) juntamente com o δ-T3. 

Células co-tratadas com sobrenadantes de interação de gonWAT juntamente com o δ- 

T3, mostraram diminuição significativa nos níveis de LC3B quando comparados com células 

não estimuladas, assim como, com células tratadas apenas com o δ-T3 (40µM) (Figura 15A). 

O co-tratamento de sobrenadantes de interação de igWAT juntamente com δ-T3, mostrou efeito 

sinérgico significativo na diminuição dos níveis de LC3B, quando comparados ao tratamento 

sozinho com δ-T3 (40µM) (Figura 15B). O co-tratamento de produtos de secreção de BAT 

juntamente com δ-T3, mostrou efeito sinérgico significativo com a diminuição de níveis de 

LC3B quando comparados ao tratamento sozinho de δ-T3 (40µM) (Figura 15C). 

A acidificação lisossomal foi avaliada através da sonda fluorescente Laranja de 

Acridina. As células co-tratadas com produtos de secreção de gonWAT juntamente com δ-T3 

mostraram diminuição significativa de níveis de acidificação lisossomal quando comparadas às 

células não estimuladas (Figura 16A). As células co-tratadas com produtos de secreção de 

igWAT juntamente com δ-T3, mostraram diminuição significativa de níveis de acidificação 

lisossomal quando comparadas às células não estimuladas (Figura 16B). O co-tratamento de 

células 4T1 com produtos de secreção de BAT juntamente com δ-T3, mostrou efeito sinérgico, 

significativo, na diminuição dos níveis de acidificação lisossomal quando comparadas ao 

tratamento sozinho com o produto de secreção dos tecidos adiposos (Figura 16C). 
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Figura 15. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente 

com o δ-T3 sobre os níveis de LC3B das células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil 

de níveis de LC3B, após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo 

branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. 

Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. 

As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos 

(*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha 

(#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e 

p>0,001 (três símbolos).
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Figura 16. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente 

com o δ-T3 sobre os níveis de Acidificação Lisossomal por Laranja de Acridina das células 4T1. 

Células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de níveis de Laranja de Acridina, após estímulo com 

produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo 

branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia 

cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os 

grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que 

não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a 

seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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5.1.5) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre os níveis de secreção de Citocinas e Quimiocinas de células 4T1 

Considerando a relevância dos tecidos adiposos e do δ-T3 na imunidade sistêmica, foi 

observada a influência dos produtos de secreção dos tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 

sobre os níveis de citocinas liberadas pelas células 4T1. A Figura 17A, B e C, ilustra o perfil de 

secreção da citocina IL-6. Quando as células foram tratadas com sobrenadante de tecidos 

adiposos brancos gonadais, houve um aumento da secreção da citocina pró tumoral IL-6, o co- 

tratamento diminuiu a secreção de IL-6 em células 4T1 quando comparado ao tratamento 

sozinho com os produtos de secreção de gonWAT (Figura 17A). O tratamento com produtos de 

secreção de tecido adiposo branco inguinal não aumentou significativamente a secreção de IL-

6, porém o co-tratamento aumento significativamente a secreção da citocina IL-6 quando 

comparada com células não estimuladas e células tratadas com um dos tratamentos sozinhos 

(igWAT ou δ-T3) (Figura 17B). Já o tratamento de células 4T1 com produtos de secreção de 

BAT, tiveram o mesmo efeito que as células tratadas com igWAT, aumentando a secreção da 

citocina IL-6 quando co-tratadas comparado à células não tratadas e a células com tratamento 

sozinho (igWAT ou δ-T3) (Figura 17C). 

Já quando células 4T1 foram estimuladas com os produtos de secreção de tecidos 

adiposos gonadais, houve diminuição da secreção da citocina do mediador inflamatório IL-12 

quando comparado com células não estimuladas, assim como, células conjuntamente tratadas 

com produtos de secreção de gonWAT e δ-T3, diminuiram a secreção da citocina IL-12 quando 

comparado a células tratadas apenas com δ-T3 (Figura 17D). O padrão de secreção aconteceu 

semelhantemente nas células estimuladas com produtos de secreção de igWAT e BAT (Figura 

17E e F), ocorrendo efeito sinérgico no co-tratamento de produtos de secreção juntamente com 

o δ-T3 em ambas as concentrações (20 e 40µM).
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A secreção da citocina TNF-α foi avaliado nas células estimuladas com sobrenadantes 

de tecidos adiposos gonadais (Figura 17G), inguinais (Figura 17H) e marrons (Figura 17I), 

conjuntamente tratadas com o δ-T3 em duas concentrações (20 e 40µM). Células estimuladas 

com produtos de secreção de tecidos adiposos gonadais juntamente tratadas com δ-T3 na 

concentração de 20µM foi significativamente diferente de células apenas tratadas com o δ-T3 

(Figura 17G). 
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Figura 17. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre os níveis de secreção de citocinas pró-inflamatórias por células 4T1. 

Sobrenadantes de células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de secreção de citocinas pró- 

inflamatórias (IL-6, IL-12 e TNF-α), após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por 

(A, D e G) tecido adiposo branco gonadal e (B, E e H) tecido adiposo branco inguinal e (C, F e I) tecido 

adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). 

Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 

 

 

A secreção da quimiocina quimioatrativa MCP1 (CCL2) também foi avaliada nas 

células tratadas com sobrenadantes de tecidos adiposos gonadais, inguinais e marrons. Células 

tratadas com produtos de secreção de gonWAT reduziram significativamente a secreção de 

MCP1 quando comparado as células não estimuladas (Figura 18A). Já as células tratadas com 

sobrenadantes de igWAT, reduziram sigficamente a secreção de MCP1 em todas as condições 

quando comparada as células não estimuladas e houve potencialização da diminuição quando 

houve o co-tratamento de δ-T3 juntamente com o sobrenadante do tecido adiposo, quando 

comparado as células estimuladas apenas com δ-T3 (Figura 18B). O mesmo efeito ocorreu nas 

células estimuladas com produtos de secreção de tecido adiposo marrom (Figura 18C). 

Figura 18. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre os níveis de secreção da quimiocina MCP1 por células 4T1. 

Sobrenadantes de células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de secreção da quimiocina MCP1 após 

estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) 

tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo 

experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças 

estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as 

diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O 

emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 

(três símbolos). 
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O perfil de secreção de citocinas anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-β) foi investigado nas 

células estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos, bem como, com o δ-T3. 

Células estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos gonadais reduziram a 

secreção das citocinas IL-10 e TGF-β quando comparadas as células não estimuladas (Figura 

19A e D), houve redução significativa do co-tratamento quando comparado as células tratadas 

apenas com δ-T3 (Figura 19A e D). Já as células tratadas com sobrenadantes de igWAT, 

reduziram a secreção de IL-10 quando comparadas as células não estimuladas, porém não houve 

diferença na secreção de TGF-β quando comparado as células não estimuladas (Figura 19B e 

E). As células tratadas com produtos de secreção de BAT não tiveram diferença significativa 

de secreção de IL-10, com exceção das células tratadas apenas com δ-T3 em comparação as 

células não estimuladas. E não alteração no perfil de secreção de TGF-β nas células tratadas 

com produtos de secreção de BAT quando comparadas as células não estimuladas (Figura 19C 

e F). 
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Figura 19. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre os níveis de secreção de citocinas anti-inflamatórias por células 4T1. 

Sobrenadantes de células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de secreção de citocinas pró- 

inflamatórias (IL-10 e TGF-β), após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A e D) 

tecido adiposo branco gonadal e (B e E) tecido adiposo branco inguinal e (C e F) tecido adiposo marron 

juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à 

uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi 

representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi 

representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um 

símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 

5.1.6) Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre a formação de Espécies Reativas de Oxigênio de células 4T1 

Visando verificar os efeitos do co-tratamento dos produtos de secreção de tecidos 

adiposos juntamente com o δ-T3 sobre a formação de Espécies Reativas de Oxigênio sob as 

células 4T1. O tratamento com produtos de secreção de gonWAT induiziu uma redução da 

formação de espécies reativas de oxigênio quando co-tratadas com δ-T3 quando comparada ao 

tratamento apenas com sobrenadante de gonWAT (Figura 20A). O efeito de também ocorreu 

nas células estimuladas com produtos de secreção de igWAT co-tratadas com δ-T3 (40µM) 

quando comparadas com células tratadas apenas com produtos de secreção de igWAT (Figura 

20B). Nas células tratadas com produtos de secreção de BAT, apenas as células estimuladas 

com δ-T3 (40µM) diminuiram a formação de espécies reativas de oxigênio quando comparada 

as células não estimuladas (Figura 20C). 
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Figura 20. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre a formação de espécies reativas de oxigênio por células 4T1. 

Sobrenadantes de células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de secreção da quimiocina MCP1 após 

estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) 

tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo 

experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças 

estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as 

diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O 

emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 

(três símbolos). 
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5.1.7) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre os níveis de Biogênese de Corpúsculos Lipídicos de células 4T1 

Observando a importância dos corpúsculos lipídicos no contexto do microambiente 

tumoral e a fisiologia celular, avaliou-se o processo de biogênese de corpúsculo lipídico das 

células tratadas com produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente com o δ-T3. As 

moléculas secretadas pelo gonWAT induziu aumento da biogênese de corpúsculo quando 

comparado com as células não estimuladas, entretanto, as células tratadas com δ-T3 diminuiram 

a biogênese de corpúsculo lipídico em comparação as células não estimuladas, e e quando co- 

tratadas as células mantém o mesmo efeito de diminuição de biogênese de corpúsculo lipídico 

(Figura 21A). O co-tratamento de móleculas secretadas de igWAT conjuntamente tratadas com 

δ-T3, mostram diminuição significativa quando comparadas as células tratadas apenas com 

moléculas de igWAT (Figura 20B). O mesmo efeito ocorreu nas células tratadas com moléculas 

secretadas de BAT, diminuindo significativamente a biogênese de corpúsculo lipídico quando 

comparado ao tratamento apenas com moléculas de BAT (Figura 20C). 
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Figura 21. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre a biogênese de corpúsculos lipídicos por células 4T1. Células 4T1 

foram avaliadas quanto a biogênese de corpúsculos lipídicos, após estímulo com produtos de secreção 

de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) 

tecido adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). 

Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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5.1.8) Influência de moléculas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ- 

Tocotrienol sobre a proliferação de células 4T1 

Levando em consideração o impacto do tratamento de moléculas secretadas de tecidos 

adiposos juntamente com o δ-T3 sobre as células 4T1, foi analisado os efeitos deste tratamento 

sob a proliferação celular das células de tumor de mama. Como ilustrado pela Figura 22, o 

tratamento com produtos secretados de tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 não modularam 

a proliferação de células 4T1. 

Figura 22. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre a proliferação celular por células 4T1. Células 4T1 foram avaliadas 

quanto a proliferação celular, após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido 

adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron juntamente 

com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). Resultados referentes à uma réplica 

biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com 

asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo 

da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois 

símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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5.1.9) Efeito de molecúlas secretadas por tecidos adiposos juntamente ao δ-T3 sobre 

os níveis da molécula apresentadora de antígenos lipídicos de células 4T1 

Considerando o importante papel dos tecidos adiposos na imunidade, foi investigado a 

influência dos produtos de secreção dos tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 em células 

4T1 sobre a apresentação de antígenos lipídicos. A apresentação de lipídios foi reduzida nas 

células tratadas com moléculas secretadas de tecidos adiposos gonadais juntamente com o δ- 

T3 quando comparado a células com o tratamento sozinho (Figura 23A). O mesmo efeito foi 

observado nas células tratadas com moléculas secretadas de tecidos adiposos inguinais e 

marrons, observando efeito sinérgico do co-tratamento do δ-T3 juntamente com os produtos de 

secreção de tecidos adiposos (Figura 23 B e C). 
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Figura 23. Influência do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos 

juntamente com o δ-T3 sobre a apresentação de antígeno lipídios por células 4T1. Células 4T1 

foram avaliadas quanto a proliferação celular, após estímulo com produtos de secreção de tecidos 

adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido 

adiposo marron juntamente com δ-T3. Cada grupo experimental possuia cinco animais (N=5). 

Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 

5.2) Análises ex vivo 

5.2.1) Avaliação da citogenotoxicidade sobre a ingestão de Tocotrienol 

Tendo como objetivo analisar se a suplementação com o composto de Tocotrienol (New 

Max ®) altera a progressão do ciclo celular em células da medula de camundongos bem como 

a citogenotoxicidade, as células foram expostas ao marcador iodeto de propídeo para aquisição 

em citômetro de fluxo. Como ilustrado pela Figura 24, a suplementação com Tocotrienol não 

inibe progressão do ciclo celular nem a fragmentação nuclear em células da medula óssea de 

camundongos fêmeas Balb/C. Essa conclusão pode ser observada por não ocorrer diferença 

significativa entre o grupo controle e o grupo suplementado com o Tocotrienol. 

Figura 24. Análise da citogenotoxicidade sobre a suplementação de Tocotrienol em 

animais Balb/c. Camundongos fêmeas Balb/C foram segregadas em dois grupos e suplementadas de 

acordo com os grupos Controle e Tocotrienol 70%. Cada grupo experimental possuia 8 animais (N=8). 

Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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5.2.2) Influência de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pela 

suplementação de Tocotrienol sobre a viabilidade mitocondrial das células 4T1 

Células 4T1 foram estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos de 

animais suplementados com Tocotrienol por 14 dias, e foi observado o perfil de viabilidade 

mitocondrial sobre as células de câncer de mama murino. Como observado na Figura 25, células 

4T1 estimuladas com produtos de secreção de gonWAT de animais tratados e não tratados 

mostraram uma diminuição significativa comparada com células não estimuladas. Já células 

estimuladas com produtos de secreção de igWAT, mostrou uma diminuição de viabilidade 

mitocondrial em células tratadas com moléculas de tecidos adiposos de animais tratados em 

comparação com células não estimuladas. Células tratadas com moléculas de secreção de BAT 

não modularam a viabilidade mitocondrial. 

Figura 25 Análise da Viabilidade mitondrial de células 4T1 estimuladas com produtos de 

secreção de tecidos adiposos. Células 4T1 foram avaliadas quanto a viabilidade mitondrial, após 

estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) 

tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron. Cada grupo experimental possuia oito 

animais (N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos 

e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 

5.2.3) Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados por animais 

tratados e não tratados com Tocotrienol sobre o perfil de morte das células 4T1 

A fim de investigar o perfil de morte celular sobre as células 4T1 no contexto do 

tratamento de produtos de secreção de tecidos adiposos (gonWAT, igWAT e BAT) de animais 

suplementados com tocotrienol. Foi investigado através do ensaio de citometria de Fluxo 

(Anexina V/Pi) para avaliar o perfil de morte celular das células de câncer de mama murino. 
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Moléculas secretadas de tecidos adiposos gonadais de animais tratados, aumentou a 

morte por apoptose comparado as células não tratadas. O mesmo efeito aconteceu também nas 

células estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos inguinais e marrons quando 

comparados as células não tratadas (Figura 26 e 27). 

Figura 26. Análise do perfil de morte celular de células 4T1 estimuladas com produtos de 

secreção de tecidos adiposos. Células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de morte celular por 

citometria de fluxo, após estímulo com produtos de secreção de tecidos adiposos por tecido adiposo 

branco gonadal e tecido adiposo branco inguinal e tecido adiposo marron. Cada grupo experimental 

possuia oito animais (N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas 

entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre 

grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos 

símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três 

símbolos). 
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Figura 287. Análise do perfil de apoptose de células 4T1 estimuladas com produtos de 

secreção de tecidos adiposos. Células 4T1 foram avaliadas quanto ao perfil de apoptose, após estímulo 

com produtos de secreção de tecidos adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido 

adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo marron. Cada grupo experimental possuia oito animais 

(N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 

5.2.4) Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados por animais 

tratados e não tratados com Tocotrienol sobre o perfil proliferação das células 4T1 

Visando investigar o impacto da suplementação de Tocotrienol em animais em tecidos 

adiposos sobre as células 4T1, foi analisado os efeitos deste tratamento sob a proliferação 

celular das células de tumor de mama. Como ilustrado pela Figura 28, o tratamento com 

produtos secretados de tecidos adiposos de animais suplementados não modularam a 

proliferação de células 4T1. 

Figura 298. Análise do perfil de proliferação de células 4T1 estimuladas com produtos de 

secreção de tecidos adiposos de animais suplementados com Tocotrienol. Células 4T1 foram 

avaliadas quanto ao perfil de proliferação celular, após estímulo com produtos de secreção de tecidos 

adiposos por (A) tecido adiposo branco gonadal e (B) tecido adiposo branco inguinal e (C) tecido adiposo 

marron. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes à uma réplica 

biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com 

asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo 

da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois 

símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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5.2.5) Efeito de citocinas secretadas por animais tratados e não tratados com 

Tocotrienol 

Visando entender melhor a importância da suplementação de Tocotrienol sobre a 

secreção sistêmica de citocinas de animais suplementados sobre os níveis de citocinas 

secretadas no soro. Como ilustrado na Figura 29, apenas a citocina IL-12 que foi modulada sob 

a suplementação de Tocotrienol no soro. As outras citocinas (IL-6, TNF-α, MCP1, IL-10 e 

TGF-β não foram moduladas pela suplementação de Tocotrienol no soro. 
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Figura 29. Modulação da secreção de citocinas sobre a suplementação de Tocotrienol. 

Soros de camundongos Balb/C foram analisados quanto a secreção de citocinas em dois grupos 

Untreated (Não tratados) e Vitamina E (Tocotrienol). Cada grupo experimental possuia oito animais 

(N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus 

respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são 

controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte 

regra: p>0,05 (um símbolo), p>0,01 (dois símbolos) e p>0,001 (três símbolos). 
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6. Discussão

No presente estudo avaliamos a influência do tratamento de moléculas secretadas de 

tecidos adiposos (gonWAT, igWAT e BAT) sobre células de câncer de mama murinos (4T1) 

juntamente tratados com o δ-T3 sobre a morte, inflamação e parâmetros carcinogênicos. O 

trabalho descreveu pela primeira vez o efeito sinérgico do co-tratamento de moléculas 

secretadas de tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 sobre a modulação de parâmetros 

carcinogênicos de células de tumor mamário triplo-negativo murino. 

Um dos objetivos do trabalho foi investigar os efeitos que o co-tratamento das moléculas 

secretadas de tecidos adiposos co-tratadas com o δ-T3 teriam sobre na viabilidade mitocondrial 

de células de câncer de mama 4T1. O tecido adiposo branco é observado como um modulador 

do microambiente tumoral (DENG et al., 2016) O microambiente é importante para o 

estabelecimento e progressão de células neoplásicas. Células tumorais, em geral, modulam a 

inflamação a seu favor, polarizando para o perfil anti-inflamatório e pró-tumoral, e recrutando 

células imunes como macrófagos e linfócitos (WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). 

O papel dos tecidos adiposos no microambiente tumoral ainda é um pouco controverso. 

O tecido adiposo é um órgão endócrino, sendo também capaz de modular o microambiente 

tumoral, através da liberação de adipocinas que podem facilitar a tumorogênese, podendo 

ocorrer uma disfunção do tecido adiposo branco e facilitar o cresimento do tumor (CORRÊA 

et al., 2017). Uma desregulação metabólica é observada no tecido adiposo branco durante o 

processo de obesidade, sendo mediada entre outros fatores pela polarização de macrófagos 

associados ao tecido adiposo para um perfil M1 fazendo com que este tecido tenha um fenótipo 

mais pró-inflamatório (CATALÁN et al., 2013). 

Houve redução da viabilidade mitocondrial das células tumorais tratadas tanto com 

sobrenadantes de tecidos adiposos brancos e marrons, onde o co-tratamento com δ-T3 

potencializou esta diminuição da viabilidade mitocondrial. A citotoxicidade do δ-T3 é relatado 

nos achados dos trabalhos de (KANNAPPAN et al., 2012; MCINTYRE et al., 2000; 

MONTAGNANI MARELLI et al., 2019; NESARETNAM, SELVARAJAN DORASAMY, 

PH, 2000; TAN B., 2010) que mostram o efeito antitumoral em diversos cânceres utilizando o 

δ-T3 a partir de concentrações baixas. 
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O presente trabalho foi o primeiro a observar a diminuição da viabilidade mitocondrial 

e aumento da citotoxicidade de células de câncer de mama murina triplo-negativo quando co- 

tratadas com produtos de secreção de tecidos adiposos (gonWAT, igWAT e BAT) juntamente 

com δ-T3. De fato, o efeito antitumoral que o δ-T3 já vem sendo observado como um bom 

antioxidante, antiangiogenico, antiploferativo (MONTAGNANI MARELLI et al., 2019). 

Para entender melhor como o perfil de morte celular estava acontecendo a partir do co- 

tratamento com móleculas secretadas de tecidos adiposos juntamente com o δ-T3, foi analisado 

vias de morte celular. Corroborando com os resultados de citotoxicidade celular, os produtos 

de secreção de tecidos adiposos sozinhos induzem a morte por apoptose, porém quando co- 

tratados com o δ-T3, há uma potencialização dessa morte por apoptose. Esse efeito mostra que 

há uma interação entre moléculas secretadas dos tecidos adiposos juntamente com o δ-T3 que 

fazem com que potencializem a morte por apoptose das células 4T1. Moléculas de LDL e HDL 

são responsáveis por transportar o δ-T3 para o interior das células atráves do receptor PXR e 

para outros tecidos e isso pode facilitar entrega da isoforma para o interior da célula 

(SCHMÖLZ, 2016). 

Buscando investigar melhor quais móleculas da via da apoptose estão responsáveis pela 

modulação desta morte, foi investigado os níveis de Caspase 3 e Bax. Já é sabido que o δ-T3 

tem papel importante em algumas moléculas na via da apoptose (AGGARWAL et al., 2019). 

O co-tratamento mostrou uma potencialização no aumento dos níveis de Caspase-3 

significativamente, mostrando que há um efeito sinérgico entre as móleculas secretadas dos 

tecidos adiposos inguinais e o δ-T3. Algumas drogas quimioterápicas vem sendo usadas 

encapsuladas e inseridas em adipócitos para atuarem como cavalos de tróia contra células 

tumorais (WEN et al., 2019). 

Buscamos então investigar se algumas moléculas da via da autofagia estariam sendo 

moduladas com o co-tratamento de móleculas secretadas de tecidos adiposos e δ-T3. A 

autofagia é uma resposta de degradação catabólica celular à fome ou ao estresse em que 

proteínas celulares, organelas e citoplasma são engolfados, digeridos e reciclados para sustentar 

o metabolismo celular. A autofagia constitutiva, basal também tem uma importante função

homeostática, mantendo o controle de qualidade das proteínas e organelas, atuando em paralelo 

com a via de degradação ubiquitina-protease para evitar o acúmulo de proteínas 

polibiquitinadas e agregadas (MATHEW; KARANTZA-WADSWORTH; WHITE, 2007). 
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O papel da autofagia no câncer é bastante investigado e mostra que existe uma relação 

indireta com a apoptose (MATHEW; KARANTZA-WADSWORTH; WHITE, 2007). Nossos 

resultados mostram que os níveis de LC3B e acidificação lisossomal, em células co-tratadas, 

são diminuidas significativamente quando comparados com o tratamento sozinho ou células 

não estimulados. Esses resultados sugerem que há uma diminuição da formação do 

autofagossomo, porém há a necessidade de outras análises microscópicas complementares para 

comprovar essa diminuição do processo autofágico. 

O desenvolvimento do câncer e sua resposta à terapia são regulados pela inflamação, 

que promove ou reprime a progressão do tumor, potencialmente exibindo efeitos opostos nos 

resultados terapêuticos. A inflamação crônica facilita a progressão do tumor e a resistência ao 

tratamento, enquanto que a indução de reações inflamatórias agudas freqüentemente estimula a 

maturação das células dendríticas (DCs) e a apresentação de antígenos, levando a respostas 

imunes antitumorais (ZHAO et al., 2021). O papel da inflamação no câncer é bastante discutido 

e controverso, pois o efeito da inflamação na maioria dos cânceres é de dois gumes, sendo que 

o câncer também afeta o processo de inflamação. Nos co-tratamentos com moléculas secretadas

de tecidos adiposos e δ-T3 nós observamos que há uma modulação de citocinas pró- 

inflamatórias (IL-6, IL-12 e TNF-α) em comparação com as células não tratadas, o que pode 

sugerir um início da inflamação na célula tumoral. Porém, há também uma diminuição da 

quimiocina MCP1 e das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF-β que são responsáveis pela 

resolução da inflamação. Sugerindo assim, que há um aumento do processo inflamatório da 

célula tumoral, mostrando o papel dúbio da inflamação sobre o câncer (ZHAO et al., 2021). 

Buscando entender como o co-tratamento afeta o processo de carcinogênese, foi 

investigado o perfil de formação de espécies de oxigênio. Visto que o δ-T3 é um antioxidante 

natural (TAN B., 2010), gostaríamos de saber se haveria uma potencialização do poder de 

antioxidante desta isoforma quando co-tratada com os produtos de secreção. Não houve uma 

potencialização do efeito de antioxidante quando co-tratado com os produtos de secreção, 

porém o efeito se manteve, mostrando uma diminuição significativa da formação de espécies 

reativas de oxigênio quando comparadas as células não estimuladas o que sugerem um efeito 

antitumoral, já que as células tumorais produzem grande quantidade de espécies reativas de 

oxigênio para a manutenção do microambiente tumoral (GLASAUER; CHANDEL, 2014). 
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Neste trabalho mostramos que há uma maior citotoxicidade de células pelo co- 

tratamento, juntamente com uma diminuição da viabilidade mitocondrial, seguida de um perfil 

de morte apoptótica com a ativação da caspase 3 conjuntamente de um perfil inflamatório e 

antioxidante. Esses dados corroboram com achados outros cânceres que utilizaram tocotrienol 

como suplementação (KANCHI et al., 2017; MCINTYRE et al., 2000; MÜLLER; THEILE; 

BÖHM, 2010; NESARETNAM, SELVARAJAN DORASAMY, PH, 2000; SYLVESTER; 

SHAH; SAMANT, 2005). 

Buscando entender como o co-tratamento influência no metabolismo lipídico dascélulas 

de cancer de mama murino 4T1, nós fomos investigar a biogênese de corpúsculos lipídicos. O 

acúmulo de corpúsculos lipídicos em células neoplásicas está diretamente ligado ao pior 

prognóstico (PETAN; JARC; JUSOVIĆ, 2018), que são utilizados como armazenadores de 

energia, mas também possuem papel especial entre a comunicação entre as células imunes eas 

células cancerígenas e podem influenciar no processo de progressão tumoral (CRUZ et al., 

2020). Nossos resultados mostram que o co-tratamento com produtos de secreção de tecidos 

adiposos juntamente com δ-T3 diminuem significamente a biogênese de corpúsculos lipídicos, 

sugerindo que há um efeito antitumoral pelo tratamento. 

O Tocotrienol já foi estudado como um antiproliferativo tumoral (AGGARWAL et al., 

2019), e nós queríamos verificar se esse efeito seria observado no nosso moedelo de tratamento 

juntamente com os produtos de secreção de tecidos adiposos. Nossos resultados não mostraram 

modulação na proliferação das células 4T1 induzidas nesse contexto de estimulação celular. O 

que pode sugerir que o co-tratamento não influência no processo de proliferação celular. 

Para melhor entender os efeitos do co-tratamento de produtos de secreção de tecidos 

adiposos juntamente com o δ-T3, investigamos a apresentação do antígeno lipídico CD1d. 

Células T assassinas naturais (NKT) são células T especializadas CD1d-restritas que 

reconhecem antígenos lipídicos. Após a estimulação, as células NKT levam à ativação posterior 

de células imunes inatas e adaptativas no microambiente do tumor (NAIR; DHODAPKAR, 

2017). Nossos co-tratamentos mostraram uma redução significativa da apresentação de 

antígeno lipídico, o que sugere que podem estar sendo ativadas outras vias antitumorais que não 

esta (NAIR; DHODAPKAR, 2017). 

Até o momento nossos resultados mostram que o co-tratamento com o produto de 

secreção de igWAT juntamente com o δ-T3 induzem a diminuição da viabilidade celular, maior 
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citoxicidade, maior morte por apoptose, uma ativação de caspase 3, sugere uma menor 

autofagia, uma diminuição da formação de espécies reativas de oxigênio e também uma 

diminuição da biogênese de corpúsculos lipídicos (LD), além de haver uma diminuição da 

apresentação de antígenos lipídicos. Esses dados sugerem que o co-tratamento ativa uma via de 

morte bastante forte (Apoptose) juntamente com auxiliadores antitumorais antioxidantes, 

redução de LD. 

Buscando validar que os tecidos adiposos são órgãos endócrinos e tem a função também 

de armazenar moléculas. Foi então feito uma sessão ex vivo de animais suplementados por 14 

dias com Tocotrienol proveniente do Urucum. Verificamos se o perfil de morte celular e 

carcinogênese se mantém com essa suplementação. 

Houve redução significativa nas células tratadas com moléculas secretadas de tecidos 

adiposos de animais tratados com Tocotrienol comparado com Não tratados. Esse resultado 

sugere que o tecido adiposo é um deopósito de moléculas e mostrou armazenar o tocotrienol 

suplementado dos animais (KERSHAW; FLIER, 2004). 

Buscamos investigar se as células tratadas com moléculas secretadas de tecidos adiposos 

de animais tratados induziriam apoptose significativamente comparado as células não tratadas. 

Observamos que houve uma diferença significativa de apoptose, mostrando que o tocotrienol 

juntamente com as moléculas dos tecidos adiposos têm um papel essencial na morte por 

apoptose das células 4T1 (SCHMÖLZ, 2016). 

Assim como nas células tratadas com o δ-T3 juntamente com as moléculas secretadas 

de tecidos adiposos, não houve modulação na proliferação celular. O que pode sugerir que não 

há relação com essa via de ativação celular quando realizado o co-tratamento ou o tratamento 

com o tecido suplementado. 

Para investigar melhor como estavam o perfil inflamatório dos animais suplementados 

e não suplementados, observamos se haveria alguma alteração no perfil de secreção de citocinas 

no soro desses animais. Apenas a citocina IL-12 teve uma diminuição quando comparado com 

os animais não tratados o que pode sugerir que o tocotrienol está agindo como um anti- 

inflamatório (SCHMÖLZ, 2016). 

Considerando importante analisar a composição dos produtos de secreção dos tecidos 

adiposos a fim de se conhecer melhor os mecanismos de comunicação entre células neoplásicas, 
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tecidos adiposos conjuntamente com o Tocotrienol, estudos posteriores podem esclarecer 

mecanismos moleculares que fazem parte da comunicação célula-tecido adiposo-tocotrienol no 

processo de morte celular programada. O próprio co-tratamento permitiu entender que há uma 

sinergia quando há o estimulo entre produtos de secreção de tecidos adiposos juntamente com 

o Tocotrienol, em especial o Delta tocotrienol (-Tocotrienol). Esse co-tratamento mostra que

moléculas secretadas de tecidos adiposos podem estar ligadas diretamente com o processo de 

morte celular por apoptose de células 4T1 quando co-tratadas com a vitamina E (tocotrienol). 
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7. Conclusão

Neste estudo, demos os primeiros passos para se compreender os mecanismos de 

comunicação entre câncer de mama triplo-negativo e depósitos de tecidos adiposos em 

diferentes localizações (gonWAT, igWAT e BAT) conjuntamente tratados com o δ-T3, bem 

como para se entender de que modo essa neoplasia e os tecidos adiposos impactam sobre as 

células de câncer de mama bem como a isoforma de Vitamina E. 

E concluímos com base nos nossos achados que o co-tratamento de moléculas 

secretadas de igWAT juntamente com δ-T3 diminuem a viabilidade mitocondrial, aumenta a 

citotoxicidade celular, aumentam consideravelmente a apoptose celular pela ativação da 

caspase 3, diminuem a biogênese de corpúsculos lipídicos, bem como a formação de espécies 

reativas de oxigênio impactando assim negativamente parâmetros carcinogênicos de células de 

tumor mamário triplo-negativo 4T1 (Figura 30). 



Figura 30. O co-tratamento de moléculas de secreção de igWAT juntamente com δ-T3 induzem cascata de apoptose. Células de câncer de mama 

triplo-negativo foram co-tratadas com moléculas secretadas de igWAT (tecido adiposo inguinal) juntamente com delta tocotrienol por 24h e posteriormente 

foram feitas análises. Há uma diminuição da viabilidade mitocondrial, um aumento da citotoxicidade celular. Ocorre uma ativação da via de morte por apoptose 

com a ativação da caspase 3. Acontece a diminuição de níveis de móleculas da via da autofafia (LC3B e Laranja de Acridina). Ocorre também uma diminuição 

na formação de espécies reativas de oxigênio bem como a diminuição da biogênese de corpúsculos lipídicos. Há uma diminuição na apresentação de antígeno 

lipídico bem como um perfil próinflamatório de citocinas. O modelo sugere que é uma via antitumoral e promissor como um tratamento coadjuvante. 
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9. Anexos

I. Produções aceitas para publicação
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