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RESUMO 

 

 

SOUZA, Layane Duarte. Avaliação do efeito antitumoral de caveol e cafestol em cultura 

de células MBA-MD-231. 2016. 78 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de 

Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016. 

 

 

Com o aumento da expectativa de vida do homem e fatores como poluição ambiental, 

o câncer se tornou cada vez mais frequente na população. Ele é uma doença heterogênea com 

classificação baseada em diferentes parâmetros, como clínicos e moleculares. Em todos os 

tipos da doença, como no câncer de mama, fatores como ativação constitutiva de vias de 

sinalização, entre elas JAK-STAT, e subtipo molecular contribuem fortemente para a 

resistência tumoral ao tratamento. Além disso, as células tumorais possuem mecanismos 

conhecidos como “hallmarks”, que sustentam o desenvolvimento da doença. A estratégia 

terapêutica utilizada consiste, então, em combinar as terapias convencionais a fim de 

aumentar o sucesso do tratamento. Porém, resulta em diversos efeitos colaterais e aumento da 

resistência tumoral. Desta forma, tratamentos à base de compostos naturais surgem como uma 

alternativa menos agressiva de combinação para o paciente. Estudos in vitro, epidemiológicos 

e de coorte mostram que o consumo de café está associado à redução da incidência geral de 

câncer. Isso se deve à presença dos diterpenos Caveol e Cafestol (CK) encontrados no café 

torrado e moído, cuja concentração na fração lipídica da bebida varia de acordo com o 

preparo. Até então, sabe-se pouco sobre os mecanismos de atuação de CK sobre o câncer. 

Assim sendo, o presente estudo visou investigar o potencial antitumoral de CK na linhagem 

de câncer de mama MDA-MB-231, STAT3 dependente. As células foram tratadas com 

diferentes concentrações de CK para verificar seu efeito sobre a viabilidade e proliferação 

celular; também em co-tratamento com o quimioterápico Doxorrubicina. Em seguida, as 

células foram tratadas com 100 µM de CK por 24 h para avaliação do efeito quanto ao 

potencial de migração e invasão, metabolismo oxidativo (através dos níveis de Espécies 

Reativas de Oxigênio), angiogênese (níveis de RNA mensageiro de VEGFA) e expressão 

gênica de STAT3 por meio de diferentes ensaios. Por fim, uma análise em larga escala foi 

feita a fim de obter um panorama geral do efeito de CK na regulação da expressão gênica. Os 

resultados mostraram que CK não alteraram a viabilidade celular, porém todas as 

concentraçãos protegeram as células da morte induzida pela Doxorrubicina. O tratamento com 

100 µM de CK por 24 h retardou a migração das células e não apresentou efeito no potencial 

invasivo. Quanto ao metabolismo oxidativo e potencial de angiogênese, os resultados não 

foram significativos. O tratamento com 100 µM de CK resultou em redução da taxa de 

apoptose de 10 % para 7 % após 24 h. Não foi possível inferir o efeito de CK na expressão de 

STAT3. Na análise do perfil de expressão gênica, o tratamento com 100 µM de CK por 24 h 

resultou em aumento dos níveis de RNA mensageiro de genes relacionados à modificação de 

histonas e reguladores da divisão celular, bem como redução dos níveis de genes pró-

inflamatórios e também reguladores da divisão celular. Portanto, este trabalho sugere que o 

mecanismo de ação de CK no desenvolvimento tumoral é através da regulação a nível 

transcricional do processo inflamatório e proliferação celular. 

 

Palavras-chave: Caveol. Cafestol. Câncer de mama. Hallmarks. Inflamação. Modificação de 

histonas.  



 
 

 

 

ABSTRACT 

 

 

SOUZA, Layane Duarte. Evaluation of antitumoral effect of Kahweol and Cafestol in 

breast cancer cell line MDA-MB-231 STAT3 dependent. 2016. 78 f. Dissertação 

(Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro, 2016. 

 

The increase in life expectancy and pollution levels has become cancer more frequent 

in the population. This heterogeneous disease classification is based on different parameters, 

such as clinical and molecular. In all types of disease, such as breast cancer, factors such as 

constitutive activation of signaling pathways, including JAK-STAT, and molecular subtype 

strongly contribute to tumor resistance. In addition, tumor cells have characteristic 

mechanisms that lead to tumor resistance, known as the hallmarks of cancer. To increase 

treatment success against these mechanisms associated with intrinsic characteristics of each 

type of cancer, conventional therapies are combined. However, the strategy results in several 

side effects and increased tumor resistance. In this way, treatments combination based on 

natural compounds appear as a less aggressive alternative for patient. Epidemiological, cohort 

and in vitro studies associate coffee consumption with a reduction in overall incidence of 

cancer. This is due to Kahweol (K) and Cafestol (C) (C/K) diterpenes found in roasted and 

ground coffee, whose concentration in the lipidic fraction of the beverage varies according to 

the preparation. Until now, little is known about C/K mechanisms of action on cancer. Thus, 

the present study aimed to investigate the antitumor potential of CK in breast cancer cell line 

MDA-MB-231, STAT3 dependent. Cells were treated with different concentration of CK to 

verify their effect on cell viability and proliferation; and also in co-treatment with the 

chemotherapeutic Doxorubicin. The cells were then treated with 100 μM CK for 24 h to 

evaluate the effect on migration and invasion, oxidative metabolism (through Reactive 

Oxygen Species levels - ROS), angiogenesis (through VEGFA mRNA levels) and gene 

expression of STAT3. Finally, a large scale analysis was done to obtain an overview of the 

effect of CK on gene expression regulation. The results showed that CK did not alter cell 

viability, but all concentrations protected the cells from Doxorubicin induced death. 

Treatment with 100 μM CK for 24 h delayed cell migration, but had no effect on the invasive 

potential. Regarding oxidative metabolism and potential angiogenesis, the results were not 

conclusive. Treatment with 100 μM CK resulted in apoptosis reduction rate from 10 % to 7 % 

after 24 h, but no significant. The effect of CK on STAT3 expression was not possible to 

infer. In gene expression profile analysis, the treatment with 100 μM CK for 24 h resulted in 

increased mRNA levels of histone modification and cell division regulators genes, as well as 

reduction of pro-inflammatory and cell cycle regulatory genes levels. Therefore, this study 

suggests that CK mechanism of action in tumor development is through the regulation at the 

transcriptional level of the inflammatory and cell proliferation process. 

 

 

Keywords: Kahweol. Cafestol. Breast cancer. Hallmarks. Inflammation. Histones 

modification. 
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INTRODUÇÃO 

 

  

Com o aumento da expectativa de vida do homem e fatores como a poluição 

ambiental, o câncer se tornou cada vez mais frequente na população. Ele é uma doença 

heterogênea com classificação baseada em diferentes parâmetros, como clínicos e 

moleculares. Dentre os mais incidentes, o câncer de mama é o principal em mulheres, com 

alta taxa de mortalidade (INCA, 2016). Desta forma, é considerado um problema de saúde 

pública mundial. 

Diferentes mecanismos são responsáveis pelo desenvolvimento tumoral e estão 

diretamente relacionados à resistência às terapias convencionais (ABDULLAH et al., 2013; 

TAKAHASHI et al., 2015). A ativação constitutiva de vias de sinalização importantes, como 

JAK/STAT (Janus quinase/Transdutor de sinal e fator de ativação), tem sido correlacionada 

com a progressão e resistência tumoral (DESHMUKH et al., 2015; EL HASASNA et al., 

2016; LEE et al., 2016; WAKE et al., 2015). Estes mecanismos são conceituados como 

“hallmarks” do câncer e têm sido alvo de pesquisas para novos medicamentos (HANAHAN 

& WEINBERG, 2011). A combinação de terapias convencionais, visando a aumentar o 

sucesso do tratamento, resulta em baixa qualidade de vida para o paciente, devido aos efeitos 

colaterais. Logo, terapias menos agressivas podem ser uma alternativa para o tratamento 

contra o câncer. 

Produtos derivados de plantas são bastante comuns tanto na medicina popular quanto 

na indústria. Classicamente consumido pelo sabor e efeito estimulante, o café tem sido 

descrito como protetor contra alguns tumores e este efeito pode ser decorrente de dois 

componentes da fração lipídica do grão, caveol (Kahweol - K) e cafestol (Cafestol - C) 

(CAVIN et al., 2002; LARSSON & WOLK, 2007; CÁRDENAS, QUESADA, MEDINA, 

2011; YU et al., 2011; CHOI et al.,2015; KOTOWSKI et al., 2015). Desta maneira, o 

presente trabalho teve como objetivo a investigação do potencial antitumoral de caveol e 

cafestol em alguns hallmarks do câncer.  

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wake%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b3-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b12-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b28-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b22-bt-23-128
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 O câncer de mama 

 

 

 O câncer de mama é uma doença heterogênea, classificada de acordo com parâmetros 

clínicos (INCA, 2016), como o comprometimento de linfonodos e tamanho, assim como por 

critérios histopatológicos como a expressão de ER (receptor de estrogênio), PR (receptor de 

progesterona), HER2 (receptor de fator de crescimento epidermal humano 2) ou pela ausência 

de expressão dos mesmos (SOADY et al., 2015). A presença ou ausência dos receptores 

determina diferentes subtipos moleculares, cujo triplo negativo é o menos responsivo a 

quimioterápicos que os têm como alvo nas terapias contra o câncer (SOADY et al., 2015). 

 

 

1.1.1 Epidemiologia do câncer de mama 

 

 

 O câncer de mama é o tipo mais frequente no mundo e com maior taxa de incidência e 

mortalidade em mulheres ( 
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Figura 1), tanto em países desenvolvidos, quanto em países em desenvolvimento 

(YAMAGUCHI et AL., 2015; INCA, 2016; ZHANG et al., 2016), porém não é significativo 

em homens (INCA, 2016). Embora a taxa de mortalidade corresponda a aproximadamente 25 

% dos casos e o risco de desenvolvimento possa ser diminuído com a prevenção, em países de 

baixa renda, onde este câncer é majoritariamente descoberto em estado avançado e o 

tratamento é inadequado, as taxas de mortalidades ultrapassam 60 % (WHO, sem data). 

Segundo GLOBOCAN (2012), o câncer de mama foi a segunda maior causa de óbitos em 

2012 e o segundo mais incidente em mulheres mundialmente. Além disso, foi o câncer com 

maior reincidência após cinco anos de tratamento e monitoramento (GLOBOCAN, 2012). A 

Organização Mundial da Saúde estima que ele seja a vigésima causa de mortes no mundo em 

2030, representando 1,1 % de morte em geral (WHO, 2013). 
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Figura 1- Proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil, estimados para 2016 

por sexo, exceto pele não melanoma 

 
 

 
Legenda: A. Taxa estimada de incidência e mortalidade de câncer para ambos os sexos. B. Proporcional dos dez 

tipos de câncer mais incidentes no Brasil, estimados para 2016 por sexo, exceto pele não melanoma. 

Fonte: GLOBOCAN 2012 e INCA, 2016. 

  

 

 No Brasil, o câncer de mama é o mais frequente, sem considerar tumores de pele não 

melanoma, em todas as regiões, com exceção do Norte, onde ele assume a segunda posição 

atrás do câncer de colo do útero. A estimativa para 2016 é de 57.960 casos novos para o sexo 

feminino, com incidência estimada de 56 casos a cada 100 mil mulheres, sendo então o câncer 

mais incidente, perfazendo um total de 28,1 % (INCA, 2016). As taxas de mortalidade no 

Brasil por câncer de mama são bastante elevadas, muito provavelmente porque a doença ainda 

é diagnosticada em estágio avançado, representando a primeira causa de morte por câncer na 

população feminina brasileira, com 14 óbitos a cada 100.000 mulheres em 2013 (INCA, 

2016). Portanto, o câncer de mama é considerado um problema de saúde pública e, ainda que 
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existam políticas públicas incentivando o diagnóstico precoce, a descoberta tardia minimiza 

as chances de cura. 

 

 

1.1.2 Mecanismos de resistência tumoral 

 

 

 A resistência tumoral é um grande problema enfrentado pela comunidade médico-

científica (INCA, 2016). A descoberta tardia, a idade avançada do paciente e a 

heterogeneidade celular são fatores que favorecem a resistência intrínseca e a adquirida no 

tratamento, comum em tumores sólidos como o de mama e ovário, tornando pior o 

prognóstico e favorecendo a metástase (BOURGEAIS, GOUILLEUX-GRUART, 

GOUILLEUX, 2013; INCa, 2010). 

 Diversos fatores como a ativação constitutiva de vias de sinalização, como as vias de 

Hedghog e JAK/STAT, vias de reparo de DNA (ácido desoxirribonucleico) altamente 

eficientes (ABDULLAH et al., 2013; TAKAHASHI et al., 2015) e presença de células-tronco 

tumorais ou células iniciadoras de tumor (AL-HAJJ et al., 2003) contribuem fortemente para a 

resistência tumoral, uma vez que estão relacionados à resposta ao tratamento. Além disso, 

outros fatores importantes para o desenvolvimento tumoral, conhecidos como “hallmarks” do 

câncer ( 
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Figura 2) influenciam diretamente na resistência. Tanto que, atualmente, são alvos de 

pesquisas terapêuticas (HANAHAN & WEINBERG, 2011). Mesmo medicamentos 

usualmente utilizados, necessitam de combinações devido à resistência. Um exemplo é o 

quimioterápico Doxorrubicina, um antibiótico utilizado na terapia convencional contra o 

câncer. Ele é uma antraciclina utilizada na linha de frente do tratamento de diversos tipos de 

tumores sólidos e hematológicos em combinação com drogas alvo-específicas 

(YAMAGUCHI et al., 2015; ZHANG et al., 2016). Ele intercala no DNA causando lesões na 

dupla-hélice, impedindo assim a replicação celular (GUO et al., 2004; DrugBank - número de 

acesso DB00997  (APRD00185)). 
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Figura 2 - Diagrama dos hallmarks do câncer. Sinalizações celulares que contribuem para o 

desenvolvimento tumoral.  

 
 
 
 

 

 

 

 

Fonte: HANAHAN & WEINBERG, 2011. 

  

 

A necessidade de combinar medicamentos visando melhorar a resposta ao tratamento 

reduz a qualidade de vida do paciente, uma vez que resulta em muitos efeitos colaterais. 

Tratamentos alternativos ou menos agressivos, como baseados em compostos naturais, 

mostram-se como uma opção atraente para a clínica. Logo, pesquisar novas formas de 

tratamento pode auxiliar na elaboração de novas estratégias de combate ao câncer. 

 

 

1.2 STAT3 

 

 

 A família proteica STAT foi descoberta durante estudos de especificidade de 

sinalização de receptores de interferons (DARNELL, KERR, STARK, 1994). É constituída 
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por sete genes que codificam as proteínas STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, 

STAT5b e STAT6 (O'SHEA, GADINA, SCHREIBER, 2002), todas com estrutura e modos 

de ativação similares. É uma família com papel central na regulação da imunidade e 

inflamação dependente de citocinas (YU, PARDOLL, JOVE, 2009). STAT3 é a principal 

molécula sinalizadora da via JAK-STAT associada aos receptores tirosina quinase 

(DARNELL, KERR, STARK, 1994). 

 O gene STAT3 está localizado no cromossomo 17q21.2 (75,171 bp – segundo UCSC 

Genome Browser) e, assim como outras STATs, regula a transcrição de proteínas que 

participam de vias de sinalização essenciais dentro da célula. STAT3 é ativada pela família de 

interleucinas, principalmente por IL-6 (interleucina 6), e também por fatores de crescimento, 

oncogenes e interferons, sendo o membro da família ativado pela maior diversidade o 

citocinas e fatores de crescimento (GRONER & HENNIGHAUSEN, 2000; SPITZNER, 

2014). 

 A via de sinalização JAK-STAT3 (  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Shea%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gadina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schreiber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
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Figura 3) se inicia após a interação do ligante com a porção extracelular. Inicialmente, JAK se 

liga aos receptores, o que leva à indução da oligomerização dos mesmos. A aproximação das 

cadeias deste último provoca a autofosforilação ou a transfosforilação da JAK nos resíduos 

tirosina, além de também fosforilar o receptor no mesmo local. Os resíduos são reconhecidos 

por STAT3 que se liga e é fosforilada por JAK nos resíduos tirosina no sítio único próximo ao 

resíduo carboxi-terminal (Y705), assim como é fosforilada na serina no sítio dentro do 

domínio trans-ativação (S727) (O'SHEA, GADINA, SCHREIBER, 2002; BOURGEAIS, 

GOUILLEUX-GRUART, GOUILLEUX, 2013). A fosforilação permite a dimerização de 

STAT3 que transloca-se até o núcleo e se liga a sequências específicas do gene alvo, ativando 

ou inibindo sua transcrição. A resposta celular, após a cascata de ativação, depende do gene 

alvo de STAT3, podendo induzir a proliferação, diferenciação, apoptose, entre outros 

processos (GRONER & HENNIGHAUSEN, 2000; SPITZNER, 2014; DESHMUKH et al.; 

MATTHEW & WAKE, 2015). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Shea%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gadina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schreiber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158


26 
 

 

 

Figura 3 - Via de sinalização JAK-STAT3. A ativação do receptor pelo ligante permite a 

fosforilação de JAK e o recrutamento de STAT3. Este é fosforilado por JAK 

seguido de sua dimerização e translocação.  

 

 

Fonte: adaptado de www.bdbiosciences.com 

 

 

 As STATs podem se ligar a duas diferentes sequências de DNA situadas na região 

promotora de seus genes alvos, ISRE (Elementos de resposta estimulados por interferon) e 

GAS (Sequência ativada por interferon gama). Entretanto, STAT3 se liga somente à 

sequência GAS que possui a sequência consenso palindrômica TTN5AA, sendo N qualquer 

nucleotídeo (LEE et al., 2016), onde todas as STATs se ligam, exceto STAT2. A preferência 

de cada STAT varia em função do número de bases “N” da sequência (KISSELEVA et al., 

2002) o que, consequentemente, leva a uma especificidade de cada STAT por cada gene 

(HORVATH & DARNELL, 1997). 
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1.2.1 STAT3 e câncer 

 

 STAT3 atua em diversos processos fisiológicos, como sinalização inflamatória, 

glicólise anaeróbia, imunossupressão e é o único membro da família ativado constantemente 

em diferentes tumores sólidos e líquidos (BOURGEAIS, GOUILLEUX-GRUART, 

GOUILLEUX, 2013; AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016; FENG et al., 2016). 

STAT3 é considerada um mediador da tumorigênese devido ao seu papel na regulação de 

genes associados à proliferação celular, resistência à apoptose, angiogênese, invasão, 

migração e diferenciação (WAKE et al., 2015; LEE et al., 2016, EL HASASNA et al., 2016). 

Além disso, a presença de citocinas inflamatórias como TNF-α (interferon alfa), IL-6 e IL-17, 

além de fatores de crescimento como VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), no 

microambiente tumoral, têm sido correlacionada com o desenvolvimento do câncer através da 

ativação de STAT3; e sua ativação constitutiva em diversos tumores está associada à iniciação 

e progressão tumoral (AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016; YU, PARDOLL, JOVE, 

2009). 

 

 

1.2.2 STAT3 e câncer de mama 

 

 

 STAT3 possui diversas funções em vias de sinalização que levam à progressão 

tumoral. Ele atua como fator de transcrição de diversos genes importantes para o 

desenvolvimento tumoral, permanecendo superexpresso em alguns tumores, como de mama 

(AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016). 

 Já tem sido descrito que a inibição de STAT3 diminui o crescimento e sobrevivência 

em modelo animal e humano (WAKE et al., 2015), além de aumentar o efeito antitumoral de 

cisplatina e reduzir a proliferação e invasão em pacientes com carcinoma nasofaringeal (PAN 

et al.;2016). Em contrapartida, a superexpressão de STAT3 aumenta a agressividade e 

crescimento em câncer de mama (DESHMUKH et al., 2015) e também está associada a 

menor taxa de sobrevivência global de pacientes com câncer de mama, colorretal e 

glioblastoma (PAN et al., 2016). 

 STAT3 também atua em cascatas associadas à progressão tumoral através da ativação 

da transcrição de genes como ciclina D1, Bcl-xl (linfoma de células B extra grandes), c-Myc 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wake%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wake%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825152
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(fator de transcrição P64), BIRC5/survivina (Baculoviral contendo 5 repetições IAP/inibidor 

de BIRC5) e VEGF (KIM, HWANG, JEONG, 2009; PAN et al., 2016) e ainda pela regulação 

da expressão de fascina (proteína responsável pela agregação dos filamentos de actina na 

célula), importante para a migração de células de câncer de mama (LEE et al., 2016). Além 

disso, conhecidos ativadores de STAT3 têm sido alvos de estudos, como as interleucinas 6 e 

17 descritas a seguir. A interleucina 6, principal ativador de STAT3, contribuiu de forma 

importante para a metástase em câncer de mama (LEE et al., 2016) e sua redução já foi 

correlacionada com a inibição de STAT3 em linhagem de câncer de mama MDA-MB-231 

(EL HASASNA et al., 2016). IL-17 por sua vez, induz a migração celular através da 

regulação de VEGF por STAT3 ativado em linhagem de adenocarcinoma de mama MCF-7 

(AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016). 

 

 

1.3 O café e suas propriedades 

 

 

 Descoberto por um pastor de cabras em Kefa, atual Etiópia, em 850 d.C., o grão do 

café (Coffea sp.) (  
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Figura 4) é um produto natural utilizado para a produção da segunda bebida mais consumida 

no mundo (LUDWIG et al., 2014). Apesar de ser consumido principalmente pelo seu sabor e 

propriedade estimulante, o grão contém mais de mil componentes (SPILLER, 1984), muitos 

sendo farmacologicamente ativos (KIM, HWANG, JEONG, 2009). Estudos recentes apontam 

muitos benefícios para a saúde relacionados ao consumo do café entre eles a redução do 

diabetes, Doença de Parkinson, desordens cardiovasculares e doenças crônicas, como câncer 

(TAO et al., 2008; YU et al., 2011; LUDWIG et al., 2014). 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b21-bt-23-128
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Figura 4 - O grão do café em diferentes estágios de maturação. 

 

Fonte: Ludwig et al., 2014. 

  

 

Os componentes bioativos do grão são divididos em classes presentes nas diferentes 

frações da bebida, sendo elas: ácidos clorogênicos (CGAs), cafeína, trigonelina, melanoidinas 

e diterpenos pentacíclicos cafestol e caveol (LUDWIG et al., 2014). 

 Os terpenos são uma classe de produtos naturais muito estudados, encontrados em 

algumas plantas (LEYVA-LÓPEZ et al., 2016; KUDRYAVTSEVA et al., 2016; KHALID et 

al., 2016). São compostos voláteis sintetizados nas plantas pela junção de, pelo menos, 2 

unidades moleculares com 5 carbonos cada uma, classificados como mono (C10), sesqui 

(C15) e diterpenos (C20) (VOLLHARDT & SCHORE, 2013). De natureza lipídica, os 

diterpenos são encontrados no café torrado e moído, nas formas livre e esterificada com 

ácidos graxos – cerca de 20 % - (LIMA et al., 2010; TSUKUI, OIGMAN, REZENDE, 2014), 

e têm sido descritos como protetores contra algumas doenças, como câncer colorretal (CHOI 

et al., 2015; VOLLHARDT & SCHORE, 2013). 

 

 

1.3.1 Café e câncer 

 

 

 Estudos in vitro, epidemiológicos e de coorte mostram que o consumo de café está 

associado à redução da incidência geral de câncer e também inversamente associado a alguns 

tipos, como neoplasias de colon e reto, fígado, pâncreas, bexiga, mama, próstata e leucemia 

(GIOVANNUCCI, 1998; LARSSON & WOLK, 2007; CÁRDENAS, QUESADA, MEDINA, 

2011; YU et al., 2011; KOTOWSKI et al., 2015). Dados sugerem que os dois possíveis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b5-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b12-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b28-bt-23-128
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responsáveis por esse benefício são os diterpenos caveol e seu derivado desidrogenado, 

cafestol (Figura 5). Eles são obtidos da fração lipídica dos grãos de Coffea arabica e Coffea 

robusta (LEE, CHAE, SHIM, 2012), estando presentes principalmente na bebida pronta do 

estilo turco e escandinavo (GROSS, JACCAUD, HUGGET, 1997), pois seu teor varia em 

função do modo de preparo (LIMA et al., 2010). 

 

 

Figura 5- Fórmula estrutural dos diterpenos caveol (A) e cafestol (B).  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ludwig et al., 2014. 

 

 

Esses diterpenos exibem propriedades tanto protetoras quanto adversas (CAVIN et al., 

2002). Apesar de, tradicionalmente os componentes da fração lipídica do café serem 

relacionados a hiperlipemias (LIMA et al., 2010), tem sido descrito que caveol e cafestol 

protegem contra diversos carcinógenos, como DMBA (7,12 - dimetilbenzantraceno), 

aflatoxina B1, Benzo(a)pireno e PhIP (2-amino-1metil-6-fenilimidazo [4,5- b] piridina), 

parcialmente através da indução de genes do metabolismo de fase II, assim como genes 

envolvidos em defesa antioxidante (HUBER et al., 2003; MAJER et al., 2005; NGUYEN, 

NIOI, PICKETT, 2009; WU et al., 2014), exercendo efeitos preventivos contra o estresse 

oxidativo e dano no DNA (LEE e  JEONG, 2007). Eles apresentam ainda atividade anti-

inflamatória, pela inibição da síntese de óxido nítrico e transcrição de Nf-kappa B (TSUKUI, 

OIGMAN, REZENDE, 2014). 

 Estudos em modelos animais também apoiam a hipótese de efeito antitumoral do café 

(CHOI et al.,2015; CAVIN et al., 2002). Além da atividade antioxidante, caveol também 

induz apoptose em células humanas de câncer de mama (CÁRDENAS, QUESADA, 

MEDINA, 2014), pulmão (KIM et al., 2016), renal (UM et al., 2010), leucemia (OH et al., 

2009) e colorretal (CHOI et al.,2015). Foi demonstrado que caveol aumenta a expressão e 

A B 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b13-bt-23-128
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427409000526#bib5
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427409000526#bib5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b22-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b3-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b2-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b2-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b10-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b24-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
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clivagem de caspase 3 e ativação de JNK, ambos desempenham um papel pró-apoptótico, e 

diminui a expressão e ativação de fatores anti-apoptóticos, como BCL-2 (célula-B de linfoma 

2), fosforilação de Akt (proteína quinase B) e ainda atenua a expressão de HSP70 (OH et al., 

2009; CHOI et al.,2015). Além disso, caveol induz apoptose através da inibição da 

fosforilação do fator de transcrição STAT3, relacionado com agressividade e resistência 

tumoral (KIM, HWANG, JEONG, 2009). 

 No que se refere à cafestol, estudos apontam indução de apoptose em diferentes 

modelos celulares, como câncer de mama, rim, tumores de células escamosas de cabeça e 

pescoço e glioma (KOTOWSKI et al., 2015; WOO et al., 2014). O co-tratamento com 

radiação e ABT-737, um inibidor de Bcl-2/Bcl-xl, tem maior impacto na viabilidade celular e 

em xenógrafos, respectivamente, do que tratamento isolado (KOTOWSKI et al., 2015;WOO 

et al., 2014). Cafestol ainda atua na regulação da expressão gênica, promovendo a degradação 

de Mcl-1 (regulador de apoptose da família Bcl-2), importante proteína na resistência contra 

ABT-737, e aumentando a expressão de Bim (mediador de morte celular que interage com 

Bcl-2) (WOO et al., 2014). 

 Finalmente, também há relato de ésteres palmitatos de caveol e cafestol, principais 

ésteres diterpenos presentes no café, com efeito anti-tumoral por meio da modificação da 

atividade de enzimas hepáticas (HUBER et al., 2004). Além disso, Moeenfard e 

colaboradores (2016) mostraram que ambos os compostos inibem angiogênese, proliferação e 

expressão de VEGFR2 (receptor de VEGF) e Akt em células endoteliais microvasculares 

humanas. 

 

 

1.3.2 Café e STAT3 

 

 

 Até o momento, existe apenas um dado científico disponível associando o café e 

STAT3, mais precisamente, caveol à STAT3. Kim e seus colaboradores (2009) demonstraram 

que o tratamento de cultura de células A549 (células de adenocarcinoma de pulmão), STAT3 

dependente, com caveol foi capaz de induzir apoptose através do bloqueio da fosforilação de 

STAT3. A superexpressão induzida desta proteína, por sua vez, levou à resistência à apoptose 

induzida por caveol. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b10-bt-23-128
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 Desta maneira, o consumo de café pode ser benéfico contra diversos tipos de câncer e 

tem um grande potencial para tratamento alternativo e menos agressivo para o paciente. 

Contudo, há poucos dados disponíveis sobre os mecanismos de ação de caveol e cafestol, 

principalmente em tumores dependentes de fatores de transcrição, como STAT3. Logo é 

importante avaliar seu potencial como tratamento contra o câncer, e em combinação com 

terapias convencionais, a fim de compreender sua forma de atuação e não somente seu efeito 

para garantir a segurança do paciente. 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Este estudo tem por objetivo geral investigar a hipótese do efeito antitumoral de 

caveol e cafestol, baseado nos hallmarks do câncer, utilizando como modelo a linhagem de 

câncer de mama MDA-MB-231. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar a viabilidade da cultura de células MDA-MB-231 após inibição 

específica de STAT3; 

 

Avaliar em culturas de células MDA-MB-231 tratadas com caveol e cafestol: 

 

b) a viabilidade celular na presença e ausência do quimioterápico Doxorrubicina;  

c) o potencial de migração e invasão celular; 

d) a apopotose; 

e) o estresse oxidativo; 

f) o perfil de expressão gênica 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Modelo de estudo de câncer de mama: linhagem celular MDA-MB-231 

 

 

 Para esse trabalho foi utilizada como modelo a linhagem celular de adenocarcinoma de 

mama, MDA-MB-231 (ATCC®, Washington, EUA). A morfologia é epitelial com 

propriedades de crescimento em aderência (JAEGER, 2014). Essas células apresentam o 

perfil de um subtipo de câncer de mama que exibe ausência dos marcadores moleculares 

HER2 e ER/PR, ou seja, subtipo triplo negativo. Ademais, possui um elevado potencial de 

metástase e é pouco diferenciada, assemelhando-se ao subtipo mais agressivo e de pior 

prognóstico (WALKER-NASSIR et al., 1982).  

 

 

3.2 Compostos extraídos do café: Caveol e cafestol 

 

 

 Caveol e cafestol foram gentilmente cedidos pelo Laboratório de Análise de Aromas, 

Instituto de Química da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro - Brasil), na 

proporção 54,1:45,6 (cafestol:caveol) e pureza superior a 99 %. Os terpenos foram dissolvidos 

em DMSO (dimetilsulfóxido) (LEE e JEONG, 2007; KIM, HWANG, JEONG, 2009; CHOI 

et al., 2015) e a solução (35 mM) foi armazenada em alíquotas a -20 °C. Estas foram diluídas 

100 vezes (350 μM) no momento do uso em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute 1640) suplementado com 10% de SFB (Soro fetal bovino) e o volume 

correspondente à concentração10 μM, 25 μM, 50 μM e 100 μM foi adicionado diretamente ao 

meio de cultura. Em todos os ensaios, o veículo DMSO foi a 0,1 % (v/v) igual ao tratamento.  
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3.3 Tratamento com Doxorubicina e Stattic 

 

 

 O quimioterápico Doxorubicina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e o 

inibidor comercial de STAT3, Stattic (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), foram 

dissolvidos em DMSO seguido de armazenamento a -20 °C. O volume correspondente à 

concentração a ser utilizada foi adicionado diretamente à cultura de células. 

 

 

3.4 Cultura de células 

 

 

 Para realização dos experimentos, as células foram cultivadas aderidas in vitro em 

atmosfera de 37 ºC e CO2 a 5 %, em presença de meio RPMI 1640 (Invitrogen,  Carlsbad, 

Califórnia, EUA), suplementado com 10 % de SFB (Invitrogen,  Carlsbad, Califórnia, EUA), 

penicilina 100 mg/mL e estreptomicina100 U/mL. 

 Os re piques celulares foram realizados na confluência de 80 % - 90 %,na proporção 

de 1:4 com auxílio de tripsina 1X/EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e semeados em 

novas garrafas para manutenção das culturas e experimentação. Para os experimentos, as 

células foram repicadas para uma densidade de 10
4 

células/cm², sendo os ensaios 

experimentais iniciados após 24 h em garrafas de cultura e placas de 12 e 96 poços. 

O número de células foi estimado por contagem das células viáveis em câmara de 

Neubauer com auxílio do corante Azul de Tripan 0,4 %. Este se acumula no citoplasma de 

células não viáveis, corando-as de azul, permitindo assim diferenciá-las de células viáveis, 

que são proficientes na extrusão do corante. 

 Para estocagem das células, foram realizados protocolos de congelamento em 90 % 

SFB e 10 % DMSO para manutenção de estoques. Os tubos de congelamento foram 

resfriados gradativamente de acordo com protocolo de 16 h a -20 °C, seguindo para o freezer 

-70 °C pelo período mínimo de 24 h e máximo de um mês e, finalmente, transferidos para o 

tambor de nitrogênio líquido. Para o descongelamento e reposição da cultura, os tubos de 

congelamento foram retirados do freezer -70 ºC e incubados diretamente a 37 ºC. Após total 

descongelamento, as células foram lavadas com 5 mL de PBS (Tampão fosfato salino) 1x e 

https://www.google.com.br/search?q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiN0uKUxMvQAhXF4SYKHZzFBmUQmxMIhAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiN0uKUxMvQAhXF4SYKHZzFBmUQmxMIhAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
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cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 20 % de SFB nas primeiras 24 h. Após 

esse período, as células foram mantidas em meio RPMI 1640 como descrito anteriormente. 

 

 

3.5 Viabilidade Celular 

 

 

 Para avaliar a viabilidade celular após tratamento das células, o reagente WST-1 

(Tetrazólio solúvel em água) (Roche) foi utilizado. O WST-1 consiste em um ensaio 

colorimétrico baseado na capacidade de células viáveis converterem o sal Tetrazólio (2,3,5-

trifenil cloreto de tetrazólio) em composto vermelho Trifenilformazan, sendo a conversão 

realizada por desidrogenages mitocondriais (FRANÇA NETO; KRZYZANOWSKI; 

COSTA,1998). Através de variações na coloração do meio contendo WST-1, é possível 

inferir a proporção de células viáveis nas diferentes condições de tratamento. 

 Para os ensaios de WST-1 com CK, as células foram semeadas em placas de 96 poços 

a uma densidade de 7x10
3
 células/cm² em 100 μL de meio de cultivo RPMI 1640 por 48 h. Os 

experimentos de viabilidade foram realizados utilizando mistura de caveol e cafestol nas 

concentrações de 10 μM, 25 μM, 50 μM e 100 μM por 24 h, 48 h e 72 h. Para os ensaios de 

WST-1 com Stattic, as células foram semeadas em placas de 96 poços a uma densidade de 

1x10
4
 células/cm² em 100 μL de meio de cultivo RPMI 1640. Os experimentos de viabilidade 

foram realizados utilizando o inibidor comercial de STAT3, Stattic (Sigma), que inibe a 

dimerização de STAT3, nas concentrações de 1 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM e 30 µM nos 

períodos de 24 h, 48 h e 72 h. Em todos os ensaios, o diluente DMSO 0,1 % foi utilizado 

como controle negativo para os tratamentos 

 Após o tempo de tratamento, foram adicionados 3 μL de WST-1 em cada poço e, em 

seguida, as placas foram mantidas em estufa umidificada por até 2h a 37 ºC e CO2 a 5  %. 

Para padronização de branco de reação, foram utilizados 100 μL de meio de cultivo sem 

células e 3 μL de WST-1. A quantificação da variação colorimétrica foi realizada em um 

leitor de Elisa (Polaris EE, Celler) no comprimento de onda de 450 nm com a referência de 

630 nm. A porcentagem de células viáveis, após os períodos de tratamento, foi determinada 

pela razão da absorbância obtida das culturas tratadas em relação às não tratadas. Foram 

realizados três experimentos independentes. 
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3.6 Extração do mRNA e síntese de DNA complementar 

 

 

 A fim de analisar as alterações nos níveis de RNAm (RNA mensageiro) dos genes de 

interesse na linhagem MDA-MB-231, foi feita a extração de RNA (ácido ribonucléico) total 

com auxílio do reagente TRIzol® (Invitrogen,  Carlsbad, Califórnia, EUA). 

 Foram adicionados 500 μL de TRIzol® às células e homogeneizado por inversão, 

seguido de centrifugação a 13000 rpm, por 10 min, a 4 ºC. O sobrenadante foi transferido para 

tubo de 1,5 mL, seguindo com adição de 100 μL de Clorofórmio e homogeneização por 

inversão por 1 min. Após 5 minutos incubado na bancada na vertical, o material foi 

centrifugado a 13000 rpm, por 15 min, a 4 ºC. A fase aquosa foi, cuidadosamente, transferida 

para um novo tubo de 1,5 mL e o RNA total foi precipitado com 500 μL de Isopropanol. Após 

15 min, a 25 °C, as amostras foram submetidas à centrifugação de 13000 rpm, por 10 min, a 4 

°C. Descartado o sobrenadante, o precipitado foi reconstituído em 500 μL etanol 80 % em 

água DEPC (dietilpirocarbonato) 0,1 %, homogeneizado e centrifugado a 13000 rpm, por 5 

min, a 4 °C. O sobrenadante foi, cuidadosamente, descartado e seguido de centrifugação por 

10segundos, a 25 °C, para descarte do líquido restante. Foram adicionados 20 µL de água 

DEPC 0,1 %. A quantificação de RNA total obtido da extração foi realizada com 2 μL da 

amostra através de espectrofotometria com auxílio do equipamento Nanodrop 1000 (Thermo 

Fisher ScientificWaltham, Massachusetts, EUA). 

 Depois de extraído o RNA total, as amostras foram incubadas com DNAse 

amplification grade I (Invitrogen,  Carlsbad, Califórnia, EUA) para degradação de resquícios 

de moléculas de DNA indevidamente obtidas durante a extração de RNA. Para tal, cerca de 2 

μg de RNA total foi incubado com 9 μL de 15 U de DNAse e 1 X de tampão DNAse 10 X 

durante 15 min a 25 °C. A reação foi inativada com adição de 1 μL de EDTA 25 mM e 

incubação a 65 °C por 10 min. 

 O RNA foi então convertido em cDNA(DNA complementar) com auxílio do SCRIPT 

cDNAsyntesis kit (Promega,  Madison, Wisconsin, EUA). Brevemente, foi adicionado 4 μL de 

tampão 5 X First-Strand, 1 μL de OligodT (primer de deoxitimina) (500 μg/mL), 1 μL dNTPs 

Mix (deoxinucleotídeos trifosfato) (10 mM), 1 μL de Script Enzima RT (transcriptase reversa) 

ao tubo da reação anterior. A síntese de cDNA procedeu com incubação em termociclador 

durante 50 min a 42 ºC com posterior inativação da enzima a 70 ºC por 15 min e 4 ºC até a 

retirada do equipamento. Foram realizados quatro experimentos independentes.  

https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiRs8zKxcvQAhWDEpAKHVPOAoIQmxMImwEoATAS
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjnzcnZxMvQAhWJHpAKHSWXCkMQmxMIjAEoATAO
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3.7 Elaboração de oligonucleotídeos 

 

 

 A sequência dos genes alvos avaliados foi obtida por meio dobanco de dados do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) e do Ensembl (European Bioinformatics 

Institute and the Wellcome Trust Sanger Institute). Todos os variantes de transcrito do mesmo 

gene foram alinhados a fim de se encontrar regiões conservadas entre eles. A sequência do 

primer foi selecionada a partir dessas regiões, cuidando para que, quando possível, a região se 

localiza entre éxons adjacentes. Parâmetros da sequência selecionada foram verificados 

através da ferramenta OligoAnalyzer 3.1, da seção SciTools, pertencente à IDT DNA 

(Integrated DNA Technologies). Entre eles, tamanho do primer (18-24 bp), produto da PCR 

de 70-150 bp, temperatura do primer ou TM (Temperatura de Melt) entre 55 ºC-60 ºC, 

temperatura para formação de hairpin menor do que 35 ºC e o ΔG>-10 para a formação de 

homodímero e heterodímero (BUSTIN, 2000). Os primers também foram analisados quanto à 

especificidade de ligação à sequência de interesse, por meio do algoritmo BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool - NCBI). A sequência dos primers está disponível na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1 - Sequência dos primers forward e reverse utilizados para a amplificação dos genes 

analisados. 

Gene Sequência Foward Sequência Reverse 

STAT3 5’ GGG AGA GAG TTA CAG GTT GGA CAT 3’ 5’AGA CGC CAT TAC AAG TGC CA 3’ 

VEGFA 5' CAC ACA GGA TGG CTT GAA GA 3’ 5' AGG GCA GAA TCA TCA CGA AG 3' 

ACTB 5' GAG CGC GGC TAC AGC TT 3' 5' TCC TTA ATG TCA CGC ACG ATT T 3' 

 

Fonte: ENSEMBL. 

 

 

3.8 PCR em tempo real (RT-qPCR) 

 

 

 Para avaliar quantitativamente o nível de RNAm dos genes de interesse, foi realizada 

RT-qPCR (reação em cadeia da polimerase por transcrição reversa quantitativa). As reações 

de síntese de cDNA foram diluídas, resultando na concentração final de 2 µg/µL, para 
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posterior amplificação por PCR, utilizando Rotor Gene PCR Master Mix (Qiagen,  Hilden, 

Alemanha). O volume final da reação foi de 10 μL, contendo 0,5 μM de primer 10 mM, 2,5 

μL de cDNA, 2 μL de água ultra pura e 5 μL de SyBR Green. As reações foram feitas em 

triplicata, sendo adicionado 4,5 μL de água ultra pura no branco de reação. A RT-qPCR foi 

realizada no termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen,  Hilden, Alemanha), cujas análises foram 

realizadas com auxílio do programa Rotor-Gene Q Software (Qiagen,  Hilden, Alemanha). Os 

níveis de expressão dos genes foram normalizados pelos níveis de β-Actina (ACTB) e as 

quantificações foram determinadas através do cálculo de DDCt (LIVAK e SCHITTIGEN, 

2001). 

  

 

3.9 Ensaio de motilidade 

 

 

 A fim de avaliar e comparar a capacidade de migração das células foi realizado o 

ensaio de Wound Healing. Esse ensaio consiste na remoção de parte da monocamada de 

células através de um risco realizado com o auxílio de uma ponteira de micropipeta. Para tal, 

2x10
4
 cel/cm

2
 foram cultivadas em placas de 12 poços com 1,5 mL de RPMI 1640 completo 

em atmosfera 37 ºC, CO2 a 5 %, por 24 h. Foi realizada a remoção longitudinal de parte das 

células com a ponteira de 200 µl, percorrendo as duas extremidades do poço. Em seguida, as 

células foram lavadas com 2 mL PBS 1 X e incubadas em meio de cultivo suplementado com 

1 % SFB, para reduzir a proliferação (RODRIGUEZ et al. 2008). O espaço aberto foi 

fotografado usando um microscópio óptico invertido INV-100 (Bel Equipments, São Paulo, 

Brasil) em intervalos de 0 h e 24 h, para o grupo tratado com CK, Doxorrubicina e Stattic e 

não tratado (controle). A análise qualitativa da migração celular foi obtida através da redução 

do espaço aberto em comparação com o controle. Foram realizados três experimentos 

independentes. 

  

https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
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3.10 Ensaio de invasão 

 

 

 Para avaliar a invasividade das células MDA-MB-231 tratadas com CK foi utilizada 

câmara invasão de matrigel (poro 8.0μm) (Corning, New York, USA). Inicialmente, a câmara 

foi umedecida com meio RPMI 1640 sem SFB por 1min, seguido de aplicação de 30 μL de 

matrigel 1 mg/mL e armazenamento a 37 °C por 45 min. Uma solução de 10
4 

cel/poço em 300 

μL de meio RPMI 1640 com 1 % de SFB contendo CK 100 μM foi adicionada à parte 

superior da câmara; o fundo do poço foi preenchido com 500 μL  de RPMI 1640 com 10  % 

de SFB. O controle foi mantido sob as mesmas condições, sem adição de CK. Os poços da 

extremidade foram preenchidos com 1 mL de PBS 1x à fim de evitar evaporação. Em seguida, 

a placa foi incubada a 37 °C por 24 h. O meio de cultura foi removido e a câmara foi lavada 

duas vezes com PBS 1 X. As células que não atravessaram o matrigel foram removidas da 

área superior com uma haste flexível. As células que migraram foram fixadas com etanol 

absoluto e coradas com cristal violeta, ambos por 10 min, seguido de lavagem em água 

destilada até completa remoção do excesso de corante. Após secagem da câmara em 

temperatura ambiente, o resultado foi visualizado em microscópio de fluorescência invertido 

Olympus IX 71 utilizando filtro com o comprimento de onda de excitação de 330-380 nm e 

sem filtro. Foram feitos nove campos de cada poço através do software Olympus DP 

Controller (2002-2007) e em seguida, foi obtida média do número de células que migraram 

por campo. Foram realizados três experimentos independentes. 

 

 

3.11 Citometria de fluxo 

 

 

3.11.1 Ensaio de Apoptose por Anexina-V 

 

 

 Para investigar eventos precoces de ativação de apoptose após tratamento com CK 

100μm por 24 h, as células foram marcadas com a sonda Anexina-V e, concomitantemente, 

marcadas coma sonda 7-AAD (7-Aminoactinomicina D) para exclusão de morte celular por 

outros processos não relacionados aos eventos de apoptose como, por exemplo, necrose. A 
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Anexina-V é uma proteína capaz de se ligar fortemente a PS (fosfatidilserina) em presença de 

íons de Cálcio. A exposição de FS para o exterior da célula é um dos eventos iniciais no 

processo de ativação de apoptose. O 7-AAD se difunde através da membrana plasmática 

lesada, como em situação de necrose, e cora o DNA. 

 Para marcação com Anexina-V/7-AAD, células tripsinizadas foram centrifugadas 

1500 rpm, por 5min, a 24 ºC e reconstituídas em 5 mL de PBS 1X. O material foi filtrado em 

peneira de nylon 70 µm (Corning, New York, USA) e a contagem de células foi feita em 

câmara de Neubauer. A densidade de 10
4
 foi centrifugada e o sobrenadante descartado, sendo 

adicionado 100 μL de tampão de ligação contendo Anexina-V-FITC (isotiocianato de 

fluoresceína) (BioLegend, San Diego, USA) na diluição de 1:500. Depois de incubadas por 20 

min, a 25 °C, na ausência de luz, a esta foram adicionados 400 μL de tampão de ligação 

contendo 10 μg/mL de 7-AAD (BioLegend, San Diego, USA). Para as análises, foram 

adquiridos cerca de 10.000 eventos no citômetro de fluxo FACScan (BD Biosciences, 

California, USA). Os dados obtidos foram analisados no programa CELL Quest (BD 

Biosciences, California, USA). A apoptose foi determinada através da quantidade de células 

positivas para Anexina-V e negativas para marcação com 7-AAD. Foram realizados cinco 

experimentos independentes. 

 

 

3.11.2 Ensaio de deteção de estresse oxidativo por DCF-DA 

 

 

 Para avaliar a presença de ROS (espécies reativas de oxigênio) após tratamento com 

CK 100 μM por 24 h, foi utilizado o marcador DCF-DA(2´, 7´ Diclorodihidrofluoresceína-

diacetato) (Invitrogen,  Carlsbad, Califórnia, EUA). DCF-DA atravessa membrana celular e é 

desacetilado por esterases a um composto não fluorescente (H2DCFDA), que é posteriormente 

oxidado por hidroxilo, peroxilo e outras ROS produzindo o composto fluorescente em 2 ', 7' -

diclorofluoresceína (DCF). , 2´, 7´- diclorofluoresceína (DCF), que permanece intracelular 

(SRIVASTAVA et al., 2009; ABCAM, 2016). Para marcação com DCF-DA, o protocolo 

seguiu conforme descrito anteriormente, sendo adicionado, após a centrifugação de 10
4
 

cel/mL,10 μL de DCF-DA (BioLegend, San Diego, USA) por 30 min. Esta etapa do 

experimento foi realizada ao abrigo da luz, pois o marcador é fotossensível. Foram adquiridos 

cerca de 10.000 eventos no citômetro de fluxo FACScan (BD Biosciences, California, 

https://www.google.com.br/search?q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAyXmxE0IAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwijgYHVx8vQAhWDk5AKHa9RCRUQmxMIgAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAyXmxE0IAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwijgYHVx8vQAhWDk5AKHa9RCRUQmxMIgAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAyXmxE0IAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwijgYHVx8vQAhWDk5AKHa9RCRUQmxMIgAEoATAQ
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USA).Os dados obtidos foram analisados no programa CELL Quest (BD Biosciences, 

California, USA). Foram realizados cinco experimentos independentes. 

 

 

3.12 Microarranjo de DNA 

 

 

 Para síntese de cDNA foi utilizado o kit WT Expression Kit (Ambion), conforme 

recomendação da Affymetrix (Gene Chip Expression Analysis Technical Manual - Affymetrix 

Inc., Santa Clara, CA, USA). Cerca de 200 ng do pull de RNA total de 3 experimentos 

independentes foi convertido em cDNA dupla-fita utilizando o oligonucleotídeo iniciador T7-

Oligo (dT). Seguindo para a síntese do cRNA (RNA complementar) biotinilado, o volume 

total do cDNA sintetizado através reação para a transcrição in vitro, incubando a mistura por 

16 h a 40 °C no termociclador Veriti (Applied Biosystems, California, USA). Após o final do 

processo, o cRNA foi purificado utilizando beads magnéticas (Nucleic Acid Binding Beads, 

Ambion®, Life Technologies™, USA). Após síntese do cRNA, estes foram hibridizados 

contra o chip de microarranjo Human Exon 1.0 ST (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). 

Todo o processo de lavagem e coloração foi feito na estação fluídica GeneChip® Fluidics 

Station 450 de acordo com a recomendação do fabricante. Para a leitura óptica dos chips 

Human Exon 1.0 ST, os arranjos de sonda foram lidos em scanner GeneArray® Scanner 7G 

(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), e a captura das imagens e análise inicial das 

hibridações foram feitas com o software Affymetrix® Expression Console™ e os arquivos 

gerados foram salvos em formato *.cel. Os dados obtidos na aquisição dos sinais de 

fluorescência presentes nos arquivos *.cel foram normalizados e sumarizados utilizando o 

software Expression Console (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). 

 Após a seleção dos genes diferencialmente expressos, usando como ponto de corte +-2 

vezes, foi realizada uma análise de identificação de diferentes informações, como família, 

função, localização e vias de sinalização, utilizando os bancos de dados STRING (versão 

10.0), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), TAC (Affymetrix® 

Transcriptome Analysis Console Software), UCSC Genome Browser (Human Dec. 2013 

(GRCh38/hg38 - UCSC) Assembly), Pfam (versão 30.0 (June 2016) - EMBL-EBI), NCBI 

Gene (National Center for Biotechnology Information) e GeneCards (Weizmann Institute of 
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Science). Foi realizado um experimento com pull de RNA total de três experimentos 

independentes. 

 

 

3.13 Análise estatística 

 

 

 A expressão de RNAm foi apresentada na forma de média ± desvio padrão da 

expressão relativa. A comparação entre os grupos foi feita através da análise de variância 

(ANOVA) seguida de pós-teste de Tukey e teste T não paramétrico de Kruskal-Wallis, 

seguido de pós-teste de Dunn. A análise estatística foi feita pelo software GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software, California, USA). Foram realizados quatro experimentos independentes 

e a significância estatística adotada com valor de p>0,05. 
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4 RESULTADOS
1
 

 

 

4.1 Avaliação da viabilidade celular após inibição específica de STAT3 

 

 

 A via de sinalização de STAT3 está constantemente ativada em câncer de pulmão, 

mama, cólon, entre outros. A inibição de STAT3 em alguns desses cânceres resulta em 

apoptose tanto in vitro quanto in vivo (LUI et al, 2015). 

 Para avaliar a relevância da sinalização por STAT3 para a viabilidade da linhagem de 

câncer de mama MDA-MB-231, uma linhagem STAT3 dependente, foi realizado teste de 

viabilidade após inibição específica por Stattic através do ensaio de WST-1. Os resultados 

apresentados na Figura 6 mostram que a concentração de 10 µM do inibidor Stattic afeta a 

viabilidade celular, mantendo cerca de 60 % das células viáveis nos intervalos analisados. A 

partir de 10 µM, há alteração de 40 % a 60 % da viabilidade celular nas primeiras 24 h. 

 

Figura 6 - Curva de viabilidade celular em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 

Stattic. N=3. 

 

 

Fonte: GraphPad Prism 5.0 

  

                                                           
1
 A partir deste tópico, caveol e cafestol serão mencionados como “CK”. 
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4.2 Avaliação da viabilidade celular após tratamento com CK e Doxorrubicina 

 

 

 Para avaliação de citotoxicidade causada por caveol e cafestol, as células MDA-MB-

231 foram tratadas com concentrações variadas dos compostos, sendo 10 µM, 25 µM, 50 µM 

e 100 µM, nos períodos de 24 h, 48 h e 72 h. A viabilidade foi avaliada por ensaio WST-1. 

Como observado na Figura 7, não houve diferença de viabilidade celular entre as diferentes 

concentrações e tempos, em resposta ao tratamento com CK. A viabilidade variou entre 96 % 

e 103 % nas primeiras 24 h, 94 % e 100 % em 48 h e 92 % e 96 % em 72 h. Por este motivo, 

foi escolhida para tratamento dos demais experimentos, a concentração de 100 µM de CK por 

24 h. 

 

Figura 7 - Curva de viabilidade celular em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com CK. 

DMSO=dimetilsulfóxido. CK=caveol e cafestol. N=3. 

 

 
Fonte: GraphPad Prism 5.0 

  

 

A toxicidade das células MDA-MB-231 por Doxorrubicina foi anteriormente 

padronizada por nosso grupo. Portanto, a concentração de 10 nM de Doxorrubicina foi 

escolhida para tratamento combinado com 100 µM de CK, uma vez que reduz a viabilidade 

celular a aproximadamente 80 % em 24 h.   
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4.3 Avaliação do efeito do co-tratamento de CK e Doxorrubicina 

 

 

 Para avaliação da influência de caveol e cafestol na viabilidade celular de MDA-MB-

231 em co-tratamento, as células foram tratadas com as concentrações 10 µM, 25 µM, 50 µM 

e 100 µM de CK, nos períodos de 24 h, 48 h e 72 h combinado com 10 nM de Doxorribucina. 

A viabilidade foi avaliada por ensaio WST-1. É possível observar que, de modo geral, o co-

tratamento resultou em proteção da morte celular induzida pela droga, como mostra a Figura 

8. Comparado com Doxorrubicina, que manteve a redução da viabilidade celular de MDA-

MB-231 em aproximadamente 50 % nos períodos analisados, todas as concentrações do co-

tratamento com CK resultaram em maior sobrevivência nos períodos analisados. Nas 

primeiras 24 h, a viabilidade variou entre 105 % e 120 % reduzindo para 90 % a 105 % em 48 

h e 95 % a 115 % em 72 h. Logo, o tratamento com CK inibiu o efeito da Doxorrubicina. 

 

  

Figura 8 - Curva de viabilidade celular em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com CK 

e Doxorrubicina. DMSO: dimetilsulfóxido. CK: caveol e cafestol. Dx: 

Doxorrubicina. N=3. 

 

 

Fonte: GraphPad Prism 5.0 
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4.4 Avaliação do efeito de CK na migração celular 

 

 

 A migração celular é uma característica de tumores agressivos, como subtipo triplo 

negativo de câncer de mama, que permite a colonização de novos sítios tumorais. Para 

avaliação do efeito de caveol e cafestol na capacidade de migração celular da linhagem MDA-

MB-231, as células foram tratadas com concentrações de 10 µM, 25 µM, 50 µM e 100 µM 

durante 24 h. Os resultados foram obtidos por microscopia e mostram que todas as 

concentrações de CK interferiram na capacidade migratória da linhagem (Figura 9). Contudo, 

devido à variação dos resultados nas diferentes concentrações e o bloqueio parcial da 

migração, os resultados mostram que CK retardaram a migração celular em 24 h. 

 

 

Figura 9 - Avaliação da migração de cultura de células MDA-MB-231 tratadas com diferentes 

concentrações de CK por 24 h. CTL: controle. CK: caveol e cafestol. Aumento: 

100x. N=3. 

 

 

 Fonte: A Autora, 2016. 

 

 

Visto que a linhagem utilizada como modelo de estudo é dependente de STAT3 e que 

a inibição desta proteína acarreta redução da migração celular, a concentração de 100 µM de 

CK foi combinada com 5 µM de Stattic por 24 h. Como observado na Figura 10, o co-

tratamento com CK não reverteu o bloqueio da migração celular causada pela inibição de 
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STAT3. Logo, os resultados mostram que a migração celular é dependente de STAT3 e CK 

não impedem a migração celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora, 2016. 

 

 

4.5 Avaliação do efeito de CK na capacidade invasiva 

 

 

 Um fator importante para a metástase do tumor é a capacidade das células de invadir 

novos tecidos, processo estritamente relacionado com o potencial migratório. Para avaliação 

do efeito de caveol e cafestol na capacidade invasiva da linhagem MDA-MB-231, as células 

foram tratadas com concentração de 100 µM por 24 h. Os resultados foram obtidos por 

microscopia e mostram média de 3,85 (+- 1,79) e 5,26 (+- 2,29) células migradas por campo 

no controle e no tratamento com CK, respectivamente (  

Figura 10 - Avaliação da migração de cultura de células MDA-MB 231 tratadas com 100 µM 

de CK e com 5 µM de Stattic por 24h. CTL: controle. CK: caveol e cafestol. 

Aumento: 100x. N=3. 
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Figura 11). Desta forma, não houve diferença de invasão celular entre o controle e o 

tratamento. 
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Figura 11 - Avaliação capacidade invasiva de cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 

100 µM de CK por 24 h. A. Número de células que migraram por campo. B. 

Imagem representativa. CTL: controle. CK: caveol e cafestol. Aumento: 200x. 

N=3. 

 

 

    

 Fonte: A Autora, 2016. 

 

 

4.6 Avaliação do efeito de CK na morte celular 

 

 

 A fim de avaliar o efeito de caveol e cafestol no controle da morte celular das células 

MDA-MB-231, foi feita incubação com a sonda Anexina-V para determinar a fração de 

células em apoptose. As células foram tratadas com concentração de 100 µM de CK por 24 h 

e os resultados foram avaliados por citometria de fluxo. O tratamento com CK reduziu a taxa 

de células em apoptose, porém não foi significativo. A porcentagem de células em apoptose 

no tratamento com CK foi 7,66 % (+-0,57) enquanto o grupo controle foi de 10,66 % (+-0,57) 

(Figura 12). 

CTL CK 100 µM 

A 

B 

20.0 µm 
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Figura 12 - Avaliação da porcentagem da cultura de células MDA-MB-231 em apoptose 

tratadas com 100 µM de CK por 24 h. A2: gráfico da população de células 

obtido por citometria de fluxo. B: Representação da figura A em barras. CTL: 

controle. CK: caveol e cafestol. N=5. 

 

 

 Fonte: A Autora, 2016. 

 

 

4.7 Avaliação do efeito de CK no estresse oxidativo 

 

 

 As células tumorais possuem uma regulação diferenciada do estresse oxidativo em 

comparação com as células sadias, devido às características do microambiente tumoral. A fim 

                                                           
2
 Figura baseada em: CHAE, J.; JEON, Y.; SHIM, J. Anti-Proliferative Properties of Kahweol in Oral Squamous 

Cancer Through the Regulation Specificity Protein 1. Phytotherapy Research. v. 1886, n. September, p. 1879–

1886, 2014. 

 

A 

B 
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de avaliar o efeito de caveol e cafestol sob o metabolismo celular da linhagem MDA-MB-231, 

foi feita incubação com a sonda DCF-DA para determinar os níveis de espécies reativas de 

oxigênio. As células foram tratadas com concentração de 100 µM de CK por 24 h e os 

resultados foram avaliados por citometria de fluxo. Devido às muitas variações entre 

experimentos individuais, incluindo o controle, os resultados da análise de ROS (Figura 13) 

foram inconclusivos. 

 

 

Figura 13 - Avaliação da porcentagem de espécies reativas de oxigênio em cultura de células 

MDA-MB-231 tratadas com 100 µM de CK por 24 h. CTL: controle. CK: caveol 

e cafestol. N=5. 

 

Fonte: A Autora, 2016. 

 

4.8 Avaliação do efeito de CK no nível de mRNA dos genes STAT3 e VEGFA 

 

 

O fator de transcrição STAT3 atua em diferentes vias de sinalização celular e é a 

linhagem MDA-MB-231 é dependente da sua sinalização. A proteína VEGF é um fator de 

crescimento utilizado como marcador para angiogênese. Para avaliar o efeito de caveol e 

cafestol sob os níveis de transcritos desses genes, as células MDA-MB-231 foram tratadas 

com 100 µM de CK por 24 h e os níveis de RNA mensageiro foram determinados por RT-

qPCR. Devido à variação experimental, os resultados do tratamento com CK sobre os níveis 

de mRNA de STAT3 ( 

Figura 14 A) e VEGF ( 
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Figura 14 B) não foram conclusivos. 

 

 

Figura 14 - Avaliação dos níveis de RNA mensageiro de STAT3 (A) e VEGFA (B) em 

cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 µM de CK por 24 h. CTL: 

controle. CK: caveol e cafestol. N=3. 

 

 

Fonte: A Autora, 2016. 

 

 

4.9 Avaliação do perfil global de expressão gênica após tratamento com CK 

 

 

Caveol e cafestol são moléculas com função pouco conhecida na literatura e uma 

avaliação panorâmica do efeito de CK na expressão gênica ainda não foi realizada. Com o 

intuito de conhecer o perfil global de expressão gênica das células MDA-MB-231 na presença 

de CK, as células foram tratadas com 100 µM de CK por 24 h e o RNA total foi extraído para 

avaliação por microarranjo. Os resultados mostram que o tratamento com CK alterou a 

expressão de 921 genes em, pelo menos, 2 vezes. Dentre eles, 274 tiveram sua expressão 

regulada positivamente e 647 tiveram sua expressão regulada negativamente. 

 Cada grupo de genes foi individualmente avaliado pelos softwares TAC e STRING 

para classificação funcional e molecular. Após o refinamento da análise fornecida pelo 

software TAC, o resultado apresentou os genes agrupados de acordo com a via de sinalização 

de atuação e o resultado foi refinado de forma a selecionar aquelas relevantes para o câncer, 

totalizando 20 vias (Tabela 2). Pode-se destacar que o tratamento com CK regulou de forma 

positiva a expressão de genes associados com a modificação de histonas, como isoformas de 

A 

B A 
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HIST1H3 e HIST1H4, e regulou negativamente a expressão de genes relacionados com vias 

de inflamação, como TNF-α, TGF-β, citocinas e genes relacionados à resposta inflamatória e 

JAK/STAT. 

 

Tabela 2 - Síntese das vias de sinalização e seus respectivos genes com expressão alterada em 

cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 µM de CK por 24 h. 

 

Via de sinalização Genes mais expressos Genes menos expressos 

Modificação de histonas HIST1H3A; HIST1H3B; 

HIST1H3C; HIST1H4A; 

HIST1H4B; HIST1H4D 

 

Senescência e autofagia em 

câncer 

 INHBA; ILA; IL1B; IL6ST; 

SERPINB2; PLAU; IFI16 

Sinalização de VEGFA e 

VEGFR2  

 PLAU; FRS2; ATF2; 

EGR1; NFATC2; 

ADAMTS1; CXCL8;  

Sinalização de TGF-beta  EID2 KLF10; SKIL; FOSB; 

ATF3; ATF2; ZEB1 

Sinalização do receptor de 

vitamina D  

 NFATC2; ATP2B1; KLF4; 

TNFAIP3; HIF1A; 

DUSP10;  

Sinalização do receptor de 

antígeno de célula T (TCR)  

 NFATC2; REL; IL1A; 

IL1B; ATF2 

Sinalização do receptor do 

hidrocarboneto de arilo 

 AHR; IL1B; SERPINB2; 

HES1 

Sinalização de EGF/EGFR   ERRFI1; RICTOR; FOSB 

Sinalização de MAPK  DUSP10; IL1A; IL1B; 

ATF2 

Sinalização de Oncostatina 

M  

 IL6ST; RICTOR; EGR1; 

HIF1A 

Sinalização de IL-1   IL1A; IL1B; REL; ATF2 

Adesão focal MYL6 BIRC3 

Sinalização de NRF2  CYP2A6;  EGR1 

Sinalização de TNF alfa   BIRC3; TNFAIP3; REL;  

Sinalização de interferon 

alfa/beta 

 EGR1; IFIT3; IFIT2 

Sinalização de interferon 

tipo II  

 IFIT2; IL1B 

Citocinas e resposta 

inflamatória 

 IFIT2; IL1B 

Sinalização de JAK/STAT  IL1B; REL 

Sinalização de AGE/RAGE   HIF1A; ATF2 

Metaloproteinase MMP23A; MMP23B  

Fonte: Dados obtidos pelo software TAC. 
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4.9.1 Genes regulados positivamente 

 

 

 A busca dos grupos de genes regulados positiva e negativamente realizada no banco 

de dados STRING mostrou os genes agrupados de acordo com interações entre eles e 

classificação funcional. Em relação aos genes com expressão aumentada após tratamento com 

CK, a Figura 15 destaca a complexa interação funcional entre os genes como HIST1H1 

(cluster 1 de histonas membro H1), HIST1H2 (cluster 1 de histonas membro H2), HIST1H3 

(cluster 1 de histonas membro H3), e HIST1H4 (cluster 1 de histonas membro H4), além de 

HIST2H2 (cluster 2 de histonas membro H2) (destaque em preto). Alguns deles foram 

reconhecidos como pertencentes à via de modificação de histonas pelo software TAC, como 

HIST1H3 e HIST1H4. 

 

Figura 15 - Rede de genes regulados positivamente após tratamento de MDA-MB-231 com 

100 µM de CK por 24 h. 

 

Destaque em preto e vermelho: genes da via de modificação de histonas. Fonte: STRING 10.0. Cor da linha: 
 

 Considerando que ambos os softwares destacaram um 
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grupo de genes associados à modificação de histonas, todas as isoformas de HIST1H1, 

HIST1H2, HIST1H3, HIST1H4, HIST2H2 foram analisadas segundo sua função e localização, 

nos bancos de dados GeneBank, Pfam e USCS Genome Browser. Os resultados presentes na 

Tabela 3 mostram que todos os genes HIST1H fazem parte de um cluster localizado no 

cromossomo 6 e os dois genes de HIST2H2, por sua vez, se localizam num cluster no 

cromossomo 1, todos em lócus muito próximos. A análise funcional dos genes HIST1H2, 

HIST1H3 e HIST1H4 mostrou que seus produtos formam o octâmero de histonas do 

nucleossomo, necessário para o enovelamento da cromatina.  

 

 

Tabela 3 - Localização dos genes de modificação de histonas com expressão regulada 

positivamente em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 µM de CK 

por 24 h. 

 

Gene Posição Localização 

HIST1H1C Cromossomo 6 26055787-26056428 

HIST1H1E Cromossomo 6 26156354-26157107 

HIST1H2AB Cromossomo 6 26033176-26033568 

HIST1H2AC Cromossomo 6 26124145-26139102 

HIST1H2AH Cromossomo 6 27147129-27147515 

HIST1H2AK Cromossomo 6 27837947-27838339 

HIST1H2BB Cromossomo 6 26043277-26043657 

HIST1H2BO Cromossomo 6 27893463-27893843 

HIST1H3A Cromossomo 6 26020490-26020900 

HIST1H3B Cromossomo 6 26031650-26032060 

HIST1H3C Cromossomo 6 26045411-26045821 

HIST1H4A Cromossomo 6 26021679-26021990 

HIST1H4B Cromossomo 6 26026815-26027252 

HIST1H4C Cromossomo 6 26103876-26104310 

HIST1H4D Cromossomo 6 26188765-26189076 

HIST2H2AB Cromossomo 1 149887524-149887916 

HIST2H2BE Cromossomo 1 149884459-149886652 

 
Fonte: Dados obtidos pelo banco de dados USCS Genome Browser. 

 

 

 A rede de interação gênica fornecida pelo STRING mostra também três genes que 

interagem com o grupo de histonas: ASF1 (Chaperona de histona função anti-silenciamento 

B1), RBM43 (Proteína 43 ligadora de motivo de RNA) e MCM5 (Componente 5 do complexo 
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de manutenção do microcromossomo) (Figura 16, destaque em vermelho). A análise da 

função destes genes (Tabela 4) mostra que eles estão relacionados à replicação do DNA, que 

por sua vez, é regulada pela modificação de histonas. Logo, esses resultados apontam que o 

tratamento com CK parece aumentar a expressão de um grupo de genes relacionados ao 

controle da expressão gênica.  

 

 

Tabela 4–Descrição funcional dos genes ASF1, RBM43 e MCM5. 

 
Gene Função 

ASF1B Chaperona de histona função anti-silenciamento B1. Proteína chave para a estrutura do 

nucleossomo através do forncecimento de histonas durante o ciclo celular. 

RBM43 Proteína 43 ligadora de motivo de RNA. Proteína de ligação a ácidos nucléicos e nucleotídeos. 

MCM5 Componente 5 do complexo de manutenção do microcromossomo. Proteína de ligação à 

cromatina, superexpressa na transição de G0 para G1/S. 

 

Fonte: Dados obtidos pelo banco de dados GeneBank e NCBI Gene. 

 

 

4.9.2 Genes regulados negativamente 

 

 

 No que se refere aos genes regulados negativamente (Figura 16), a análise do STRING 

mostrou uma grande rede de interação gênica, mais ampla e menos complexa, centralizada em 

dois pólos. Porém, foram analisados os genes com as interações mais destacadas, cuja 

interação tinha maior número de ligações (linhas). No geral, é possível observar que a parte 

central da rede (destaque em preto), é composta por genes associados à resposta imune, como 

IL1 e IL8, IFIT2 e IFIT3 (proteína induzida por interferon 2 e 3), HIF1A (fator 1 induzido por 

hipóxia), SNAIL1(repressor transcricional 1), NFAT2 (fator nuclear de células T), 

EGR1(proteína 1 de resposta ao crescimento) e ATF (fator de transcrição), conhecidos fatores 

pró-inflamatórios. A parte superior da rede (destaque em vermelho) é composta por genes 

relacionados à divisão celular, como TOPA2 (topoisomerase 2 alfa), RPSA (proteína 

ribossomal SA), ECT2 (célula epitelial transformada 2), RPL31 (proteína ribossomal L31) e 

ARHGAP12 (proteína ativadora de Rho). 
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Figura 16 - Rede de genes regulados negativamente após tratamento de MDA-MB-231 com 

100 µM de CK por 24 h. 

 

Legenda: Destaque do grupo de genes associados à resposta imune (preto) e relacionados à replicação celular 

(vermelho). 

 Fonte: STRING 10.0. Cor da linha: 
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 Na análise individual dos genes descritos anteriormente, foi observado que os genes 

estão localizados em diferentes cromossomos, como EGR1 no cromossomo 5, IL8 no 4 e 

NFATC2 no 20, estando somente IL1A e IL1B em cluster no cromossomo 2. Conforme já 

apresentado na tabela obtida pelo TAC (Tabela 2), alguns genes estão relacionados a mais de 

uma via de sinalização, como EGR1, que atua na sinalização de interferon alfa, oncostatina M 

e NRF2, além de IL1 que está presente em oito das vinte vias de sinalização selecionadas.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 A cultura de células utilizada como modelo de estudo neste trabalho é semelhante ao 

subtipo molecular mais agressivo de câncer de mama, o triplo negativo, e é dita dependente 

do fator de transcrição STAT3 (EL HASASNA et al., 2016). Este está classicamente 

associado à regulação de diversas vias importantes para o desenvolvimento e resistência 

tumoral (AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016, FENG et al., 2016, EL HASASNA et 

al., 2016, MORALES; AGGARWAL; KAMAT, 2016, LEE et al., 2016). A avaliação da 

viabilidade celular após inibição específica de STAT3 por Stattic comprovou que a linhagem 

é dependente desta proteína (Figura 6). Logo, foi avaliado o efeito de CK sobre os níveis de 

RNA mensageiro de STAT3. Os resultados não permitiram um consenso sobre o efeito de CK 

nos nív eis de transcrito de STAT3 ( 

Figura 14), devido à variação entre os experimentos, o que se repetiu para o gene VEGFA ( 

Figura 14). Porém foi encontrado um único trabalho na literatura, em linhagem de 

adenocarcinoma de pulmão, mostrando que CK não interfere nos níveis de RNA mensageiro 

de STAT3 (KIM, HWANG, JEONG, 2009). Desta forma, para afirmar o efeito de CK sobre a 

expressão de STAT3 na linhagem MDA-MB-231, é necessário repetir o tratamento e a reação 

de amplificação, bem como a avaliação do nível proteico e de ativação da proteína. 

 Sabendo que não há muitos dados na literatura sobre os mecanismos e funções de CK 

no câncer, foi feita uma avaliação global do efeito de CK nos diferentes hallmarks do câncer 

(Figura 17), como proliferação, migração, invasão, metabolismo, além de expressão gênica. 

Assim, seria possível construir um panorama geral do papel de CK nos mecanismos 

essenciais de desenvolvimento tumoral e um direcionamento para a compreensão da sua 

função na biologia do câncer. 

  A proliferação celular sustentada é um dos hallmarks do câncer. As células tumorais 

perdem o controle refinado do ciclo celular devido às diversas alterações genômicas que 

surgem a cada replicação do DNA e aos fatores solúveis presentes no microambiente, que 

superestimulam a proliferação (HANAHAN & WIENBERG, 2011). O tratamento das células 

MDA-MB-231 com CK em diferentes concentrações e tempos sugere que eles não alteram a 

viabilidade e proliferação celular (Figura 7). Este efeito já foi encontrado em células Hepa-

1c1c7 após 24 h de tratamento (WU et al., 2014) e em linfócitos humanos após 30 minutos 

(BICHLER et al., 2007), onde CK também não interferiram na viabilidade. Entretanto, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamat%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454706
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Cárdenas, Quesada e Medina (2014) mostraram que a concentração de 60 µM de CK reduziu 

50 % da viabilidade de MDA-MB-231 em 24 h, bem como de outros tipos celulares (HT-

1080 de fibrosarcoma, HL-60 de leucemia). Majer e colaboradores (2005) observaram o 

mesmo efeito em células HepG2 (hepatoma) em outras concentrações. CK ainda tiveram 

efeito citotóxico em células de colo HT-29 de forma concentração-dependente, chegando a 50 

% e 60 % de viabilidade na concentração de 61 µM (CÁDERNAS et al, 2014) e 100 µM 

(CHOI et al., 2015) em 24 h. Derivados de CK, como palmitatos, também tiveram efeito 

concentração-dependente na redução da viabilidade, sendo as concentrações de 75 μM e 100 

μM tóxicas (MOEEFAARD et a., 2016). Visto que, na literatura, ainda existem divergências 

quanto o efeito e concentração de CK sobre a viabilidade celular e que, neste trabalho, não 

houve alteração da viabilidade após o tratamento, para a realização dos ensaios posteriores foi 

escolhida a maior concentração testada no menor tempo, ou seja, 100 µM em 24 h. 

 Para aumentar o sucesso do tratamento contra o câncer, atualmente, ele é baseado em 

quimioterapia, radioterapia e cirurgia. Com o intuito de avaliar se CK poderiam influenciar 

num tratamento combinado com quimioterapia, CK foram combinados com Doxorrubicina. 

Este é um fármaco de primeira linha utilizada no tratamento de tumores sólidos e líquidos, 

como mama, neuroblastoma e leucemias (DrugBank). O co-tratamento de CK com 

Doxorrubicina foi baseado no IC70 do medicamento em 24 h, definindo assim a concentração 

de 10 nM. Este IC foi escolhido porque poderia ocorrer uma interação entre os compostos e a 

combinação com concentrações mais elevadas da droga poderia matar todas as células por 

toxicidade, inviabilizando assim o experimento e também a relevância dos componentes para 

tratamento em pacientes. Como observado na Figura 8, após a combinação de CK com a 

droga, a viabilidade celular foi mantida, se comparada com a Doxorrubicina, que reduziu a 

viabilidade a 50 % nos períodos analisados. Sugere-se então que CK protegeu a célula da 

morte induzida pelo quimioterápico. Além disso, após 24 h de co-tratamento há um aumento 

não significativo na viabilidade celular em todas as concentrações de CK combinadas, o que 

não foi observado no tratamento individual de CK no mesmo período. Desta forma, para 

averiguar se o co-tratamento de CK com 10 nM de Doxorrubicina poderia causar um aumento 

da proliferação celular em 24 h, o que seria ruim para o tratamento, é necessário a repetição 

destes ensaios e avaliação da frequência de células nas diferentes fases do ciclo celular. 

Também deve-se considerar que existem outros quimioterápicos de primeira linha utilizados 

no tratamento contra o câncer, como Paclitaxel ou Ciclofosfamida, portanto, novas 

combinações de tratamento podem ser testadas, podendo ainda incluir a radioterapia. 
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Ademais, pode-se considerar a hipótese de que a Doxorrubicina não induza inflamação ou que 

outras linhagens celulares tenham processo inflamatório mais complexo que a linhagem 

estudada, o que permitiria um melhor efeito de CK.  

 Dois mecanismos muito importantes para o desenvolvimento tumoral são os processos 

de migração e invasão para outros tecidos, características de tumores mais agressivos. 

Durante esses processos, as células tumorais conseguem atravessar a circulação sanguínea e o 

sistema linfático, chegando a tecidos distantes do sítio inicial, caracterizando a metástase (HE 

et al, 2016). A fim de investigar se CK afetam esses mecanismos, foram feitos os ensaios de 

motilidade, Wound healing, e invasão por matrigel. Os resultados do ensaio de Wound healing 

com diferentes concentrações de CK mostram que os compostos interferiram no potencial 

migratório da linhagem (Figura 9). Contudo, visto que a diferença de migração entre as 

concentrações foi muito pequena, não foi possível diferenciar ou mensurar a taxa de inibição 

causada pelo tratamento. Além disso, considerando que não houve bloqueio total da migração 

celular em 24 h, pode-se concluir que o tratamento, aparentemente, apenas retardou o 

processo migratório. Na literatura, Cárdenas, Quesada e Medina (2011) observaram 66 % de 

inibição da migração em 24 h com 75 µM de caveol, enquanto Moeenfard e colaboradores 

(2016), 10 % e 20 % de redução com 50 µM de palmitatos de cafestol e caveol, 

respectivamente, porém sem significância estatística. Os resultados foram encontrados pela 

mesma metodologia, porém com linhagem de célula endotelial (HUVEC). Então, 

considerando as diferenças entre os três estudos, para afirmar se CK atuam na migração 

celular da linhagem MDA-MB-231, é importante considerar que 24 h pode não ser suficiente 

para sua ação, que seja necessário uma concentração maior do que 100 µM ou ainda, que CK 

não sejam capazes de interferir no potencial migratório desta linhagem. Tudo isso evidencia a 

necessidade da realização de mais experimentos. 

 A capacidade de invadir outros tecidos é outro mecanismo essencial para o 

desenvolvimento tumoral e está correlacionada com o potencial de migração celular. A 

metástase começa com a invasão do tecido que circunda o tumor, através da expressão de 

proteínas que degradam a matriz extracelular e membrana basal, permitindo assim a chegada 

à corrente sanguínea. Durante esse deslocamento, as células devem alterar seu fenótipo para 

auxiliar o sucesso dessa transição epitélio-mensênquima, que depende de fatores posteriores, 

como sobrevivência na circulação e microambiente favorável no novo sítio de colonização 

(HE et al, 2016; STEEG, 2016; CABARROT, 2012). Os ensaios de invasão realizados neste 

estudo não tiveram significância devido ao pequeno número de experimentos. Não foi 
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encontrado, na literatura, este tipo de ensaio com CK nesta linhagem. Apenas Cárdenas, 

Quesada e Medina (2011) mostraram que o tratamento com 75 µM de CK por 4 h, foi capaz 

de inibir em 52 % a invasão em células HUVEC. Desta forma, não é possível discutir sobre o 

efeito de CK no potencial invasivo da linhagem. Somado ao ensaio de migração, os resultados 

apontam que a concentração de 100 µM de CK não é capaz de interferir nesses processos 

celulares relacionados à metástase. Analisando o resultado do microarranjo de DNA, se 

observa que o tratamento foi capaz de aumentar a expressão dos genes MMP23A e MMP23B 

(Tabela 2), ambos importantes na degradação da matriz extracelular, fatores críticos para o 

processo invasivo (LEE et al., 2016). Desta maneira, pode-se sugerir que CK atuam na 

regulação da expressão de genes relacionados ao processo de invasão tumoral nesta linhagem, 

porém não interferem no processo in vitro. 

 O desenvolvimento vascular é intenso durante o desenvolvimento embrionário. Na 

fase adulta, esse processo se torna amplamente quiescente, sendo reativado de forma 

transiente durante a cicatrização, crescimento tecidual e ciclo reprodutivo feminino. 

Contrariamente, para a progressão do tumor, a angiogênese está quase sempre ativada, de 

forma a sustentar o crescimento tumoral e metástase, definindo-a como outro o hallmark do 

câncer (HANAHAN & WEINBERG, 2011; MOEENFARD et al, 2016). O fator de 

crescimento VEGF é o marcador clássico de neovascularização, atuando sobre a via de Akt e 

Erk (MOEENFARD et al, 2016) e o nível de seu transcrito foi avaliado por RT-qPCR. Como 

observado na  

Figura 14, não foi possível definir o efeito de CK sob os níveis de RNA mensageiro de 

VEGFA. Logo, é necessário repetir os ensaios para diminuir a diferença entre os 

experimentos e afirmar qual é o efeito de CK sobre ele. Em relação à angiogênese, foi 

demonstrado in vivo que caveol teve efeito inibitório na vascularização de ovos de galinha 

(CÁRDENAS, QUESADA, MEDINA, 2011) e que 50 µM de palmitatos de CK reduziram a 

expressão do receptor de VEGF2, porém não alteraram a expressão de Erk. 

 A resistência tumoral à morte é outro processo crucial para o desenvolvimento 

tumoral. Oriunda do tratamento, que elimina as populações mais sensíveis e seleciona as mais 

resistentes, ou característica intrínseca ao tumor, combater este mecanismo é um dos grandes 

desafios das terapias atuais. A apoptose é uma barreira natural contra o desenvolvimento do 

câncer. Este processo é finamente regulado por fatores pró e anti-apoptóticos, como membros 

da família Bcl-2, envolvendo uma cascata de sinalização caracterizada por alterações 

morfológicas, metabólicas, entre outros (KIM, HWANG, JEONG, 2009; HANAHAN & 
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WEINBERG, 2011). A avaliação do efeito de CK na apoptose em células MDA-MB-231 

mostrou que o tratamento reduziu a porcentagem de células apoptóticas, comparado com o 

controle (Figura 12). Desta forma, os resultados sugerem que 100 µM de CK reduz a taxa 

basal de células em apoptose de 10 % para 7 %, o que resulta na manutenção da taxa de 

viabilidade celular. À nível de expressão gênica, resultado inverso foi encontrado por Kim e 

colaboradores (2009), cujo tratamento de células A549 com 20 µM e 40 µM de CK aumentou 

os níveis de transcritos de genes pró-apoptóticos (Bax) e reduziu aqueles de genes anti-

apoptóticos (Bcl-2 e Bcl-xl). Aumento da ativação dos pró-apoptóticos caspase-3 e PARP, 

com concomitante redução da ativação de Bcl-2, Akt e expressão de HSP70 também foi 

reportado em células HT-29 após 16h de tratamento com CK (CHOI et al., 2015). Cárdenas, 

Quesada e Medina (2014) também mostraram que 50 µM de CK aumentam a porcentagem de 

células MDA-MB-231 em subG0, indicando apoptose; assim como Oh e colaboradores 

(2009) encontraram que caveol aumenta de forma concentração-dependente a taxa de células 

em subG0. Por outro lado, 25 µM não tiveram efeito em células HUVEC (CÁRDENAS, 

QUESADA, MEDINA, 2011).  

 Quando se trata das células tumorais, a redução da taxa de apoptose pode refletir numa 

resistência tumoral. É interessante fazer uma avaliação de marcadores moleculares, como 

Blc2, PARP e caspases, e também é importante avaliar o efeito de CK neste processo em 

células não tumorais, para determinar se eles poderiam realmente favorecer o 

desenvolvimento tumoral ou se poderiam ser uma alternativa para a questão não seletiva da 

quimioterapia. 

 Do ponto de vista clínico, os achados discutidos até aqui mostram que CK favorecem 

o desenvolvimento tumoral. Neste trabalho, o tratamento com CK não afetou a viabilidade 

celular, protegeu a célula da morte induzida por um quimioterápico de primeira linha, não 

impediu a migração e invasão celular e, finalmente, reduziu a taxa de células em apoptose. 

Contudo, é muito importante considerar que ainda há poucos estudos com esses diterpenos e 

alguns resultados sobre os hallmarks do câncer divergem de acordo com o tipo celular. 

 O metabolismo energético alterado é uma característica típica tumoral devido ao 

intenso processo proliferativo e ao microambiente local (HANAHAN & WEINBERG, 2011). 

Dentro do tumor há uma grande variação da concentração de oxigênio devido à rápida 

proliferação celular e às diferentes áreas tumorais: a camada mais externa - com alta 

disponibilidade de oxigênio - , intermediária - com baixos níveis de oxigênio - e interna ou 

necrótica - ausência de oxigênio - (DENEKAMP & DASU, 1999; VAUPEL & HARRISON, 
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2004). Essa diferença espacial também reflete em diferença metabólica e, consequente, em 

estresse oxidativo. Este é causado pelas espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio 

(NOS) presentes em concentrações diferentes nas células, o que está relacionado à resistência 

tumoral e inflamação (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013). 

 Neste trabalho, o resultado da avaliação dos níveis de ROS por citometria de fluxo não 

foi conclusivo (Figura 13). Neste tópico, além, de uma interpretação do resultado, cabe a 

análise de outros pontos. Primeiro, os níveis de ROS de MDA-MB-231 já foram 

padronizados, anteriormente, pelo grupo. O percentual de células marcadas positivamente 

quanto à variável em questão costuma variar de 25 % a 30 %, então, mesmo com um desvio 

considerável, uma média de 60 % de ROS no controle está acima do normal e deve ser 

questionada. Segundo, a citometria de fluxo é uma metodologia muito sensível, portanto, 

pequenas variações durante a cultura das células podem interferir no resultado final. Logo, a 

ausência de padronização da fase de crescimento celular no momento do preparo do 

experimento, pode justificar a enorme variação no tratamento, bem como no controle. Assim 

sendo, para a avaliação do metabolismo celular oxidativo por citometria de fluxo, deve-se 

padronizar de forma bastante precisa todo o cultivo celular para evitar desvios muito grandes 

entre os experimentos. Ainda, pode-se considerar uma metodologia menos refinada para a 

análise, como ensaio colorimétrico de LDH ou peroxidação de lipídios por TBARS, como 

utilizado por Lee e Jeong (2007). Terceiro, como visto nos resultados anteriores, algumas 

condições de tratamento deste trabalho foram diferentes dos outros trabalhos. O efeito 

antioxidante de CK foi observado em linhagem de camundongo, NIH3T3, nas concentrações 

de 1 µM, 5 µM e 10 µM (LEE e JEONG, 2007). Também foi determinado pelos níveis de 

transcritos de NRF2 – principal regulador de genes citoprotetores na resposta ao estresse 

oxidativo - e proteico de seu alvo NQO1 em células AREc32 (estáveis derivadas de MCF7) 

tratadas por 24 h com CK separadamente (WU et al., 2014). O aumento de NQO1 também foi 

observado em células MEF (fibroblastos embrionários de camundongo) tratadas com 30 µM 

de CK por 24 h (HIGGINS et al., 2008). Somente Bichler e colaboradores (2007) mostram 

através de um estudo em humanos, que caveol e cafestol causaram apenas “efeitos marginais” 

sob os níveis de ROS, sugerindo assim que o efeito antioxidante é proveniente de “outros 

constituintes”. 

 Outra forma de avaliação das diferenças entre os resultados deste trabalho com a 

maioria dos outros citados pode ser a mistura de cafestol e caveol. A proporção de cafestol e 

caveol foi 54,1:45,6  e pureza superior a 99 %, assim como dos trabalhos citados. Essa 
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mistura é bastante comum nos modelos de estudo devido à dificuldade de isolamento dos dois 

diterpenos causada pela similaridade estrutural, apenas um átomo de Hidrogênio de diferença, 

como observado na Figura 5. Além disso, caveol é altamente instável, o que dificulta ainda 

mais o isolamento desta molécula e a garantia de sua atividade. Em outras palavras, apesar de 

todas as precauções de armazenamento da solução, as diferenças de resultado não somente 

deste trabalho em relação aos outros, como entre os estudos com esses diterpenos, podem ser 

justificadas pela característica volátil de caveol. 

 Na fase final deste trabalho, foi possível fazer uma análise global da expressão gênica 

de MDA-MB-231, após tratamento com CK, por microarranjo de DNA, o que ainda não foi 

descrito na literatura. A avaliação global da expressão gênica permitiu uma visão panorâmica 

do comportamento celular na presença de CK, o que permitiu a descoberta de uma possível 

atuação de CK em vias de inflamação e regulação da expressão gênica. No total, 921 genes 

tiveram sua expressão alterada no tratamento, 274 regulados positivamente e 647 regulados 

negativamente, sendo semelhantes os resultados apresentados pelos softwares TAC e 

STRING. Ambas as análises de cada grupo de genes apresentaram resultados semelhantes, 

porém com variações entre eles. 

 No que se refere aos genes com expressão aumentada (Figura 15), após o refinamento 

dos resultados fornecidos pelo TAC, o grupo de genes modificadores de histonas teve 

bastante destaque, com seis genes alterados num total de onze. O interessante é que a análise 

realizada no banco de dados STRING, mesmo sem o refinamento dos genes, também mostrou 

uma rede composta, majoritariamente, por genes de histonas. Alguns genes estavam na tabela 

obtida pelo TAC (Tabela 2), como HIST1H3 e HIST1H4, porém o STRING incluiu outros 

genes da via de modificação de histonas, como isoformas de HIST1H1, H2, H3 e H4, além de 

HIST2H2AB e HIST2H2AB. Após uma busca detalhada sobre a função, localização e símbolo 

dos genes, os resultados parecem mostrar que CK atuam na regulação de fatores 

extremamente importantes no controle da expressão gênica.  

 Os genes de histona compõem 15 superfamílias (Pfam: Clan: Histone (CL0012)) e 

como observado na Tabela 3, estão localizados em cluster em dois cromossomos diferentes, 

sendo HIST1H1, H2, H3 e H4 no cromossomo 6 e HIST2H2 no cromossomo 2. Isso poderia 

explicar o fato de todos eles estarem regulados positivamente, já que estão em lócus muito 

próximos, como observado na Figura 18, que mostra o tamanho total da região ocupada pela 

família de genes HIST1H, entre p22.1 e p22.3, 5kb (GUGLIELMI; ROCHELLE; TJIAN, 

2013). 
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 O aumento da expressão destes genes em conjunto pode ser simplesmente pela 

proximidade do lócus no cromossomo. Porém, ao analisar os genes ASF1B, MCM5 e RBM43, 

também apresentados na rede de interação do STRING, outra hipótese pode ser considerada. 

Estes genes se localizam nos cromossomos 2  (RBM43), 19 (ASF1B) e 22 (MCM5), ou seja, o 

aumento sua expressão não pode ser justificada pela proximidade do lócus. Ao analisar 

individualmente cada gene, observa-se que todos estão relacionados com o controle da 

expressão gênica (Tabela 4). HIST1H2, H3 e H4 são os componentes do octâmero de histonas 

do nucleossomo, como mostrado na Figura 19. Essas estruturas sofrem modificações 

colaventes pós-traducionais que são essenciais para o controle da expressão gênica, sendo 

classificadas como modificações epigenéticas. O HIST1H1, não faz parte do complexo, 

porém é uma proteína ligadora do DNA entre o nucleossomo e atua na compactação da 

cromatina em estruturas mais ordenadas (GeneBank). HIST2H2, por sua vez, também é um 

componente do nucleossomo, MCM5 um componente do complexo de manutenção de 

microcromossomo, ASF1 é a principal chaperona responsável pela estrutura do nucleossomo, 

fornecendo histonas para o enovelamento da cromatina e RBM43 ainda não possui função 

descrita, porém parece atuar através de ligação a ácidos nucleicos. Logo, o aumento da 

expressão desses genes pode ser uma forma de regulação equilibrada desses reguladores que, 

como resultado, regulam a expressão de outros genes, como por exemplo, os genes pró-

inflamatórios apresentados na Tabela 2. Esta hipótese pode ser justificada pelos dados 

apresentados nesta Tabela 5, onde 80 dos 82 genes regulados positivamente, analisados no 

STRING, estão relacionados à vias de controle da regulação gênica. 

 Um dado interessante é que HIST1H1 é transcrito durante toda a fase S, enquanto as 

histonas do octâmero são transcritas somente no período inicial dessa fase (GUGLIELMI; 

ROCHELLE; TJIAN, 2013), o que pode estar associado ao tempo necessário para a tradução 

e enovelamento das proteínas do octâmero ao mesmo tempo em que o DNA é replicado. Para 

confirmar esses resultados, seria interessante validar que a expressão desses genes está 

relacionada ao tratamento com CK, incluindo avaliação de níveis proteicos e estrutura da 

cromatina. 

 Sobre os genes com expressão regulada negativamente após tratamento com CK, a 

Figura 20 apresenta o resultado completo fornecido pelo banco de dados STRING. O software 

possui uma ferramenta que apresenta apenas os genes com alguma interação (genes contendo 

linhas de interação). A fim de facilitar a interpretação dos resultados, apenas os genes com 

interação foram mantidos, como apresentado na Figura 16. Ainda assim, uma análise 
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detalhada tornaria a discussão mais extensa. Para facilitar a interpretação, esses genes foram 

organizados em dois grupos com funções ligeiramente diferentes pelo STRING, como 

observado a formação de dois polos na Figura 16. Uma parte dos genes está relacionada à 

replicação celular enquanto a outra está relacionada à resposta inflamatória (Tabela 6). A 

interpretação do destaque em vermelho (Figura 16) sugere que o tratamento com 100 µM de 

CK reduziu a expressão de genes importantes para a divisão celular, como as proteínas 

ribossomais SA (RPSA) e L31 (RPL31), ambas associadas à estrutura ribossômica necessária 

para tradução de RNA mensageiro, bem como de TOPA2, uma topoisomerase muito 

importante durante a replicação do DNA e um importante marcador de ciclo celular 

(GeneBank). 

 Quanto ao segundo grupo de genes destacados pelo STRING (destaque em preto na 

Figura 20), observa-se a correlação com resposta inflamatória, processo também encontrado 

pelo software TAC (Tabela 2), cuja maioria das vias de sinalização relevantes para o câncer 

foram aquelas de inflamação. As interleucinas 1A e 1B fazem parte da cascata de ativação de 

apoptose e atuam nas vias de sinalização de TGF beta e JAK-STAT. As isoformas de IFIT, 

IFIT2 e IFIT3, formam um complexo proteico dependente de interferon que participa da 

resposta imune antiviral (GeneBank), bem como da via de sinalização de interferon. HIF1 

alfa, faz parte de um complexo associado ao mau prognóstico tumoral, já que estimula a 

transcrição de genes relacionados com os hallmarks do câncer, como proliferação, migração e 

resistência à apoptose em ambientes de hipóxia (AEBERSOLD, 2001; PENNACCHIETTI et 

al., 2003). REL, também conhecido como NF-kappa-B, é um proto-oncogene envolvido em 

apoptose, inflamação e tumorigênese, que possui um domínio de ligação ao DNA conservado 

com a família de NFAT. Este gene também foi encontrado na rede de genes com expressão 

reduzida, NFATC2, e faz parte de um complexo que é chave na indução de genes de resposta 

imune (NORTHROP et al., 1994; MACIAN, 2005). 

 A interpretação da redução da expressão gênica após tratamento com CK sugere que 

eles atuam em vias de sinalização importantes para a tumorigênese, como apoptose e resposta 

imune. Neste trabalho, foi observado que o tratamento com CK alterou a taxa de apoptose de 

MDA-MB-231, o que pode ser correlacionado com a redução da expressão dos genes 

destacados na Figura 16 (destaque em preto). Esses componentes das vias de sinalização 

apresentadas na Tabela 2 são fatores pró-inflamatórios que, quando ativados, desencadeiam a 

apoptose. Na literatura, o tratamento de células HUVEC com 25 µM, 50 µM, 75 µM e 100 

µM de CK diminui a expressão do gene pró-inflamatório COX-2 e secreção de um dos 
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principais mediadores inflamatórios, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), de 

maneira concentração-dependente em 4 h (CÁRDENAS, QUESADA, MEDINA, 2011). É 

importante realçar que, mais uma vez, muitas diferenças experimentais dificultam a 

comparação entre os resultados, apesar da semelhança. 

 Para fins de esclarecimento, como descrito no início deste trabalho, a linhagem MDA-

MB-231 é dependente de STAT3, um dos componentes da via de sinalização de JAK-STAT 

mais correlacionados com a resistência tumoral e inflamação (YU et al., 2011; AMARA, 

ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016; LEE et al., 2016; EL HASASNA et al., 2016; PAN et al., 

2016). Não foi possível determinar o efeito do tratamento com CK sob os níveis de transcritos 

de STAT3. Portanto, a interpretação dos resultados do microarranjo foi feita considerando o 

efeito de CK sem relação com a expressão de STAT3. 

  A composição da solução de terpenos, cafestol combinado com caveol, utilizado nos 

tratamentos deste trabalho, poderia justificar as diferenças entre os resultados deste trabalho 

com a maioria dos outros citados. Como descrito anteriormente, todos os trabalhos realizados 

somente com caveol apresentaram resultados opostos aos encontrados neste trabalho. 

Portanto, um terpeno pode influenciar no efeito do outro, o que não foi possível analisar neste 

estudo. Ademais, o estudo com derivados de CK, como os palmitatos citados inicialmente, 

sempre foi encontrada diferença de efeito nos derivados isolados de caveol e cafestol, o que 

também pode ser encontrado com os diterpenos estudados isoladamente. 

 Resumindo, apesar dos ensaios isolados não terem sido conclusivos quanto à 

influência de CK em diferentes hallmarks do câncer, como migração, invasão, viabilidade e 

metabolismo, o microarranjo de RNA sugeriu um efeito de CK na regulação gênica. 

Obviamente, ensaios funcionais e modelos inflamatórios serão necessários para averiguar, 

validar e compreender todo o processo celular que possa associar CK a um efeito anti-

inflamatório e regulador da transcrição gênica. Desta forma, caso seja confirmado o efeito de 

CK, pode ser um novo caminho para a pesquisa por tratamentos específicos ou 

individualizados baseado nestes compostos naturais. 
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CONCLUSÃO 

 

  

a) O tratamento com CK não alterou a viabilidade de MDA-MB 231; 

b) O tratamento com CK protegeu a célula da morte induzida pelo quimioterápico 

Doxorrubicina; 

c) O tratamento com CK retardou o processo de migração celular, porém, sem o 

bloqueio total do processo; 

d) A taxa de invasão celular não alterou após o tratamento com CK; 

e) A taxa de células em apoptose alterou após tratamento com CK; 

f) Não foi possível avaliar o efeito do tratamento com CK sobre os níveis de ROS; 

g) Não foi possível avaliar o efeito de CK sobre os níveis de RNAm de STAT3 e 

VEGFA; 

h) O tratamento com CK aumentou a expressão de genes associados à modificação 

de histonas; 

i) O tratamento com CK diminuiu a expressão de genes de regulação da resposta 

imune e consequente inflamação associada, além de diminuir também a expressão 

de genes importantes para a proliferação celular. 
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ANEXO – Figuras e tabelas suplementares 

 

 

Figura 17 - Diagrama dos hallmarks do câncer. Sinalizações celulares que contribuem para o 

desenvolvimento tumoral. 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Destaque: hallmarks avaliados.  

Fonte: HANAHAN & WEINBERG, 2011. 
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Figura 18 - Região do cromossomo 6 ocupada pela família de genes HIST1H, total 5kb. 

 

 

 

 

Legenda: A: início da região cromossômica, lócus ocupado pelo gene HIST1H2BO. B: fim da região 

cromossômica, lócus ocupado pelo gene do lócus HIST1H3A.  

Fonte: GENEBANK. 
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Figura 19 - Estrutura do octâmero de histonas que formam o nucleossomo durante o 

enovelamento da cromatina. 

 

 

Fonte: http://www.whatisepigenetics.com/histone-modifications/ 
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Tabela 5 - Vias de sinalização e quantidade de genes associados à elas regulados 

positivamente após tratamento de MDA-MB-231 com 100 µM de CK por 24 h. 

 

Via de sinalização Número de genes ID da via de sinalização 

Nucleossomo 10 GO:0000786 

Complexo macromolecular 35 GO:0032991 

Complexo ribonucléico 13 GO:0030529 

Cromatina 10 GO:0000785 

Cromossomo 12 GO:0005694 

 

Fonte: Dados obtidos pelo banco de dados STRING. 
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Figura 20 - Rede completa de genes com expressão regulada negativamente após tratamento 

de MDA-MB-231 com 100 µM de CK por 24 h. 

 

 

Legenda:  Destaque do grupo de genes associados à resposta imune (preto) e relacionados à replicação celular 

(vermelho). Cor da linha: 

 

 

 

Fonte: String 10.0. 
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Tabela 6 - Vias de sinalização e quantidade de genes associados a elas regulados 

negativamente em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 µM de 

CK por 24 h. 

 
Via de sinalização Número de genes ID da via de sinalização 

Desregulação transcricional em câncer 8 5202 
NF-kappa B 5 4064 

Fonte: Dados obtidos pelo software STRING.  

 

 


