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RESUMO 
 
ANDRADE, F.O. Efeitos da associação entre vitamina A e ácido butírico em células de 
adenocarcinoma mamário humano da linhagem MCF-7.  2010. 84f. Dissertação 
(Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2010. 
 
O câncer de mama é a principal causa de morte por neoplasias em mulheres no mundo. 
Nutrientes, como vitamina A (VA) e ácido butírico (AB) podem modular a carcinogênese por 
meio de mecanismos epigenéticos, como acetilação de histonas e metilação do DNA. A 
associação de agentes desmetilantes do DNA e inibidores de desacetilases de histonas 
representa estratégia promissora para controle do câncer, inclusive de mama. Este trabalho 
teve como objetivo avaliar os efeitos da administração de vitamina A e ácido butírico, 
isolados ou em associação, em células de adenocarcinoma mamário humano da linhagem 
MCF-7. Para tanto, em células MCF-7, tratadas com VA (10 µM) e/ou AB (1mM) durante 
diferentes períodos, foram avaliados: crescimento celular, padrão de acetilação de histonas e 
de metilação global do DNA;  expressão dos genes RAR e CRBP-I, padrão de metilação da 
região promotora do gene RAR e concentração celular de retinóides.  Em comparação ao 
controle, representado por células MCF-7 não tratadas com as substâncias, o tratamento com 
VA e AB associados, mas não isolados, resultou em inibição significativa do crescimento de 
células MCF-7 (p>0,05) após período de 120hs. Nesse caso, observaram-se inibições do 
crescimento de 10%, 34% e 46% para os tratamentos com VA, AB e VA+AB, 
respectivamente.  Em comparação ao controle, AB e associação de VA+AB, mas não VA 
isolada, aumentaram (p<0,05) o nível de acetilação de H3K9, mas não de H4K16, após 96hs 
de tratamento, não se verificando diferenças (p>0,05) entre os tratamentos com AB e 
VA+AB. VA e AB, isolados ou em associação, não alteraram (p>0,05) o padrão de metilação 
global do DNA e nem a expressão do gene CRBP-I, em comparação ao controle. AB e 
associação de VA+AB, mas não VA isolada, aumentaram (p<0,05) a expressão do gene 
RARβ após 120hs de tratamento, em comparação ao controle, não se verificando diferenças 
(p>0,05) entre os tratamentos com AB e VA+AB. Células MCF-7 tratadas ou não com VA e 
AB, isolados ou em associação, apresentaram promotor do gene RARβ predominantemente 
metilado e níveis não detectáveis de palmitato de retinila. Em comparação ao controle, apenas 
o tratamento com VA isolada aumentou (p<0,05) da concentração de retinol após 120hs. Com 
base nos resultados, a associação de VA e AB resultou em efeito inibitório aditivo do 
crescimento de células MCF-7. Acetilação de histonas H3K9, mas não de H4K16 e metilação 
do DNA, parece representar alvo epigenético do AB. Aumento da expressão do gene 
supressor de tumor RARβ parece estar envolvido na inibição do crescimento de células MCF-
7 pelo AB. O gene CRBP-I não parece estar envolvido na inibição do crescimento de células 
MCF-7 pela VA e AB, isolados ou em associação. Ausência de esterificação do retinol em 
células MCF-7 tratadas ou não com VA e AB, isolados ou em associação, parece se relacionar 
à expressão reduzida do gene CRBP-1.  
 
Palavras-chave: Câncer de mama. MCF-7. Ácido butírico. Vitamina A. Alvos epigenéticos. 
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 ABSTRACT  

ANDRADE, F.O. Effects of the association between vitamin A and butyric acid on MCF-
7 human breast adenocarcinoma cell line. 2010. 84f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade 
de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 
 

Breast cancer is the leading cause of deaths among women diagnosed with neoplasia 
worldwide. Nutrients such as vitamin A (VA) and butyric acid (BA) may modulate 
carcinogenesis through epigenetic mechanisms, such as histone acetylation and DNA 
methylation. The combination of DNA demethylating agents and histone deacetylase 
inhibitors represent a promising strategy for cancer control, including breast cancer. This 
study aimed to evaluate the effects of administration of vitamin A and butyric acid, isolated or 
combined, on MCF-7 human breast adenocarcinoma cell line. For this, the following 
parameters were evaluated in MCF-7 cells treated for different periods with VA (10 µM) 
and/or BA (1 mM): cell growth, histone acetylation status, global DNA methylation pattern, 
RARβ and CRBP-I gene expression, RARβ promoter methylation status, and cellular 
concentration of retinoids. Compared to controls, represented by untreated MCF-7 cells, 
treatment with VA and BA combined, but not isolated, significantly (p<0.05) inhibited the 
growth of MCF-7 cells after 120hs. In this case, 10%, 34% and 46% growth inhibitions were 
observed after treatment with VA, BA and VA+BA, respectively. Compared to controls, BA 
and its association with VA, but not VA isolated, increased (p<0.05) acetylation level of 
H3K9, but not of H4K16, after 96hs; no differences were observed between treatments with 
BA and VA+BA. VA and BA, isolated or combined, did not alter (p>0.05) global DNA 
methylation pattern and CRBP-I gene expression, compared to controls. BA and its 
association with VA, but not VA isolated, increased RARβ gene expression after 120hs, 
compared to controls; no differences were observed between treatments with BA and 
VA+BA. MCF-7 cells, treated or not with VA and BA, isolated or combined, presented 
RARβ promoter predominantly methylated and undetectable levels of retinyl palmitate. 
Compared to controls, only treatment with VA isolated increased (p<0.05) cellular retinol 
concentration after 120hs. Based on these data, association between VA and BA resulted in 
additive inhibitory effect on MCF-7 cell growth. Acetylation of H3K9, but not of H4K16, 
seems to represent a BA epigenetic target. Increased expression of tumor suppressor gene 
RARβ seems to be involved in BA inhibitory action on MCF-7 cell growth. Neither CRBP-I 
gene nor global DNA methylation seem to be involved in VA and/or BA inhibitory actions on 
MCF-7 cell growth. Lack of retinol esterification in MCF-7 cells treated or not with VA and 
BA, isolated or combined, could be related to reduced CRBP-I gene expression. 
 
Keywords: Breast cancer. MCF-7. Vitamin A. Butyric Acid. Epigenetic targets. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

O câncer é um importante problema de saúde pública que se encontra entre as dez 

principais causas de morte no mundo (WHO, 2008; INCA, 2009). A alimentação influencia 

diretamente o risco de desenvolvimento de câncer e o comportamento do tumor (DAVIS; 

MILNER, 2007). Nos EUA e na Europa, alimentação inadequada está associada a 35% das 

mortes por câncer (HUANG, 2002; MARTIN-MORENO; SOERJOMATARAM; 

MAGNUSSON, 2008). Por outro lado, vários nutrientes e compostos bioativos dos alimentos 

têm sido destacados como agente anticarcinogênicos promissores (WORLD CANCER 

RESEARCH FUND/AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH, 2007). 

Nesse contexto, a elucidação de mecanismos de interação gene-nutriente é de grande 

importância para se entender como a dieta modula o risco de desenvolvimento de doenças 

como o câncer (DAVIS; MILNER, 2007; DELAGE; DASHWOOD, 2008). Eventos 

epigenéticos são susceptíveis a mudanças por fatores ambientais, como a dieta, tornando-se 

alvos importantes para componentes dos alimentos (ROSS, 2003). Em comparação com 

células normais, células de câncer humano apresentam uma mudança drástica no status de 

metilação do DNA, exibindo geralmente uma hipometilação global do DNA, acompanhada de 

hipermetilação em regiões específicas (DELAGE; DASHWOOD, 2008; KOK; VAN 

BREDA; MANSON, 2008). Além disso, o desequilíbrio entre a acetilação e desacetilação de 

histonas está também relacionado à patogênese do câncer (MARKS et al., 2001; MINUCCI; 

PELICCI, 2006).  

Retinóides têm sido considerados importantes classes de substâncias com efeito 

protetor contra o câncer de mama (SIMEONI; TARI, 2004; ZANARDI et al., 2006). Nesse 

sentido, aventa-se que múltiplas vias de transdução do sinal estejam envolvidas, com 

modulação da expressão gênica de forma direta e indireta (WIDSCHWENDTER et al., 2001; 

ZANARDI et al, 2006). As ações do ácido retinóico (AR), metabólito da vitamina A (VA), 

são mediadas por seus receptores nucleares, RARs α, β e λ e RXRs α, β e λ, pertencentes à 

superfamília de fatores transcricionais dependentes de ligante (YANG et al., 1999; FARIAS 

et al., 2005; BOGOS et al., 2009). Sinalização aberrante de retinol no câncer está relacionada 

à progressiva perda da expressão de RARβ2 em vários tipos de câncer, inclusive o de mama 

(XU et al., 1997;YANG et al., 1999; LOTAN et al., 2005; TANABE et al., 2008), sendo que 

essa perda parece ser um evento precoce durante a carcinogênese (WIDSCHWENDTER et 
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al., 2001). A metilação da região promotora do gene RARβ2 tem sido indicada como causa da 

supressão desse gene (LOTAN 2005; BOGOS et al., 2009). Além do status de metilação do 

gene RARβ2, alguns estudos têm considerado também a hipótese que a acetilação de histonas 

poderia ter um papel importante na inibição da expressão de RARβ2 em câncer de mama 

(WIDSCHWENDTER et al., 2001). A perda da produção de AR encontrado no câncer de 

mama parece estar relacionada à expressão reduzida da proteína ligadora de retinol celular I 

(CRBP-I), proteína importante para o direcionamento da VA intracelular (ARAPSHIAN et 

al., 2004; WILLIAMS; CYETKIVIC; HAMILTON, 2009; TAIBI et al., 2009).  

Diversos estudos indicam que o ácido butírico (AB), produzido no lúmen intestinal 

por fermentação bacteriana de carboidratos dietéticos não digeríveis (DAVIE, 2003; HAMER 

et al., 2008) e encontrado em frutas, hortaliças, mel e, principalmente, na gordura do leite, 

apresenta ações protetoras contra o câncer de mama (DAVIS et al., 2000; CHOPIN et al., 

2002; LOUIS et al., 2004; GONCALVES et al., 2005) e que os principais mecanismos 

envolvidos incluem modulação da proliferação, morte e diferenciação celular (CHOPIN et al., 

2002, 2004; WONG et al., 2006; NOHARA; YOKOYAMA; KANO,  2007). Esses efeitos 

estão relacionados com atividade de inibição de desacetilases de histonas (HDACi) do AB, 

resultando em hiperacetilação de histonas (H3 e H4), com consequente favorecimento do 

acesso de fatores de transcrição ao DNA (WONG et al., 2006; HAMER et al., 2008). 

Combinações de HDACi , como o AB, com AR, representam alternativas promissoras 

para o tratamento e prevenção de leucemias, bem como  de tumores sólidos, dentre eles o 

câncer de mama (WIDSCHWENDTER et al., 2001; SIRCHIA et al., 2002; KALEBIC, 2003; 

WHANG et al., 2005; MASSART; DENAIS; GIBASSIER, 2006).  Propõe-se que butirato e 

outros agentes dietéticos que modulam epigeneticamente o DNA apresentem maior impacto 

na redução do risco de câncer quando em associação com retinóides (SPURLING et al., 

2008).  Uma hipótese nesse sentido seria que ao favorecer a abertura da cromatina, o AB 

permitiria a ativação transcricional de genes importantes no metabolismo da VA, como 

CRBP-I e RARβ, facilitando seus efeitos anticarcinogênicos como indução de diferenciação, 

apoptose e inibição da proliferação celular (WHANG et al., 2005). Avaliaram-se no presente 

trabalho os efeitos da administração de AB e VA, isolados ou em associação, em células de 

adenocarcinoma mamário humano da linhagem MCF-7. Para tanto, em células MCF-7, 

tratadas com VA e/ou AB durante diferentes períodos, foram avaliados: crescimento celular, 

padrão de acetilação de histonas e de metilação global do DNA, expressão dos genes RAR e 

CRBP-I, padrão de metilação da região promotora do gene RAR e concentração celular de 

retinóides.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

2.1   Nutrição e Câncer  

 

 

A alimentação influencia diretamente o risco de desenvolvimento de câncer e o 

comportamento do tumor (DAVIS; MILNER, 2007). Nos EUA e na Europa, alimentação 

inadequada está associada a 35% das mortes por câncer (HUANG, 2002; MARTIN-

MORENO; SOERJOMATARAM; MAGNUSSON, 2008). Desde 1930 estudos 

epidemiológicos têm demonstrado a relação entre dieta e risco de câncer, dentre eles o de 

mama (HILL, 1997). Está bem estabelecido que o controle do peso corporal, redução do 

consumo de gordura animal e alta ingestão de frutas, hortaliças e grãos integrais protegem 

contra o câncer (HILL, 1997; BÉLIVEAU; GINGRAS, 2007). Estudos recentes confirmam a 

associação entre o consumo de nutrientes e compostos bioativos presentes em frutas e 

hortaliças e redução do risco de desenvolvimento de diversos tipos de câncer (BESSAOUD; 

DAURÈS; GERBER, 2008; MIGNONE et al., 2009; ZHANG et al., 2009; LEWIS et al., 

2009). 

Após análise de evidências sobre alimentação e risco de câncer, o Fundo Mundial de 

Pesquisa do Câncer (World Cancer Research Fund) estabeleceu metas e recomendações 

populacionais com objetivo de prevenção do câncer: manter peso corporal adequado (IMC 

entre 18,5 e 24,9); praticar atividade física diariamente; evitar o consumo de alimentos e 

bebidas densamente energéticos; consumir no mínimo 5 porções (400g) de vegetais e frutas 

diariamente; consumir cereais integrais e leguminosas; reduzir o consumo de carne vermelha 

(menos que 500g por semana); reduzir o consumo de bebidas alcoólicas (2 drinques para 

homens e 1 drinque para mulheres); reduzir o consumo de sal (6g/dia); utilizar suplementos 

dietéticos apenas em casos específicos (WORLD CANCER RESEARCH 

FUND/AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH, 2007).  

Vários nutrientes e compostos bioativos dos alimentos como os ácidos graxos ômega 3, 

folato, vitamina C, carotenóides, zinco, selênio, flavonóides, isoflavonas, vitamina D, VA e 

AB têm sido destacados como agente anticarcinogênicos promissores (WORLD RESEARCH 

FUND/AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH, 2007; KOK; VAN BREDA; 

MANSON, 2008; FERGUSON, 2009).  
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Processos diretamente relacionados ao desenvolvimento do câncer como proliferação 

celular, apoptose, angiogênese, metabolismo de carcinógenos, diferenciação celular, 

regulação hormonal, reparo do DNA e inflamação podem ser influenciados por componentes 

bioativos dos alimentos, por meio da regulação da expressão gênica (ROSS, 2007; DAVIS; 

MILNER, 2007; KOK; VAN BREDA; MANSON, 2008).  

O ômega 3, por exemplo, atua como um fator antiinflamatório e ativando vias de 

transdução de sinal intracelular por alterar a composição das membranas celulares 

(FERGUSON, 2009). Efeitos antioxidantes também são mecanismos pelo quais compostos 

bioativos dos alimentos atuam na proteção contra o câncer. Dentre eles podem-se citar os 

polifenóis do chá verde, curcumina, genisteína, resveratrol e licopeno que apresentam efeito 

quimiopreventivo contra diversos tipos de câncer, inclusive o de mama. Esses antioxidantes 

modulam vias de transdução de sinais inibindo proteínas importantes para a progressão do 

ciclo celular como NFκB, MAPKs, PI3K, cateninas e Nrf2. Também promovem o reparo de 

dano ao DNA, inibem marcadores de proliferação celular, metástase e angiogênese, além de 

induzir proteínas pró-apoptóticas (KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008) e promover 

diferenciação celular e aumento da expressão de genes supressores de tumor (KWON et al., 

2007). 

Nesse contexto, a elucidação dos mecanismos de interação gene-nutriente é de grande 

importância para se entender como a dieta modula o risco de desenvolvimento de doenças 

como o câncer (DAVIS; MILNER, 2007; DELAGE; DASHWOOD, 2008). Disciplina pós-

genômica denominada nutrigenômica tem como foco de estudo a influência dos diferentes 

tipos de nutrientes e compostos bioativos na expressão gênica e, consequentemente, no 

fenótipo (GILLIES, 2003; MARIMAN, 2006; KAPUT et al., 2007; LOVEGROVE; GITAU, 

2008; SUBBIAH, 2008; FERGUSON, 2009). 

Alterações genéticas que causam ativação de oncogenes e inativação de genes 

supressores de tumor representam mecanismos bem estabelecidos responsáveis pelo 

desencadeamento gradual do câncer em humanos. Contudo, somente eventos genéticos não 

podem explicar todo o processo de carcinogênese (KANAI; HIROHASHI, 2007), devendo-se 

também considerar os epigenéticos (BAYLIN; HERMAM, 2000; SPORN; SUH, 2002; 

KALEBIC, 2003; BAYLIN; OHM, 2006). 

Por meio de mecanismos epigenéticos a expressão gênica é seletivamente ativada ou 

inativada sem alterar a sequência do DNA (ROSS, 2003). Epigenética é, dessa forma, definida 

como mudança na expressão gênica que é reversível e hereditária, sem qualquer alteração na 



18 
 

seqüência do DNA (ROSS, 2003; SANTOS-ROSA; CALDAS, 2005; BAYLIN; OHM, 2006; 

HINSHELWOOD; CLARK, 2008).  

Há dois tipos mais comuns de modificações epigenéticas: aquela que ocorre em nível 

de DNA (metilação do DNA) e a que ocorre em nível de cromatina (remodelamento da 

cromatina) (HINSHELWOOD; CLARK, 2008).  A metilação do DNA é uma mudança 

química enzimática que ocorre normalmente em dinucleotídeos CpGs em mamíferos. O 

remodelamento da cromatina, por sua vez, ocorre via modificação enzimática de resíduos de 

histonas, afetando sua interação com o DNA (DUNN; VERMA; UMAR, 2003; SANTOS-

ROSA; CALDAS 2005; HINSHELWOOD; CLARK, 2008). As unidades estruturais da 

cromatina, os nucleossomos, são compostas por histonas e DNA que são essenciais ao 

empacotamento do genoma eucarioto (MARKS et al., 2001; MINUCCI; PELICCI, 2006). Os 

nucleossomos estão envolvidos diretamente na regulação da expressão gênica e contêm 146 

pares de bases de DNA envoltos no núcleo de octâmero de histonas, o qual é composto por 

duas cópias de histonas H2A, H2B, H3 e H4 (MARKS et al, 2001). 

Outro mecanismo de regulação epigenética da expressão gênica, que apresenta 

importante papel no desenvolvimento do câncer, são RNAs como os microRNAs 

(ESTELLER, 2007). MicroRNA é uma classe de RNA não codificante, que regula a 

transcrição de mRNA por inibir a função ribossômica, alterar a estabilidade e degradar 

mRNA alvo (GALASSO; SANA; VOLINIA, 2010; DAVIDSON-

MONCADA;PAPAVASILIOU; TAM, 2010). 

Metilação do DNA refere-se à adição covalente de grupo metil na posição 5 da 

citosina adjacente a uma guanina. É um processo epigenético fundamental não somente para 

modulação da expressão gênica, mas também para a estabilidade cromossomal (ROSS, 2003). 

A hipermetilação do DNA normalmente promove uma estrutura de cromatina altamente 

condensada através do recrutamento de proteínas organizadoras do DNA, com consequente 

redução da expressão gênica. A hipometilação do DNA causa, por outro lado, 

descompactamento da cromatina promovendo rearranjos cromossomais que podem resultar 

em instabilidade, mudanças estruturais nos cromossomos e aumento na expressão gênica 

(BAYLIN; OHM, 2006; KANAI; HIROHASHI, 2007). 

Em comparação com células normais, células de câncer humano apresentam uma 

mudança drástica no status de metilação do DNA, geralmente exibindo uma hipometilação 

global do DNA, acompanhada de hipermetilação em regiões específicas (KALEBIC, 2003; 

KANAI; HIROHASHI, 2007; DELAGE; DASHWOOD, 2008; KOK; VAN BREDA; 

MANSON, 2008). A hipermetilação de ilhas CpGs próximo a regiões regulatórias de genes 
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silencia genes importantes para o processo da carcinogênese, como os supressores de tumor 

(HERMAN, 1999; GOODMAN; WATSON, 2002; KALEBIC, 2003; KANAI; HIROHASHI, 

2007). Alterações no padrão de metilação do DNA já ocorrem em estágios iniciais da 

carcinogênese (DUNN; VERMA; UMAR, 2003; KANAI; HIROHASHI, 2007). Além disso, 

metilação aberrante do DNA é associada à falta de diferenciação do tumor, agressividade e 

mau prognóstico (KANAI; HIROHASHI, 2007). 

Além da metilação do DNA, a acetilação de histonas está envolvida na remodelação 

da cromatina, reparo e replicação do DNA, segregação cromossômica e expressão gênica 

(DELAGE; DASHWOOD, 2008; LIU; LI; TOLLEFSBOL; 2008). Dois grupos de enzimas, 

acetil transferases de histonas (HAT) e desacetilases de histonas (HDAC) apresentam papel 

crítico na regulação da acetilação de histonas e na manutenção da estrutura da cromatina 

(KALEBIC, 2003). Acetilação (particularmente nas caudas de histonas H3 e H4) tem sido 

relacionada ao estado da cromatina que permite a transcrição ou que corresponde a regiões 

genômicas transcricionalmente ativas (MINUCCI; PELICCI, 2006; SEKHAVAT; SUN; 

DAVIE, 2007), enquanto que a desacetilação de histonas promove a inativação gênica por 

favorecer o estado condensado da cromatina (SEKHAVAT; SUN; DAVIE, 2007). Assim, 

HAT e HDAC estão envolvidas na ativação e repressão de genes, respectivamente 

(MINUCCI; PELICCI, 2006).  

 O desequilíbrio entre a acetilação e desacetilação de histonas está relacionado à 

patogênese do câncer (MARKS et al., 2001; MINUCCI; PELICCI, 2006). Nesse sentido, há 

evidências de que a atividade da enzima HDAC encontra-se aumentada em tumores sólidos e 

hematológicos, bem como em linhagens de células de câncer (KALEBIC, 2003), promovendo 

o silenciamento de genes envolvidos no controle da progressão do ciclo celular, diferenciação 

e/ou apoptose (MARKS et al., 2001).  

Eventos epigenéticos são susceptíveis a mudanças por fatores ambientais, como a 

dieta, tornando-se alvos importantes para a redução do risco de câncer e inibição do 

desenvolvimento do tumor (ROSS, 2003). A re-expressão de genes silenciados 

epigeneticamente pode resultar na supressão do crescimento do tumor bem como aumentar a 

sensibilidade a fármacos anti-neoplásicos (KALEBIC, 2003). O aprofundamento do 

conhecimento a respeito do impacto de modulações epigenéticas no câncer torna-se 

fundamental para a descoberta de novos alvos terapêuticos e, consequentemente, de novas 

substâncias anti-neopláscas, além de permitir o desenvolvimento de biomarcadores para 

monitorar a eficácia de intervenções terapêuticas (KALEBIC, 2003; BAYLIN; OHM, 2006). 
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Alguns nutrientes como folato, metionina, colina, genisteína, ácido retinóico e AB 

podem modular mecanismo epigenéticos como o status de metilação do DNA, interferindo 

diretamente no risco de desenvolvimento de câncer (ROSS, 2003; DI CROCE et al., 2002; 

SPURLING et al., 2008).  Em indivíduos com câncer de cólon e que apresentavam uma 

ingestão elevada de VA, observou-se frequências reduzidas de hipermetilação das regiões 

promotoras dos genes envolvidos no metabolismo dessa vitamina (ESTELLER et al., 2002).  

Componentes que inibem ou ativam HDAC e HAT, respectivamente, são potenciais 

agentes quimiopreventivos ou terapêuticos para doenças como câncer (KIM; KIM; KWON, 

2003; MINUCCI; PELICCI, 2006; WALKINSHAW; YANG, 2008), pois produzem diversos 

efeitos celulares como bloqueio do crescimento, diferenciação e apoptose in vitro e in vivo 

(MINUCCI; PELICCI, 2006).  

Uma grande variedade de compostos bioativos encontrados na dieta podem modular 

HDAC e, consequentemente,  o status de acetilação de histonas (DELAGE; DASHWOOD, 

2008). Estudos têm apresentado efeitos anticarcinogênicos de alguns HDACis (inibidores de 

desacetilases de histonas) encontrados nos alimentos, como AB (DEMARY; WONG; 

SPANJAARD, 2001; KUEFER et al., 2004; SANTOS; MARTINEZ-IGLESIAS; ARANDA, 

2007) e tributirina (TB), um pró-fármaco do ácido butírico (CHEN; BREITMAN, 1994; 

MAIER et al., 2000; CLARKE; FEINMAN; HARRISON, 2001; KUEFER et al., 2004; 

SCHRODER; MAURER, 2002). 

O AB e seu pró-fármaco TB têm apresentado efeito protetor contra diversos tipos de 

cânceres, como de mama, próstata, melanoma, fígado, cólon e neuroblastoma, tanto quando 

administrado isoladamente ou em associação com outras substâncias (WATKINS et al., 1999; 

DAVIS et al., 2000; MAIER et al., 2000; GASCHOTT et al., 2001; DEMARY;WONG; 

SPANJAARD, 2001; KUEFER et al., 2004; SANTOS; ZAMBRANO; ARANDA, 2007; 

KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009). 
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2.2  Câncer de mama 

 

 

2.2.1 Aspectos gerais 

 

 

 O câncer está entre as dez principais causas de morte no mundo. Estima-se que 7,4 

milhões de pessoas morreram de câncer em 2004 e que até 2015 morrerão mais de 83,2 

milhões de pessoas. Entre as mulheres o câncer de mama é a causa mais comum de 

mortalidade, correspondendo a 16% das mortes por câncer em mulheres adultas (WHO, 

2008). A cada ano, cerca de 1 milhão de mulheres no mundo são diagnosticadas com a doença 

(HANF;GONDER, 2005).Também no Brasil o câncer  de mama é o que mais causa morte em 

mulheres, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA). A estimativa de casos novos 

para o Brasil em 2010 é de 49.240, com risco estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres 

(INCA, 2009).  

Os fatores de risco de câncer de mama incluem: menarca precoce, nuliparidade, idade 

da primeira gestação e menopausa tardias, uso de anticoncepcionais orais, uso de terapia de 

reposição hormonal, idade mais avançada, história familiar e etnia (BALLARD-BARBASH 

et al., 2009; INCA, 2009).  

Além desses fatores de risco, outros relacionados ao estilo de vida, como ingestão de 

álcool, hábito alimentar, inatividade física e peso corporal têm sido relacionados ao 

desenvolvimento de câncer de mama (PATEL;SHARMA;JORDAN,2007; 

BESSAOUD;DAURÈS;GERBER, 2008; MARTIN-MORENO;SOERJOMATARAM; 

MAGNUSSON, 2008). Busca-se estabelecer quais estilos de vida poderiam reduzir o risco de 

desenvolvimento de câncer de mama em mulheres com risco médio e direcionar a 

quimioprevenção para mulheres com alto risco. A necessidade de estratégias de redução do 

risco da doença deve ser enfatizada, visto que este tipo de câncer, além de ser o mais comum 

entre as mulheres, tem apresentado aumento significativo da sua incidência, especialmente 

nos países em desenvolvimento (CUZICK, 2008). 

A história natural do câncer de mama envolve progressão através de estágios 

patológicos e clínicos definidos, iniciando-se com hiperproliferação ductal, com evolução 

para carcinoma in situ e invasivo e, finalmente, para doença metastática (Figura 1). Ductos 

normais de mama são compostos de membrana basal e uma camada de células mioepiteliais e 

epiteliais.  As células que compõem o estroma incluem vários leucócitos, fibroblastos, 
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miofibroblastos e células endoteliais.  Em carcinoma in situ as células mioepiteliais são 

epigeneticamente e fenotipicamente alteradas e encontram-se em número reduzido, 

potencialmente devido à degradação da membrana basal. Concomitantemente, o número de 

fibroblastos estromais e miofibroblastos, linfócitos e células endoteliais aumentam. Perda de 

células mioepiteliais e membrana basal resultam em carcinoma invasivo, no qual células 

neoplásicas podem invadir tecidos ao redor e migrar para órgãos distantes, eventualmente 

levando à metástase. O câncer de mama é iniciado com transformação (genética e 

epigenética) em uma única célula, seguida por progressão do tumor. Esta etapa é direcionada 

pelo o acúmulo de alterações genéticas adicionais combinadas com expansão clonal e seleção 

(POLYAK, 2007). 

 

 Figura 1: Modelo hipotético do desenvolvimento de tumor de mama. A figura representa a mudança da mama 
normal para carcinoma in situ, invasivo e metastático. (Fonte: Polyak, 2007). 

 

Os tumores de mama são bastante heterogêneos em sua história natural e na resposta 

aos tratamentos (HUGH et al., 2009; RAKHA et al., 2009). A variação do programa 

transcricional representa grande parte da diversidade biológica dos tumores e células 

neoplásicas. Assim, os tumores de mama podem ser classificados em nível clínico e molecular 

(PEROU et al., 2000). Perfis de expressão gênica de grandes grupos de tumores revelam 

quatro subtipos moleculares de câncer de mama: “basal-like”, luminal, HER2+/ER-, e 

“normal breast-like” (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001; POLYAK, 2007; HUGH et 

al., 2009).   

O grupo de tumores luminais pode ser subdividido em outros subgrupos (luminal A, B 

e C) que são tumores que expressam o gene para o receptor de estrógeno, ou seja, são 
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considerados ER+, além de expressar genes característicos de célula epitelial luminal. Já os 

tumores “basal-like” são ER- e expressam genes característicos de célula epitelial basal. Há 

também tumores que superexpressam a proteína HER2 e possuem baixa expressão de ER 

(HER2+/ER-) (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001; LOI, 2008; HUGH et al., 2009). 

Os tumores “normal breast like” são assim definidos por expressar genes característicos de 

célula epitelial basal e célula adiposa, além de apresentar baixa expressão de genes 

característicos de célula epitelial luminal (PEROU et al., 2000). Os tumores ER+ representam 

50 a 60% de todos os tumores de mama  (VAN DIJK et al., 1997). As diferenças moleculares 

resultam em padrões clínicos diferentes e respostas distintas aos tratamentos. Em geral, 

tumores luminal A apresenta o melhor prognóstico, enquanto “basal-like” e HER2+/ER- 

apresentam  o pior prognóstico (SORLIE et al., 2001; POLYAK, 2007; RAKHA et al., 2009). 

A linhagem de células MCF-7 é uma linhagem de célula epitelial luminal ER+  

(PEROU et al., 2000) e vem sendo utilizada, desde a década de 1980,  como modelo de 

estudo para tumores de mama que expressam o receptor de estrógeno (BRANDES; 

HERMONAT, 1983). 

Estudos do controle do câncer in vitro são de grande importância para determinar 

biomarcadores intermediários de transformação, avaliar a eficácia de um agente candidato a 

quimioprevenção antes de ser aplicado em um modelo in vivo, bem como para selecionar 

agentes apropriados para serem testados em estudos clínicos de prevenção de câncer. Além 

disso, permitem identificar importantes vias responsáveis por efeitos protetores de substâncias 

naturais ou sintéticas e descobrir novos alvos terapêuticos (DRAGNEV; RIGAS; 

DMITROVSKY, 2000; DAMIA; D’INCALCI, 2009). Dentre os vários modelos 

experimentais disponíveis para o estudo do câncer, linhagens de células de cânceres humanos 

têm sido amplamente utilizadas. As linhagens de células são homogêneas, de fácil 

propagação, geneticamente manipuláveis e fornecem resultados reproduzíveis. Uma 

importante desvantagem do uso de modelos in vitro refere-se à ausência de influência do 

microambiente do tumor, incluindo a organização tecidual, fatores de crescimento e 

hormônios fisiológicos e comunicação com outras células como fibroblastos, células 

endoteliais e do sistema imune (van STAVEREN et al., 2009). 
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2.2.2 Vitamina A 

 

 

Retinóides têm sido considerados importantes classes de substâncias com efeito 

protetor contra o câncer de mama e por isso estão sendo amplamente avaliados em estudos 

clínicos de prevenção de câncer (SIMEONI; TARI, 2004; ZANARDI et al., 2006; RECCHIA 

et al., 2009). Apesar de os mecanismos moleculares de ação da VA no contexto do câncer de 

mama não terem sido ainda completamente elucidados, acredita-se que múltiplas vias de 

transdução do sinal estejam envolvidas, com modulação da expressão gênica de forma direta e 

indireta (WIDSCHWENDTER et al., 2001; ZANARDI et al, 2006). 

A relação entre retinóides e indução de diferenciação celular e, consequentemente, 

inibição do desenvolvimento de câncer é conhecida desde a década de 1920. Porém, foi 

apenas na década de 1970 que se iniciaram os estudos de prevenção do câncer com uso 

farmacológico de retinóides, com base no conhecimento de que essas substâncias promovem 

o bloqueio ou reversão de processos patológicos, por estimular processos fisiológicos como 

diferenciação (SPORN, 1977). Dados epidemiológicos, clínicos e experimentais fornecem 

evidências consistentes a cerca dos efeitos benéficos do uso de retinóides na terapia e 

prevenção do câncer (DRAGNEV; RIGAS; DMITROVSKY, 2000).  

A VA exerce suas funções dentro das células quando convertida a ácido retinóico (AR), 

seu metabólito ativo (MIRA-Y-LOPEZ et al., 2000; FARIAS et al., 2005). Esse derivado da 

VA regula processos biológicos importantes incluindo proliferação, diferenciação e morte 

celular, apresentando assim papel importante no desenvolvimento da embriogênese, 

crescimento e manutenção de tecidos adultos (DONATO; NOY, 2005). 

VA é obtida pela alimentação na forma de éster de retinila, em produtos de origem 

animal, e na sua forma precursora (β-caroteno), em vegetais alaranjados e verdes escuros 

(SILVEIRA; MORENO, 1998; MONGAN; GUDAS, 2007). Ésteres de retinila são 

hidrolizados no lúmem intestinal e re-esterificados no enterócito. Juntamente com o β-

caroteno, são incorporados em quilomícrons para distribuição tecidual, principalmente para o 

fígado (SILVEIRA; MORENO, 1998). O retinol é secretado pelos hepatócitos complexado à 

proteína de ligação ao retinol (RBP4) para suprir os requerimentos de VA do organismo 

(SILVEIRA; MORENO, 1998; MONGAN; GUDAS, 2007). Dentro das células o retinol pode 

seguir diferentes vias: ser estocado na forma de éster de retinila, metabolizado a AR ou 

mesmo retornar para a circulação sistêmica (SILVEIRA; MORENO, 1998) (Figura 2).  
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Uma proteína importante para direcionamento do retinol intracelular é a proteína de 

ligação ao retinol celular (CRBP-I). CRBP-I liga-se ao retinol com alta afinidade e regula 

tanto a esterificação e estoque de retinol, como a oxidação de retinol a AR (ONG, 1994; 

DRAGNEV; RIGAS; DMITROVSKY, 2000; SPINELLA; DMITROVSKY, 2000; 

KUPPUMBATTI et al., 2001). O retinol é convertido primeiramente a retinaldeído e 

posteriormente a AR, por meio da ação de enzimas como a álcool desidrogenase e retinol 

desidrogenase. A proteína CRBP-I favorece o reconhecimento do substrato retinol por parte 

da enzima retinol desidrogenase, aumentando sua afinidade (NAPOLI, 1996; SILVEIRA; 

MORENO, 1998; TAIBI et al., 2009). 

Além disso, CRBP-I facilita a esterificação e estoque de retinol porque a enzima 

lecitina: retinol acil-transferase (LRAT), responsável pela esterificação do retinol (NAPOLI, 

1996; LOTAN 2005; MONGAN; GUDAS, 2007), é muito mais ativa quando o substrato 

retinol é apresentado complexado com CRBP-I (LOTAN, 2005). 

As ações do AR são mediadas por seus receptores nucleares RARs α, β e λ e RXRs α, 

β e λ, pertencentes à superfamília de fatores transcricionais dependentes de ligante (YANG et 

al., 1999; FARIAS et al., 2005; BOGOS et al., 2008). A ligação do AR aos RARs 

desencadeia mudanças conformacionais no DNA, promovendo a dissociação de 

correpressores e o recrutamento de coativadores. Estes por sua vez, promovem a abertura da 

estrutura da cromatina, permitindo o acesso do maquinário transcricional à região promotora. 

Isso ativa a transcrição de múltiplos genes alvos, incluindo genes envolvidos na diferenciação, 

controle do ciclo celular, apoptose e inibição da proliferação celular (DRAGNEV; RIGAS; 

DMITROVSKY, 2000; SCHUG et al., 2008). 

RARs funcionam como heterodímeros (RXR-RAR), os quais se ligam a sequências 

específicas de DNA (elementos de resposta ao ácido retinóico, RARE) localizadas em regiões 

regulatórias de seus genes alvos (YANG et al., 1999; DONATO; NOY, 2005; BOGOS et al., 

2008). 
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Figura 2: Metabolismo do retinol em células de mamíferos. O retinol complexado com CRBP-I pode 
ser convertido a éster de retinila, através da ação da enzima LRAT, ou ser convertido a retinaldeído e 
posteriormente a ácido retinóico, através da ação das enzimas RDH e RALDH2. O ácido retinóico pode 
assim exercer suas funções ligando ao seu receptor nuclear e ativar a transcrição gênica. RBP4, proteína 
de ligação ao retinol plasmático; LRAT, lecitina:retinol acil-transferase; RDHs, retinol desidrogenase; 
RED, retinaldeído redutase; RALDH2, retinaldeído desidrogenase; CRBP-I, proteína de ligação ao 
retinol celular; RXR, receptor de retinóide X; RAR, receptor de ácido retinóico (Adaptado: MONGAN; 
GUDAS, 2007). 

 

O metabolismo da VA encontra-se alterado no câncer de mama. Diferentemente de 

células epiteliais de mama normal, células neoplásicas mamárias apresentam níveis reduzidos 

ou não detectáveis de AR, decorrente de produção deficiente desse metabólito (MIRA-Y-

LOPEZ et al., 2000). Sinalização aberrante de retinol em vários tipos de câncer, incluindo o 

de mama, está relacionado à perda progressiva da expressão de RARβ2, (XU et al., 

1997;YANG et al., 1999; LOTAN et al., 2005; TANABE et al., 2008), que parece ser evento 

precoce durante a carcinogênese (WIDSCHWENDTER et al., 2001). 

A indução da expressão de RARβ2 por AR em células de câncer de  mama ER+ (ZR-

75 e T-47D) parece ser responsável pela inibição do crescimento promovido por esse 

retinóide. Em células ER- (MDA-MB 231 e MDA-MB 468), que são resistentes ao 

tratamento com AR, a re-expressão de RARβ2 por transfecção restaura a sensibilidade dessas 

células ao AR, com consequente inibição do crescimento celular (LIU et al., 1996).  

O padrão de metilação da região promotora do gene RARβ2 têm sido indicado como a 

causa da supressão desse gene (LOTAN 2005; BOGOS et al., 2008). Em linhagens de células 

de câncer de mama, bem como em tumores de mama, o promotor do gene RARβ2 apresenta-
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se hipermetilado independente do status do receptor de estrógeno (SIRCHIA et al., 2000). Em 

células de leucemia promiolocítica aguda, o tratamento com AR promoveu a desmetilação e 

reexpressão do gene RARβ, com consequente diferenciação celular (DI CROCE et al., 2002). 

Porém, algumas células neoplásicas, como as de cólon, são frequentemente resistentes ao 

tratamento com AR, em parte devido ao silenciamento do gene RARβ2 por meio da 

hipermetilação do seu promotor (SPURLING et al., 2008). 

Além do status de metilação do gene RARβ2, tem-se considerado também a hipótese 

no câncer de mama de que a desacetilação de histonas poderia ter papel importante na 

inibição da expressão de RARβ2, que tem sido detectada mesmo na ausência de metilação do 

DNA (WIDSCHWENDTER et al., 2001). 

Sirchia et al.(2002) sugerem que a reativação do gene RARβ2 por doses 

farmacológicas de AR só é possível quando há um nível adequado de acetilação de histonas. 

Ressalta-se que o tratamento com AR isolado pode aumentar a acetilação de histonas e, 

consequentemente, a reativação gênica, somente em células que apresentam RARβ2 

hipoacetilado (T-47D), mas não em células que apresentem o promotor desacetilado (MCF-7). 

De acordo ainda com esses autores, a reacetilação de histonas H3 e H4 com HDACis favorece 

a reativação do gene RARβ2 em células MCF-7 (ER+) e MDA-MB231 (ER-) quando tratadas 

com AR. 

Em adição à perda da expressão de receptores de AR, o câncer de mama está associado 

a defeitos no processamento de retinol e perda da habilidade em esterificar e estocar esse 

nutriente (CHEN et al., 1997), com consequente diminuição dos níveis de éster de retinila e 

AR (MIRA-Y-LOPEZ et al., 2000). 

Anormalidades no metabolismo da VA parecem estar ligadas a alterações que ocorrem 

na via de sinalização do retinóide antes da etapa de ativação dos receptores nucleares, ou até 

mesmo antes da sua conversão a AR. Nesse sentido, esses defeitos alterariam a esterificação e 

armazenamento de retinol, gerando a deficiência local de retinóides como ésteres de retinila e 

AR. Sugere-se que a diminuição dos níveis de RARβ é causada, em parte, pela deficiência 

local de VA (LOTAN 2005), visto que a ativação fisiológica de RAR é dependente dos níveis 

de AR, que são dependentes, por sua vez, da disponibilidade dos estoques de retinol (FARIAS 

et al., 2005). 

A perda da produção de AR em células neoplásicas parece estar relacionada à 

expressão reduzida da proteína CRBP-I, que tem sido associada ao processo de carcinogênese 

(ARAPSHIAN et al., 2004; WILLIAMS; CYETKIVIC; HAMILTON, 2009; TAIBI et al., 

2009). Por outro lado, a indução da expressão de CRBP-I em células de câncer de mama 
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resultou em aumento da esterificação e armazenamento de retinol, bem como em redução da 

capacidade dessas células de se proliferarem (KUPPUMBATTI et al., 2001).  

A expressão de CRBP-I encontra-se diminuída em células de câncer de mama, como 

MCF-7 e MDA-MB 231(KUPPUMBATTI et al., 2000, 2001; ARAPSHIAN et al., 2004; 

TAIBI et al., 2009) e quando essa expressão é restaurada, observam-se efeitos supressivos de 

tumor (KUPPUMBATTI et al., 2000, 2001). Outros tipos de cânceres também apresentam 

perda da expressão dessa proteína como o de nasofaringe, esôfago, estômago, cólon, fígado, 

próstata, rins, bem como células leucêmicas. Esse evento é observado mesmo em estágios 

precoces da carcinogênese, como em lesões displásicas de ovários humanos (WILLIAMS; 

CYETKIVIC; HAMILTON, 2009). Essa perda ou reduzida expressão de CRBP-I parece estar 

relacionada também à hipermetilação de ilhas CpGs na região promotora do gene 

(ARAPSHIAN et al., 2004; LOTAN, 2005; WILLIAMS; CYETKIVIC; HAMILTON, 2009).  

Esteller et al. (2002) ao estudarem diversas linhagens de células neoplásicas como a 

MCF-7 e tumores primários de humanos, inclusive de mama, observaram hipermetilação 

conjunta dos promotores dos genes para CRBP-I e RAR. Dessa forma, assim como o RAR 

(SUN; LOTAN, 2002), o gene para CRBP-I vem sendo também considerado supressor de 

tumor (ESTELLER, 2003). 

 

 

2.2.3  Ácido Butírico 

 

 

AB é um ácido graxo de cadeia curta produzido no lúmen intestinal por fermentação 

bacteriana de carboidratos dietéticos não digeríveis (DAVIE, 2003; HAMER et al., 2008). 

Também é encontrado em frutas, hortaliças, mel e, principalmente, na gordura do leite 

(CHOPIN et al., 2002, 2004).   É uma importante fonte de energia para as células epiteliais, 

além de favorecer a saúde colônica por apresentar diferentes ações, como antiinflamatória, 

melhora da barreira intestinal e diminuição do stresse oxidativo (HAMER et al., 2008). As 

concentrações plasmáticas de AB normalmente alcançam em média de 0,5 a 3,9µM (WONG 

et al., 2006; HAMER et al., 2008). 

Diversos estudos in vitro demonstram que o AB apresenta ações protetoras contra o 

câncer de mama (DAVIS et al., 2000; CHOPIN et al., 2002; LOUIS et al., 2004; 

GONCALVES et al., 2005) e que os principais mecanismos envolvidos incluem modulação 

da proliferação, morte e diferenciação celular (CHOPIN et al., 2002, 2004; WONG et al., 
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2006; NOHARA; YOKOYAMA; KANO,  2007). Efeitos do AB na indução da diferenciação 

e inibição da proliferação de células de câncer de mama, como a MCF-7, têm sido 

demonstrados desde a década de 1980 (ABE; KUFE, 1984a; ABE; KUFE, 1984b). 

Em estudo conduzido em ratas Sprague-Dawley submetidas a modelo de 

carcinogênese de mama induzido pelo agente carcinogênico 7,12-dimetilbenz[a]antraceno 

(DMBA), o AB, administrado a 6% na ração, resultou em redução da incidência de 

carcinomas mamários (YANAGI; YAMASHITA; IMAI, 1993).  De forma semelhante, o AB, 

na forma de TB (um triacilglicerol contendo 3 moléculas de ácido butírico), inibiu o 

desenvolvimento de adenocarcinomas mamários quando administrado a 3% na ração, antes e 

após a iniciação com o carcinógeno metil-nitrosouréia (MNU) (BELOBRAJDIC; 

MCINTOSH, 2000). 

O mecanismo de ação anticarcinogênica do AB não é completamente entendido. 

Descreve-se que sua influência na função celular ocorre por meio da regulação da expressão 

gênica, por meio da modulação de processos epigenéticos, como hiperacetilação de histonas 

(BOFFA; MARIANI; PARKER, 1994; PARODI, 1997; DEMARY; WONG; SPANJAARD, 

2001; CHOPIN et al., 2004; KUEFER et al., 2004; SANTOS; ZAMBRANO; ARANDA, 

2007). Esse efeito relaciona-se com a atividade de inibição de HDAC (HDACi) do AB, 

resultando em hiperacetilação de histonas (H3 e H4), com consequente favorecimento do 

acesso de fatores de transcrição ao DNA (WONG et al., 2006; HAMER et al., 2008). 

Interessantemente, células de câncer parecem ser mais sensíveis a ação de inibidores de 

desacetilases de histonas em comparação a células não transformadas, embora a base 

mecanística para essa aparente seleção seja pouco entendida (HAMER et al., 2008). 

Em linhagens de células de câncer de mama (MCF-7 e Hs578T) butirato inibiu a 

síntese de DNA em até 90%, induziu apoptose e aumentou a expressão de proteínas 

envolvidas no controle do ciclo celular, em decorrência do aumento na acetilação de histonas 

(TSUBAKI et al., 2001). De forma similar, outros estudos mostraram que AB aumentou a 

acetilação de histona H3 em células MCF-7 e MDA-MB231, com consequente indução de 

morte celular. Além disso, induziu a expressão de p21waf1/cip1, bloqueou a fosforilação da 

proteína retinoblastoma e inibiu a expressão de ciclina D1, mesmo na presença de estrógeno 

(DAVIS et al., 2000; SANTOS; MARTINEZ-IGLESIAS; ARANDA, 2007). O AB também 

realçou a sensibilidade de células de câncer de mama (MCF-7) e coloretal (RKO) à radiação, 

isoladamente ou em associação com o agente desmetilante 5-Aza-2’-deoxicitidina, por 

promover o relaxamento da cromatina (CHO et al., 2009). 
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O AB foi um dos primeiros compostos dos alimentos descobertos com atividade de 

HDACi (SPURLING et al., 2008). Vale destacar que essa ação do AB é altamente seletiva 

resultando na ativação de determinados genes, como os supressores de tumor, incluindo o 

p21waf1/cip1, e na repressão de outros, como oncogenes, sendo que nesse último caso também 

seria relevante a sua hipermetilação (PARODI, 1997; CHOPIN et al., 2004).  

   

 

2.2.4  Associação de ácido butírico com vitamina A 

 

 

Componentes dietéticos que modulam múltiplos alvos moleculares podem exercer 

efeitos aditivos ou sinérgicos no controle do câncer (DAVIS; MILNER, 2007). Assim, tem-se 

alcançado sucesso com estratégias de combinação de agentes quimiopreventivos ou 

terapêuticos para controle de diferentes tipos de câncer (HAHN et al., 2008). Terapia com 

combinações envolvendo retinóides e outros agentes destacam-se como estratégia 

farmacológica promissora (DRAGNEV; RIGAS; DMITROVSKY, 2000). Nesse sentido, por 

exemplo, a combinação de AR com tamoxifeno, um agente terapêutico e quimiopreventivo do 

câncer de mama, pode promover maior eficácia na prevenção do câncer de mama ou mesmo 

em terapias adjuvantes (ANZANO et al., 1994; SEAROVIC et al., 2009; CZECZUGA-

SEMENIUK; LEMANCEWICZ; WOLCZYNSKI, 2009).  

Combinações de HDACi, como o AB, com AR, também representam alternativas 

promissoras para o tratamento e prevenção de leucemias, bem como  de tumores sólidos, 

dentre eles o câncer de mama (WIDSCHWENDTER et al., 2001; SIRCHIA et al., 2002; 

KALEBIC, 2003; WHANG et al., 2005; MASSART; DENAIS; GIBASSIER, 2006).  

Na ausência de ligante, receptores de AR recrutam complexo corregulador com 

atividade HDAC, reprimindo a transcrição gênica. Quando AR liga-se aos RARs, promove 

liberação de proteínas HDACs e recruta coativadores transcricionais associados à HAT 

(HAHN et al., 2008). Entretanto, algumas células de câncer, inclusive de mama, são 

resistentes ao AR. Nesse sentido, o tratamento dessas células com AR e HDACis como AB, 

fenilbutirato (análago do butirato), tricostatina A (TSA) e ácido valpróico (VPA), é capaz de 

restaurar a sensibilidade ao AR por reverter a repressão gênica, favorecendo a atividade 

quimiopreventiva de retinóides (SIRCHIA et al., 2000; DELAGE; DASHWOOD, 2008; 

HAHN et al., 2008). 
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O tratamento com associação de AR e HDACis (VPA e TSA) promove aumento da 

acetilação de histonas H3 do promotor do gene RARβ, restaurando sua expressão e inibindo o 

crescimento de células de câncer de mama, inclusive daquelas  que são resistentes ao AR 

(MDA-MB-231), bem como de tumores mamários  in vivo (SIRCHIA et al., 2000; SIRCHIA 

et al., 2002; MONGAN; GUDAS , 2005). Este efeito também foi observado após o 

tratamento de células de melanoma A375 com AB em associação com AR (DEMARY; 

WONG; SPANJAARD, 2001) e de células de hepatocarcinoma (HepG2) com retinoide e 

VPA (TATEBE et al., 2009). 

Da mesma forma, o tratamento com outro HDACi (MS-275) reverteu a resistência de 

células de tumor renal humano ao tratamento com AR, por alterar o padrão de acetilação de 

histonas do promotor do gene RARβ2. Além disso, o tratamento combinado de MS-275 com 

AR resultou em atividade antineoplásica mais pronunciada quando comparado a essas 

substâncias isoladas (WANG et al., 2005).  Também em células de neuroblastoma a 

associação de AR com HDACis como VPA, SAHA e LAQ 824 resultou em ações sinérgicas 

na indução da diferenciação celular, bem como na indução da apoptose e redução da 

viabilidade celular (HAHN et al., 2008). 

Pró-fármacos sintéticos, que associam AR com TB, foram desenvolvidos e 

apresentaram  efeito antiproliferativo em linhagens de células de câncer de mama (MDA-MB 

231) e de câncer de cólon (PC-3) (GEDIYA et al., 2008). 

Além  de aumentar a acetilação de histonas, o AB parece diminuir os níveis de 

metilação de promotores gênicos devido, em parte, à inibição de HDAC. Em células de câncer 

de colon HT29 e HCT116, AB, juntamente com AR, aumentou a expressão de RARβ2, por 

reverter a metilação aberrante do promotor desse gene. Nesse trabalho os autores concluíram 

que a influência do butirato na metilação do DNA parece ser limitada a sítios específicos e 

não a uma ação global (SPURLING et al., 2008).   

 Propõe-se que butirato e outros agentes dietéticos que modulam epigeneticamente o 

DNA apresentem maior impacto na redução do risco de câncer quando em associação com 

retinóides (SPURLING et al., 2008).  Uma hipótese nesse sentido seria que ao favorecer a 

abertura da cromatina, o AB permitiria a ativação transcricional de genes importantes no 

metabolismo da VA, como CRBP-I e RARβ, facilitando seu efeito anticarcinogênico como 

indução de diferenciação, apoptose e inibição da proliferação celular (WHANG et al., 2005). 
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3 OBJETIVOS 
 

 

3.1 Geral  

 

 

 Avaliar os efeitos da administração de vitamina A (VA) e ácido butírico (AB), 

isolados ou em associação, em células de adenocarcinoma mamário humano da 

linhagem MCF-7. 

 

 

3.2 Específicos  

 

 

 Avaliar a ocorrência ou não de ações sinérgicas entre VA e AB contra o crescimento 

de células de adenocarcinoma mamário humano da linhagem MCF-7. 

 

 Avaliar em células de adenocarcinoma mamário humano da linhagem MCF-7 tratadas 

com VA e AB, isoladamente ou em associação:  

 
 Padrão de acetilação de histonas H3 e H4; 

 Padrão de metilação global do DNA; 

 Expressão dos genes para e RAR e CRBP-I;  

 Padrão de metilação da região promotora do gene para RAR; 

 

 Determinar as concentrações de retinol e palmitato de retinila em células de 

adenocarcinoma mamário humano da linhagem MCF-7 tratadas com VA e AB, 

isoladamente ou em associação. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

4.1 Cultura celular 

 

 

As células da linhagem de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 foram gentilmente 

cedidas pelo Prof. João Ernesto de Carvalho do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas 

e Biológicas da Universidade Estadual de Campinas. Estas foram mantidas em frascos de 

cultura e acondicionadas em meio de cultura DMEM (Meio de Eagle modificado por 

Dulbecco), suplementado com 10% de soro fetal bovino e tampão HEPES (3g/L) com pH 

final de 7,2, em estufa com 5% de CO2 à 37ºC. O inóculo inicial foi subcultivado a cada 3 ou 

5 dias e mantido em fase log de crescimento celular, de acordo com Holandino et al. (2001) 

ou congelado em tubos de criocongelamento a uma concentração de 2x106células/mL com 

10% de DMSO para uso futuro. 

 

 

4.2 Curva de crescimento de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB 

 

 

  Para avaliar o efeito de VA e/ou AB no crescimento de células MCF-7, utilizou-se VA 

na forma de palmitato de retinila (87% pureza; BASF, Alemanha) e AB na forma de butirato 

de sódio (99% pureza; Sigma, EUA). Etanol absoluto (Merck, Alemanha) foi utilizado como 

veículo da VA. Assim a VA foi dissolvida em etanol na concentração inicial de 0,03M 

(solução mãe), seguida de diluições seriadas em meio de cultura. Já o AB foi dissolvido 

diretamente em meio de cultura na concentração inicial de 0,5M (solução mãe), seguido de 

diluições seriadas em meio de cultura. A solução de VA foi preparada por ocasião de cada 

experimento e a solução mãe de AB foi congelada em alíquotas, em freezer -20ºC, com 

descongelamento imediatamente antes do uso. 

  As células MCF-7 foram plaqueadas a uma concentração de 1x104 células/mL em 

placas de 96 poços e incubadas por 24hs. Após este período, as células foram inicialmente 

tratadas com 1, 5, 10, 15 e 20µM de VA ou etanol a 0,07% (controle de VA, correspondente à 

quantidade de etanol residual no meio de cultura com 20µM de VA); ou 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5mM 
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de AB ou  meio de cultura (controle de AB) por períodos de 24hs até 120hs.   Para avaliar 

o efeito da associação entre VA e AB, utilizou-se 10µM de VA e 1mM de AB, isoladamente 

ou em associação. Para controle deste experimento, um grupo de células foi tratado com 

etanol 0,035%, correspondente à concentração de etanol residual no meio de cultura após o 

tratamento com 10µM VA. A fim de eliminar qualquer interferência do etanol, esse também 

foi adicionado na concentração de 0,035% ao meio de cultura com 1mM de AB. No 

tratamento com associação de VA e AB não foi necessário a adição de etanol, pois a 

concentração de 0,035% foi alcançada após a adição de  10µM VA ao meio.   

  Após o período de incubação com os diferentes tratamentos, as células foram coradas 

com cristal violeta a 0,5% (10µL para 100 µL de meio/poço), incubadas por 10min, lavadas 

em água corrente e secas à temperatura ambiente. Foram, então, adicionados em cada poço 

100µL de metanol e a leitura da densidade óptica feita a 570nm em leitor de Elisa (Universal 

Microplate Reader EL800). Cada concentração foi analisada em sextuplicata e o experimento 

repetido três vezes. 

  Para se avaliar a possível ocorrência de efeito aditivo ou sinérgico na inibição do 

crescimento de células MCF-7 após o tratamento com VA+AB, utilizou-se a seguinte 

fórmula: (controle-tratamento com VA+AB)/(controle-tratamento com VA)+(controle-

tratamento com AB), o que significa % de inibição observado/% de inibição esperado. De 

acordo com a fórmula, valor maior que 1 indica efeito sinérgico, valor igual a 1 indica efeito 

aditivo e valor menor que 1 indica efeito antagônico (SHIAU et al., 2010). 

 

 

4.3 Avaliação da acetilação no resíduo de lisina 9 da histona 3 (H3K9) e no resíduo de 

lisina 16 da histona 4 (H4K16) 

 

 

4.3.1 Extração ácida de histonas de células MCF-7 

 

 

Para extração de histonas, cerca de 2x105 células MCF-7 foram plaqueadas em placas 

de petri de 100mm, incubadas por 24hs e então tratadas com 10µM de VA, 1mM de AB, 

10µM de VA+1mM de AB ou etanol a 0,035%, correspondente a concentração de etanol 

residual no tratamento com VA. Para controle de eventual interferência do etanol, foi 

adicionado ao meio de cultura contendo 1mM de AB quantidade de etanol correspondente a 
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0,035%.  Após 96 e 120hs dos tratamentos, as células foram coletadas das placas de petri com 

auxílio de raspador e então transferidas para microtubos. As células foram, então, 

homogeneizadas em 600µL de tampão de lise gelado (Tris 10mM; Bissulfito de sódio 50mM;  

Triton X 100 1%; MgCl2 10mM; sacarose 8,6%, PMSF; pH=6,5) por 1-2 min e centrifugadas 

por 15 min a 700g e 4ºC. O precipitado foi então lavado com 50µL de tampão Tris-EDTA 

(Tris 10mM; EDTA 13mM; PMSF; pH=8,0). O precipitado foi ressuspenso em 150µL de 

água ultra-pura e 100µL de H2SO4 0,8N e incubado por uma noite a 4ºC. 

Após este período, realizou-se centrifugação por 15 min a 10.000g e 4ºC e o 

sobrenadante foi incubado com 1mL de acetona a -20ºC por uma noite para precipitação das 

histonas. Posteriormente, acrescentou-se 10µL de NaOH 3N para neutralização e submeteu-se 

a centrifugação por 5 min a 12.000g  e 4ºC. O precipitado foi ressuspenso em 20µL de tampão 

de carregamento (uréia 5,8M; ácido acético glacial 0,9M; glicerol 16%; 2-mercaptoetanol 

4,8% e verde de metila 0,2%). As histonas foram quantificadas por método 

espectrofotométrico (UV), utilizando-se aparelho GeneQuant Pro (Amersham Pharmacia 

Biotec, EUA) ajustado para leitura a 280nm. A concentração de proteínas foi determinada a 

partir de curva padrão de albumina (concentração de 0 a 4.000g/mL) e estas foram 

armazenadas a -80ºC.  

 

 

4.3.2 “Western blotting” de H3K9 e H4K16 acetiladas 

 

 

Os extratos de proteína das células MCF-7 tratadas com etanol, VA e/ou AB foram 

submetidos à eletroforese em géis de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) a 15% e 

tampão Tris-glicina 1X, utilizando-se uma cuba de eletroforese vertical (Mini 

PROTEAN®System, Bio Rad, EUA). Posteriormente, as proteínas foram transferidas dos géis 

para membranas de nitrocelulose Hybond-ECLTM (Amersham Biosciences, EUA), com poro 

de diâmetro de 0,20µm, no decorrer de 35 min.  

Para se verificar a eficácia da transferência, as membranas foram coradas com 

Ponceau-S (USB, EUA) e, em seguida, lavadas com PBS (NaCl 137mM; Na2HPO4 10mM; 

KCl 2,68 mM; KH2PO4 1,76 mM e água ultra-pura, pH=7,4) e água. 

O bloqueio das membranas foi realizado com reagente próprio presente no sistema de 

quimioluminescência ECL (Enhanced Chemiluminescence, GE Heathcare, Reino Unido), 

diluído em PBS (1mL de PBS para cada 20mg de ECL) e incubada por 1h à temperatura 
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ambiente, sob agitação. Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo 

primário anti-acetil H3K9 ou anti-acetil H4K16 (Upstate, EUA) (1:5000) diluídos em 

reagente ECL, por uma noite a 4°C. Posteriormente, as membranas foram incubadas com 

anticorpo secundário conjugado à peroxidase HRP anti-imunoglobulina de coelho (GE 

Healthacare, Reino Unido) na diluição 1:10.000 em reagente ECL por 1 hora. 

As membranas foram então incubadas com anticorpo primário anti-H1(Upstate, EUA), 

o qual serve para controle da técnica, na diluição de 1:5000 em reagente ECL por 1 h a 37°C e 

sob agitação. Em seguida, foram incubadas com anticorpo secundário conjugado à peroxidase 

HRP anti-imunoglobulina de rato (GE Healthacare, Reino Unido) na diluição 1:10000 em 

ECL por 1h, a 37°C e sob agitação. 

A imunodetecção foi feita utilizando-se o sistema de quimioluminescência ECL. O 

sinal foi captado utilizando-se o sistema de aquisição de imagens ImageQuant 400 (GE 

Healthcare, Reino Unido). 

 

 

4.4 Avaliação do padrão de metilação global do DNA 

 

 

4.4.1 Extração de DNA de células MCF-7 

 

 

O DNA genômico foi extraído pelo método clássico utilizando fenol-clorofórmio e 

álcool isoamílico. Para isso, cerca de 2x105 células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 

petri de 100mm, incubadas por 24hs e então tratadas com 10µM de VA, 1mM de AB, 10µM 

de VA+1mM de AB ou etanol na concentração de 0,035%, correspondente à concentração de 

etanol residual no tratamento com VA. Para controle de eventual interferência do etanol, foi 

adicionado à solução de 1mM de AB quantidade de etanol correspondente a 0,035%.  Após 

96 e 120hs do tratamento, as células foram coletadas das placas de petri com auxílio de 

raspador e então transferidas para microtubos e incubadas com 500µL de solução de lise TES 

(Tris HCL 10mM pH=8.0, EDTA 50mM, SDS 0,5%), 2,5µL de RNAse (10mg/mL) e 2,5µL 

de proteinase K (20mg/mL) sob agitação, por aproximadamente 17hs a 55ºC. Após esta etapa, 

adicionaram-se 500µL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico, sendo a mistura  levada à 

agitação por 15 min. O homogenato foi centrifugado a 3.000rpm por 15 min a 4ºC. A fase 

aquosa foi transferida para novo tubo e foi realizada outra extração com 500µL de 
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clorofórmio:álcool isoamílico (24:1). Após nova centrifugação, o sobrenadante foi transferido 

para outro tubo, adicionando-se 1/10 do volume de acetato de sódio 3M e 2,5X do volume de 

etanol absoluto gelado. Essa solução foi então mantida a -20ºC por 2 dias para precipitação do 

DNA.  Após este período, realizou-se centifugação por 30 min a 12.000rpm e o precipitado 

foi lavado com etanol 70%. Por fim o DNA foi ressuspenso em 50µL de TE (Tris 100mM, 

EDTA 10mM, pH=8,0) e quantificado em espectrofotômetro (Nanodrop1000, 

ThermoScientific). O DNA foi considerado de boa qualidade e íntegro quando a razão das 

absorbâncias nos comprimentos de onda de 260 e 280nm foi maior que 1,8 e menor que 2,2 e 

quando não apresentou fragmentação em gel de agarose a 2%, respectivamente. 

 

 

4.4.2 Técnica de “Dot blot” 

 

 

  A análise do padrão de metilação global do DNA foi realizada pela técnica de “dot 

blot” (ALYAQOUB et al., 2006)  em amostras de células de adenocarcinoma mamário 

humano da linhagem MCF-7 tratadas com etanol a 0,035%, VA, AB e VA+AB. Amostras de 

DNA (2g), foram desnaturadas em  solução 0,1M de NaOH e tampão SSC (3M NaCl, 0,3M 

citrato de sódio, pH=7,0) a 95ºC durante 5 min e aplicadas em membrana de nitrocelulose 

(Amersham Bioscicence, EUA) (ALYAQOUB et al., 2006). Posteriormente, as amostras 

foram fixadas sob vácuo a 80 ºC por 2hs. As membranas foram bloqueadas com solução 5% 

de leite por 2hs e, então, incubadas com anticorpo primário monoclonal anti-5-metilcitosina 

(Serotec, Reino Unido) por cerca de 2hs. Em seguida, a membrana foi tratada com anticorpo 

secundário conjugado a peroxidase HRP anti-imunoglobulina de rato (GE Healthcare, Reino 

Unido) por 2hs. A imunodetecção foi feita utilizando-se o sistema de quimioluminescência 

ECL (GE Healthcare, Reino Unido). Em seguida, um filme de raio-x (Kodak X-Omat, EUA) 

foi exposto a essa membrana para revelação do sinal. A intensidade do sinal foi quantificada 

pelo software Quantity One 4.6.8 (Bio Rad, EUA). Para controle da aplicação das amostras de 

DNA, a membrana foi corada com azul de metileno e os dados normalizados utilizando-se o 

sinal correspondente deste corante para corrigir as variações no carregamento do DNA 

(ALYAQOUB et al., 2006; ONG et al., 2006). 
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4.5 Análise da expressão dos genes RARβ e CRBP-I por PCR em tempo real 

 

 

4.5.1 Extração de RNA de células MCF-7 

 

 

A extração de RNA total a partir de células MCF-7 foi realizada de acordo com 

instruções do kit illustra RNAspin Mini RNA isolation (GE Healthcare, Alemanha).  Para 

tanto, cerca de 2x105 células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 100mm, 

incubadas por 24hs e então tratadas com 10µM de VA, 1mM de AB, 10µM de VA+1mM de 

AB e etanol na concentração de 0,035%, correspondente a concentração de etanol residual no 

tratamento de VA. Para controle de alguma interferência do etanol, foi adicionado à solução 

de 1mM de AB quantidade de etanol correspondente a 0,035%.  Após 96 e 120hs dos 

tratamentos, as células foram tripsinizadas e transferidas para microtubos, onde foram 

incubadas com tampão de lise para rompimento das membranas celulares e inativação de 

RNAses. Além disso, esse tampão proporcionou condições adequadas para que ocorresse a 

adsorção do RNA a uma membrana de sílica. Após subsequentes etapas de lavagem, os 

metabólitos celulares foram retirados e o RNA, então, eluído da membrana de sílica, sob 

condições de baixa concentração iônica. O RNA foi considerado íntegro e de boa qualidade 

quando a razão das absorbâncias nos comprimentos de onda de 260 e 280nm foi maior que 

1,8 e menor que 2,2 e quando as bandas 18s e 28s puderam ser visualizadas em gel de agarose 

1%, respectivamente. 

 

 

4.5.2 Conversão de RNA para cDNA pela enzima transcriptase reversa 

 

 

A transcrição reversa foi realizada a partir de 1500ng de RNA total obtidos de células 

MCF-7 tratadas com etanol, VA, AB ou VA+AB de acordo com instruções do kit 

SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen-EUA). 
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4.5.3 Amplificação dos genes RARβ e CRBP-I  

 

 

A quantificação de mRNA dos genes RARβ, CRBP-I e gliceraldeído desidrogenase-3 

fosfatase (GAPDH; gene controle), por meio de seus respectivos cDNAs,  foi realizada por 

PCR em tempo real, utilizando-se o sistema de amplificação TaqMan (Applied Biosystems, 

Foster City, CA).  

Foram selecionados “primers” e sondas marcadas com fluoróforo FAM para todos os 

genes de acordo com os assays disponibilizados pela Applied Biosystems 

(www.appliedbiosystems.com.br) (Tabela 1). 

 
 Tabela 1: “Primers” e sondas utilizados nas PCRs em Tempo Real 

Gene Assay ID 

RARβ Hs00233407-m1 

CRBP-I Hs01011514-m1 

GAPDH Hs99999905-m1 

 

 

A reação de PCR foi realizada em termociclador ABI Prism 7000 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA), iniciada a 50ºC por 2 min, seguida de 95ºC por 10 min e 

a amplificação conduzida por 50 ciclos de 15s a 95ºC (desnaturação) e 1 min a 60ºC 

(hibridização e extensão).  

O sinal de fluorescência captado pelo programa 7000 System SDS Software (Applied 

Biosystems, Foster City, CA EUA) gerou o parâmetro ciclo, denominado ciclo treshold (Ct), 

momento em que a amplificação acontece de forma exponencial. Para cada amostra de cDNA, 

o Ct de cada gene foi registrado e comparado com o do gene GAPDH, que foi utilizado como 

controle endógeno.  

A quantidade de cDNA utilizada nos ensaios foi determinada a partir de curva-padrão 

que permite avaliar a linearidade da amplificação bem como a eficiência da mesma. Para essa 

finalidade, foram utilizadas seis diferentes concentrações de cDNA (23ng/µL, 11,5 ng/µL, 

5,75 ng/µL, 2,9ng/µL, 1,4ng/µL, 0,7 ng/µL) de amostras de células de mama normal 

provenientes de mamoplastia (HB4a) usadas apenas para teste nos ensaios de PCR em tempo 

real. Com os dados gerados pela curva padrão, pôde-se calcular a eficiência da reação através 

da inclinação da curva. Consideraram-se ensaios de PCR em tempo real com alta eficiência 
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(90% a 110%), quando a inclinação (slope) da curva-padrão foi próxima a -3,3 (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). Os valores de Ct obtidos nos ensaios foram utilizados para determinar 

a expressão relativa de mRNA de cada gene alvo em relação à do GAPDH (controle 

endógeno), através da relação Delta Ct (Ct): Ct= (Ct gene alvo - Ct controle endógeno). Para se 

verificar se houve variação de expressão dos genes RARβ e CRBP-I em células tratadas com 

VA, AB e VA+AB em relação às células controle, os dados foram normalizados de acordo 

com o parâmetro Delta Delta Ct (Ct): Ct= (Ct tratamento - Ct controle(etanol) ). E por último, 

os resultados foram transformados em escala logarítmica (2Ct). 

 

 

4.6 Análise do padrão de metilação do promotor do gene que codifica para RAR, 

pela técnica de PCR metilação-específica (MS-PCR) 

 

 

A técnica MS-PCR baseia-se no princípio de que o tratamento do DNA com bissulfito 

converte os resíduos de citosinas não metiladas em uracilas, enquanto que os resíduos de 

citosinas metiladas permanecem inalterados. Assim, após a conversão com bissulfito, 

seqüências do DNA metiladas e não metiladas podem ser distinguidas por “primers” 

específicos (HERMAN et al., 1996.; COTTRELL; LAIRD, 2003). 

 

 

4.6.1 Modificação do DNA com Bissulfito de Sódio 

 

 

Cerca de 2 µg do DNA genômico extraídos de células MCF-7, após 96hs e 120hs de 

tratamento com etanol a 0,035%, 10µM VA, 1mM de AB ou10µM VA+1mM de AB, 

juntamente com DNA de esperma de salmão (Ci-10mg/ml) (Eppendorf,Alemanha) em 

volume final de 17µL, foram desnaturados com NaOH (concentração final de 0,2M) por 20 

min a 50ºC. Concomitantemente, foi preparada uma solução de bissulfito de sódio 

2,5M/hidroquinona 1M, pH=5 que foi adicionada à amostra e incubada a 70ºC por 3hs, no 

escuro. O DNA modificado foi purificado com o sistema Wizard DNA-Clean-up System 

(Promega, EUA), tratado com NaOH 0,3M por 10 min e então precipitado com acetato de 

amônio 5M, etanol gelado e 1µL de glicogênio (20 mg/ml) durante uma noite à -20ºC. Após 
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esse período, realizou-se centrifugação por 15 min a 20.817 g e o sobrenadante desprezado. O 

precipitado foi lavado com 500µL de etanol a 70%. O DNA precipitado seco foi 

ressuspendido em 50µL de TE e, em seguida, armazenado a -80ºC até o momento de seu uso. 

 

 

4.6.2 Análise do padrão de metilação da região promotora do gene RARβ 

 

 

Para análise do padrão de metilação da região promotora do gene RARβ foram 

utilizados os seguintes “primers” de acordo com Esteller et al. (2002):  

 

     Seqüência não-metilada 

 

 5’TTGGGATGTTGAGAATGTGAGTGATTT 3’ (sentido) 

 5’CTTACTCAACCAATCCAACCAAAACAA 3’ (antisentido) 

  

 Seqüência metilada 

 

 5’ TGTCGAGAACGCGAGCGATTC 3’ (sentido) 

 5’ CGACCA ATCCAACCGAAACGA 3’ (antisentido) 

 

Cada reação de PCR foi composta por tampão de PCR 1X (16,6mM sulfato de 

amônio/ 67mM Tris, pH 8,8/ 6,7mM MgCl2/ 10mM  2-mercaptoetanol), dNTPs (10mM 

cada), “primers” (300ng cada), 1,25 unidade de Taq polimerase e DNA modificado com 

bissulfito (50ng) em um volume final de 25µL.  

A reação de PCR foi realizada em termociclador Eppendorf epMastercycler 

(Eppendor, Alemanha). As reações foram iniciadas a 94ºC por 10 min e a amplificação foi 

conduzida por 35 ciclos: 30s à 94ºC, 30s à temperatura de associação (“annealing”; 57ºC para 

o molde desmetilado e 58ºC para o metilado), 30s à 72ºC e, finalmente, 10 min de extensão 

final a 72ºC. 

O resultado da PCR (10µL) foi diretamente aplicado em gel de agarose a 2% corado 

com BlueGreen (LGC Biotecnologia).  
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4.7 Determinação das concentrações celulares de retinol e palmitato de retinila, por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).  

 

 

Para extração dos retinóides, cerca de 2x105 células MCF-7 foram plaqueadas em 

placas de petri de 100mm, incubadas por 24hs e então tratadas com 10µM de VA, 1mM de 

AB, 10µM de VA+1mM de AB ou etanol a 0,035%, correspondente a concentração de etanol 

residual no tratamento de VA. Para controle de eventual interferência do etanol, foi 

adicionado à solução de 1mM de AB quantidade de etanol correspondente a 0,035%.  Após 

96 e 120hs dos tratamentos, as células foram coletadas das placas de petri com auxílio de 

raspador e então transferidas para microtubos. A lise celular foi promovida por sequências de 

congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento por 3 vezes e o processo foi 

completado com seringa (22G). Todo o procedimento foi realizado no escuro. Uma alíquota 

foi retirada para determinação do extrato protéico e a alíquota destinada à determinação de 

retinol e palmitato de retinila foi armazenado a -80C até o momento das análises.  

De acordo com metodologia descrita por STAHL  et al. (1993) as amostras foram 

homogeneizadas em agitador mecânico, com 2mL de etanol por 2 min, sendo então agitadas 

em agitador de tubos após acréscimo de 2mL de n-hexano, também por 2 min. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas (centrífuga Sorvall, modelo RC5C, rotor SS-34) a 10.000rpm, 

por 10 min. O sobrenadante foi seco em atmosfera de nitrogênio e ressuspendido na fase 

móvel [acetonitrila – diclorometano – metanol (20:20:10)]. 

As amostras foram analisadas em um cromatógrafo (modelo LC9A, Shimadzu, Japão) 

com sistema de bomba de multisolventes, auto injetor (modelo SIL – 6B) e detector de 

fotodiodo UV-VIS (modelo SPD-M6A, ajustado a 325nm para a detecção dos retinóides), 

com coluna C18 de fase reversa (CLC-ODS; 5µm, 6 mm x 15 cm). Alíquotas de 20µL foram 

injetadas no cromatógrafo e os retinóides (retinol e palmitato de retinila) foram eluídos (1,5 

mL/minuto) em fase móvel [acetonitrila – diclorometano – metanol (20:20:10)].  Os 

retinóides foram identificados pela comparação de seus tempos de retenção com os de padrões 

autênticos, e quantificados pelas áreas dos picos. 
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4.8 Análises estatísticas  

 

 

Os dados obtidos foram testados quanto à distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) 

e à homogeneidade das variâncias (teste de Levene e Brown-Forsythe). Quando atendidos 

esses requisitos, as comparações foram realizadas com o teste paramétrico de Análise de 

Variância Unidimensional (One-Way-ANOVA) seguida do teste de Tuckey. Quando não foi 

observada distribuição normal e, principalmente, a homogeneidade das variâncias, adotou-se 

teste estatístico não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão de três ou quatro 

experimentos independentes e o nível de significância utilizado de 5% (p<0,05). As análises 

estatísticas foram realizadas pelo programa STATISTICA 8.0 (StatSoft). 
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5 RESULTADOS  
 

 

5.1 Curva de crescimento de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB 

 

 

A Figura 3 apresenta os resultados referentes ao crescimento celular em resposta aos 

tratamentos das células MCF-7 com VA. Nos períodos de 24, 48, 72 e 96hs após os 

tratamentos, nenhuma concentração de VA inibiu o crescimento celular (p>0,05) em 

comparação ao controle. Após 120hs de tratamento, somente a concentração de 20µM de VA 

inibiu (p<0,05) o crescimento celular em comparação ao controle. Na tabela 2 pode-se 

observar o percentual de inibição do crescimento celular após 96 e 120hs de tratamentos com 

VA. 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Curva de crescimento de células MCF-7 tratadas com VA. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão de três experimentos realizados em sextuplicata para cada concentração de VA. 
*Diferença estatisticamente significante (p=0,02) entre o tratamento com 20µM de VA e o controle 
(etanol 0,07%) de acordo com o teste ANOVA seguido pelo de Tuckey. As células MCF-7 foram 
plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24hs. Após este período foram tratadas com etanol 
a 0,07% (controle), 1µM; 5µM; 10µM; 15µM e 20µM de VA e incubadas por períodos de 24, 48, 72, 
96 e 120hs. Após cada período de incubação, o crescimento celular foi avaliado pelo método cristal 
violeta. 
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   Tabela 2: Percentual de inibição do crescimento das  
                                   células MCF-7 por diversas  concentrações de VA,  
                                   nos períodos de 96 e 120hs. 

Concentração  

de VA 

      96hs      120hs 

% inibição % inibição 

       1µM          7       10 

       5µM         17       16 

      10µM         17       24 

      15µM         22       23 

      20µM         29       27 

 
 
 
 

 A Figura 4 apresenta os resultados referentes ao crescimento celular em resposta aos 

tratamentos das células MCF-7 com AB. Após 24 e 72hs de tratamento, nenhuma 

concentração de AB inibiu o crescimento celular (p>0,05) em comparação ao controle. Após 

48 e 96hs de tratamento, somente a concentração de 5mM de AB inibiu (p<0,05) o 

crescimento celular em comparação ao controle. Após 120hs de tratamento, todas as 

concentrações de AB inibiram (p<0,01) o crescimento celular em relação ao controle.  Na 

tabela 3 pode-se observar o percentual de inibição do crescimento celular após 96 e 120hs de 

tratamentos com AB. 
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Figura 4: Curva de crescimento de células MCF-7 tratadas com AB. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão de três experimentos realizados em sextuplicata para cada concentração de AB. 
*Diferença estatisticamente significante no tratamento com 5mM de AB em 48 e 96hs e em todos os 
tratamentos em 120hs, quando comparado ao controle (células não tratadas) (p<0,05) de acordo com o 
teste ANOVA seguido pelo de Tuckey. As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços e 
incubadas por 24hs. Após este período foram tratadas com meio de cultura com soro bovino fetal 10% 
(controle), 0,5mM, 1mM, 2mM, 3mM, 4mM e 5mM de AB e incubadas por períodos de 24, 48, 72, 
96 e 120hs. Após cada período de incubação, o crescimento celular foi avaliado pelo método cristal 
violeta. 
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Tabela 3: Percentual de inibição do crescimento das células MCF-7 por diversas concentrações 
de AB, nos períodos de 48, 72, 96 e 120hs. 
Tempo de 

incubação após 

tratamento 

Concentração de AB % inibição  Valor p 

48hs 

         0,5mM         22      >0,05 
          1mM         30      >0,05 
          2mM         37      >0,05 
          3mM         43      >0,05 
          4mM         55      >0,05 
          5mM         58        0,04 

72hs 

         0,5mM         20      >0,05 
          1mM         28      >0,05 
          2mM         50      >0,05 
          3mM         61      >0,05 
          4mM         66       >0,05 
          5mM         73         0,05 

96hs 

         0,5mM         21      >0,05 
          1mM         36      >0,05 
          2mM         62      >0,05 
          3mM         75      >0,05 
          4mM         81      >0,05 
          5mM         85        0,02 

120hs 

        0,5mM         20       <0,01 
          1mM         38       <0,01 
          2mM         70       <0,01 
          3mM         82       <0,01 
          4mM         87       <0,01 
          5mM         91       <0,01 

 

 

  Para se avaliar se associação de VA e AB apresentariam eventual efeito sinérgico ou 

aditivo na inibição do crescimento das células MCF-7, selecionaram-se concentrações de VA 

e AB em que seus efeitos inibitórios, quando isolados, tivessem sido moderados.  Figura 5 

apresenta os resultados referentes ao crescimento celular em resposta aos tratamentos das 

células MCF-7 com 10µM de VA e/ou 1mM de AB. Observa-se que 24hs após os 

tratamentos, nenhuma diferença (p>0,05) foi observada entre os grupos de células. Após 48, 

72, 96 e 120hs de tratamento, o grupo de células tratadas com a associação de VA e AB 

apresentou menor crescimento celular (p<0,05) em relação ao controle. AB isolada 

apresentou menor crescimento celular (p<0,05) em relação ao controle somente após 72hs de 

tratamento, enquanto que VA não (p>0,05) alterou o crescimento celular em qualquer período 

de tratamento.  Na Tabela 4 observam-se os percentuais de inibições do crescimento das 
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células MCF-7, em relação ao controle, em todos os períodos de incubação após os diferentes 

tratamentos.  

 

 

  

Figura 5: Curva de crescimento de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB. Os valores estão 
expressos em média ± erro padrão de três experimentos realizados com sextuplicata para cada 
tratamento. * Diferença estatisticamente significante do tratamento com VA+AB em 48, 72, 96 e 
120hs e do tratamento com AB em 72hs, quando comparado ao controle (etanol) de acordo com o 
teste ANOVA seguido pelo de Tuckey.As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços e 
incubadas por 24 hs. Após este período foram tratadas com etanol 0,035%, 10µM de VA, 1mM de AB 
e 10µM de VA + 1mM de AB e incubadas por períodos de 24, 48, 72, 96 e 120hs. Após cada período 
de incubação, o crescimento celular foi avaliado pelo método cristal violeta.  
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Tabela 4: Percentual de inibição do crescimento das células MCF-7 por VA e/ou AB, nos 
períodos de 24, 48, 72, 96 e 120hs. 
Tempo de  

incubação após 

tratamento 

Tratamento % inibição  Valor p 

24hs 
             VA         1      >0,05 
             AB         9      >0,05 
         VA+AB        16      >0,05 

48hs 
             VA         2      >0,05 
             AB        16      >0,05 
         VA+AB        20        0,04 

72hs 
             VA        11      >0,05 
             AB        34      <0,01 
         VA+AB        40      <0,01 

96hs 
             VA        17      >0,05 
             AB        44      >0,05 
         VA+AB        51        0,01 

120hs 
             VA        10       >0,05 
             AB        34       >0,05 
         VA+AB        46  0,04 

 

 

 

5.2 Acetilação de H3K9 de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB 

 

 

As Figuras 6 e 7 apresentam os resultados referentes à análise da acetilação de H3K9 

de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, após período de 96 e 120hs, respectivamente. 

Após 96hs, o tratamento de células MCF-7 com AB isolado ou em associação com VA, mas 

não com VA isolada, aumentou a acetilação de H3K9 (p<0,05) em comparação ao controle. 

Nesse mesmo período, o tratamento com AB também aumentou a acetilação de H3K9 

(p<0,05) em comparação ao tratamento com VA. Não houve diferença (p>0,05) entre os 

tratamentos com AB e VA+AB quanto a acetilação de H3K9.  Após 120hs, os tratamentos 

com VA e/ou AB não alteraram a acetilação de H3K9 (p>0,05) em comparação ao controle. 
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A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
B)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6: Acetilação de H3K9 de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 96hs. A) Imunoblot com marcação para H1 (controle do carregamento) e 
H3K9; B) Índice de acetilação de H3K9 em relação ao controle. Os dados são 
representativos de 3 experimentos independentes e estão expressos em média ± erro 
padrão. * Diferença estatisticamente significante em relação ao controle; ** diferença 
estatisticamente significante em relação ao tratamento com VA de acordo com o teste 
ANOVA seguido pelo de Tuckey (p<0,05). As células MCF-7 foram plaqueadas em 
placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. Após este período foram tratadas com 
etanol a 0,035% (controle), 10µM de VA, 1mM de AB ou 10µM de VA + 1mM de 
AB. Após 96hs de incubação, as histonas foram extraídas e o padrão de acetilação da 
H3K9 avaliado por “Western Blot”.  
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 A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7: Acetilação de H3K9 de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB no período 
de 120hs. A) Imunoblot com marcação para H1 (controle do carregamento) e H3K9; B) 
Índice de acetilação de H3K9 em relação ao controle. Os dados são representativos de 3 
experimentos independentes e estão expressos em média ± erro padrão. Sem diferenças 
estatisticamente significantes de acordo com o teste ANOVA (p>0,05). As células 
MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. Após este 
período foram tratadas com etanol a 0,035% (controle), 10µM de VA, 1mM de AB e 
10µM de VA + 1mM de AB. Após 120hs de incubação, as histonas foram extraídas e o 
padrão de acetilação da H3K9 avaliado por “Western Blot”.  
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5.3 Acetilação de H4K16 de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB 

 

 

A Figura 8 apresenta os resultados referentes à análise da acetilação de H4K16 de 

células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, após período de 96hs. Observa-se que os 

tratamentos com VA e/ou AB não alteraram a acetilação de H4K16 (p>0,05) em comparação 

ao controle. 

 
 A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B) 
 
 
 
 
 

Figura 8: Acetilação de H4K16 de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 96hs. A) Imunoblot com marcação para H1 (controle do carregamento) e 
H4K16; B) Índice de acetilação de H4K16 em relação ao controle. Os dados são 
representativos de 3 experimentos independentes e estão expressos em média ± erro 
padrão. Sem diferenças estatisticamente significantes de acordo com o teste ANOVA 
(p>0,05). As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 100mm e 
incubadas por 24hs. Após este período foram tratadas com etanol a 0,035% (controle), 
10µM de VA, 1mM de AB e 10µM de VA + 1mM de AB. Após 96hs de incubação, as 
histonas foram extraídas e o padrão de acetilação da H4K16  avaliado por “Western 
Blot”.  
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5.4 Padrão de metilação global do DNA de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB 

 

 

As Figuras 9 e 10 apresentam os resultados referentes à análise do padrão de metilação 

global de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, após período de 96 e 120hs, 

respectivamente. Os tratamentos com VA e/ou AB não alteraram o padrão de metilação 

global do DNA (p>0,05) em comparação ao grupo controle, tanto no período de 96hs quanto 

no período de 120hs após os tratamentos. 
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A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

B) 
 
 
 
 
 
 
C) 

 
 

Figura 9: Metilação global do DNA de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 96hs. A) Imunoblot com marcação para 5-metilcitosina de uma duplicata por 
tratamento; B) Membrana de nitrocelulose com coloração com azul de metileno do 
DNA de uma duplicata por tratamento; C) Índice de metilação global do DNA em 
relação ao controle. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes 
conduzidos em duplicata e estão expressos em média ± erro padrão. Sem diferenças 
estatisticamente significantes de acordo com o teste de Krukal Wallis (p>0,05). As 
células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. 
Após este período foram tratadas com etanol a 0,035% (controle), 10µM de VA, 1mM 
de AB e 10µM de VA + 1mM de AB. Após 96hs de incubação, o DNA foi extraído e o 
padrão de metilação global do DNA avaliado por “Dot Blot”.  
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A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 

C) 
 

Figura 10: Metilação global do DNA de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 120hs. A) Imunoblot com marcação para 5-metilcitosina de uma duplicata 
por tratamento; B) Membrana de nitrocelulose com coloração com azul de metileno do 
DNA de uma duplicata por tratamento; C) Índice de metilação global do DNA em 
relação ao controle. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes 
conduzidos em duplicata e estão expressos em média ± erro padrão. Sem diferenças 
estatisticamente significantes de acordo com o teste de Krukal Wallis (p>0,05). As 
células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. 
Após este período foram tratadas com etanol a 0,035%(controle), 10µM de VA, 1mM 
de AB e 10µM de VA + 1mM de AB. Após 120hs de incubação, o DNA foi extraído e o 
padrão de metilação global do DNA avaliado por “Dot Blot”. 
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5.5 Expressão dos genes para RARβ e CRBP-I de células MCF-7 tratadas com VA 

e/ou AB 

 

 

As Figuras 11 e 12 apresentam nível de expressão do gene para RARβ de células 

MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, após período de 96 e 120hs, respectivamente. Observa-se 

que após 96hs de tratamento, apenas AB aumentou a expressão do gene RARβ (p<0,05) 

quando comparado ao tratamento com VA. Em comparação ao controle, não houve diferença 

(p>0,05) nos tratamentos com VA e/ou AB quanto à expressão do gene.  Após 120hs, os 

tratamentos com AB isolado ou em associação com VA, mas não com VA isolada, 

aumentaram a expressão do gene RARβ (p<0,05) em relação ao controle. Após 120hs, o 

tratamento com AB aumentou a expressão do gene RARβ (p<0,05) em relação ao grupo VA. 

Não houve diferença (p>0,05) entre os tratamentos com AB e VA+AB quanto a expressão do 

gene.  

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11: Expressão do gene RARβ em células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 96hs. Os dados são representativos de 4 experimentos independentes 
conduzidos em duplicata e estão expressos em média ± erro padrão. * Diferença 
estatisticamente significante em relação ao tratamento com VA de acordo com o teste 
ANOVA seguido pelo de Tuckey (p<0,05). As células MCF-7 foram plaqueadas em 
placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. Após este período foram tratadas etanol 
0,035% (controle), 10µM de VA, 1mM de AB e 10µM de VA + 1mM de AB. Após 
96hs de incubação, o RNA foi extraído e a expressão do gene RARβ avaliada por PCR 
em tempo real. A expressão de RARβ em células normais de mama HB4a, não 
apresentada, foi 1,22 vez maior do que a expressão em células MCF-7 tratadas com 
etanol. 
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Figura 12: Expressão do gene RARβ de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 120hs. Os dados são representativos de 4 experimentos independentes 
conduzidos em duplicata e estão expressos em média ± erro padrão. * Diferença 
estatisticamente significante em relação ao controle; ** Diferença estatisticamente 
significante em relação ao tratamento com VA de acordo com o teste ANOVA seguido 
pelo de Tuckey (p<0,05). As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 
100mm e incubadas por 24hs. Após este período foram tratadas etanol 
0,035%(controle), 10µM de VA, 1mM de AB e 10µM de VA + 1mM de AB. Após 
120hs de incubação, o RNA foi extraído e a expressão do gene RARβ avaliada por PCR 
em tempo real. A expressão de RARβ em células normais de mama HB4a, não 
apresentada, foi 1,07 vez maior do que a expressão em células MCF-7 tratadas com 
etanol. 

  
 
 
 
 

As Figuras 13 e 14 apresentam o nível de expressão do gene para CRBP-I de células 

MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, após período de 96 e 120hs, respectivamente. Após 96 e 

120hs, nenhum dos tratamentos alterou a expressão do gene para CRBP-I (p>0,05) em relação 

ao controle.  
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Figura 13: Expressão do gene CRBP-I de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 96hs. Os dados são representativos de 4 experimentos independentes 
conduzidos em duplicata e estão expressos em média ± erro padrão. Sem diferenças 
estatísticas de acordo com o teste ANOVA (p>0,05). As células MCF-7 foram 
plaqueadas em placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. Após este período 
foram tratadas com etanol a 0,035%(controle), 10µM de VA, 1mM de AB e 10µM de 
VA + 1mM de AB. Após 96hs de incubação, o RNA foi extraído e a expressão do gene 
CRBP-I avaliada por PCR em tempo real. A expressão de CRBP-I de células normais 
de mama HB4a, não apresentada, foi 200 vezes maior do que a expressão em células 
MCF-7 tratadas com etanol. 

 
 
 
 
 

Figura 14: Expressão do gene CRBP-I de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 120hs. Os dados são representativos de 4 experimentos independentes 
conduzidos em duplicata e estão expressos em média ± erro padrão.  Sem diferenças 
estatísticas de acordo com o teste ANOVA (p>0,05). As células MCF-7 foram 
plaqueadas em placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. Após este período 
foram tratadas com etanol a 0,035%(controle), 10µM de VA, 1mM de AB e 10µM de 
VA + 1mM de AB. Após 120hs de incubação, o RNA foi extraído e a expressão do 
gene CRBP-I avaliada por PCR em tempo real. A expressão de CRBP-I de células 
normais de mama HB4a, não apresentada, foi 229 vezes maior do que a expressão em 
células MCF-7 tratadas com etanol. 
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5.6 Padrão de metilação do promotor do gene que codifica para RAR de células 

MCF-7 tratadas com VA e/ou AB 

 

 

A Figura 15 apresenta o padrão de metilação do promotor do gene que codifica para 

RAR de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, após período de 96hs. Observa-se que a 

região promotora do gene RARβ apresenta-se predominantemente metilada nas células MCF-

7 tratadas ou não com VA, AB, isolados ou em associação.  
 

 
 

Figura 15: Metilação da região promotora do gene RARβ de células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, no 
período de 96hs. As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 100mm e incubadas por 24hs. 
Após este período foram tratadas com etanol a 0,035% (controle), 10µM de VA, 1mM de AB ou 10µM de 
VA + 1mM de AB. Após 96hs de incubação, o DNA foi extraído e o padrão de metilação da região 
promotora do gene RARβ avaliado pela técnica de MS-PCR. (U) amplificação com “primers” específicos 
para seqüência não metilada, (M) amplificação com “primers” específicos para seqüência metilada, (P) 
padrão de peso molecular, (H20) controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

5.7 Concentrações de retinol e palmitato de retinila de células MCF-7 tratadas com 

VA e/ou AB 

 

 

A Figura 16 apresenta os resultados referentes às concentrações de retinol em células 

MCF-7 tratadas com VA e/ou AB. Após 96hs, não houve diferença (p>0,05) entre os 

tratamentos quanto à concentração celular desse retinóide. Após 120hs, apenas as células 

tratadas com VA isolada apresentaram maior concentração de retinol (p<0.05) em 

comparação ao controle. Palmitato de retinila não foi detectado em células MCF-7 tratadas 

com etanol, VA e/ou AB.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 16: Concentração de retinol em células MCF-7 tratadas com VA e/ou AB, nos 
períodos de 96 e 120hs. Os dados são representativos de 4 experimentos independentes 
e estão expressos em média ± erro padrão. * Diferença estatisticamente significante em 
relação ao controle de acordo com o teste ANOVA seguido pelo de Tuckey (p<0,05). 
As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 100mm e incubadas por 
24hs. Após este período foram tratadas com etanol a 0,035%(controle), 10µM de VA, 
1mM de AB ou 10µM de VA + 1mM de AB. Após 96 e 120hs de incubação, os 
retinóides foram quantificados por cromatografia líquida de alta eficiência. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Retinóides são importante classe de substâncias para a prevenção e tratamento de 

diversos tipos de câncer, especialmente o de mama (PASTORINO et al., 1993; DRAGNEV; 

RIGAS; DMITROVSKY, 2000; MENARD et al., 2001; McDANIEL et al., 2007; 

FORMELLI et al., 2009; BONANNI; LAZZERONI, 2009).  

Diversos estudos relataram efeitos inibitórios do crescimento de células de câncer de 

mama ER+ como MCF-7 e T47D por parte de retinóides (RUBIN et a., 1994; STEPHEN; 

DARBRE, 2000; CZECZUGA-SEMENIUK; LEMANCEWICZ; WOLCZYŃSKI, 2009; 

SEAROVIC et al., 2009). Estudo recente investigou os efeitos do AR, nas concentrações de 

10nM, 100nM ou 1µM, em células com graus progressivos de malignidade e que 

representavam os diferentes estágios da carcinogênese de mama. Observou-se, nesse caso, 

que quanto maior a agressividade das células, menor a resposta ao tratamento com o retinóide. 

(AHN; CHANG;TALMAGE, 2009). 

 Alguns trabalhos avaliaram em linhagens de câncer de mama o efeito de retinóides na 

forma de VA. Prakash et al.(2001) observaram que tratamento com 100nM ou 1µM de retinol 

inibiu significativamente o crescimento de células MCF-7 após período de 216hs. Já em 

células MDA-MB 231, houve estímulo de seu crescimento pelo retinóide, não se observando 

efeito em células Hs578T. Tratamento com concentração fisiológica de retinol (2,5µM) 

reduziu o crescimento de células MCF-7 em 22% e 32%, após período de 120hs e 144hs de 

tratamento, respectivamente (HAYDEN; SATRE, 2002). Por outro lado, de acordo com Mira-

y-Lopes et al.(2000) concentrações de 0,5 a 2,0µM de retinol não inibiram o crescimento de 

células MCF-7, refletindo o metabolismo alterado da VA em células de câncer de mama. No 

presente estudo, observou-se inibição significativa do crescimento de células MCF-7 somente 

com tratamento com 20µM de VA, concentração quase 10 vezes maior que a fisiológica, após 

período de 120hs. 

O AB tem sido considerado agente promissor para tratamento e prevenção do câncer, 

inclusive o de mama (MANDAL; KUMAR, 1996; BELOBRAJDIC; McINTOSH, 2000; 

TSUBAKI et al. 2001; PELLIZARO et a., 2001; CHOPIN et al., 2002; KUEFER et al., 2004; 

CHOPIN et al., 2004; NOHARA; YOKOYAMA; KANO, 2007; SANTOS; MARTINEZ-

IGLESIAS; ARANDA, 2007; KUROIWA-TRZMIELINA et al. 2009). Em células de câncer 

de mama como a MCF-7, há relatos de inibição de até 75% de seu crescimento após 

tratamento com AB na concentração de 1 a 3mM, com aumento de células na fase G1 do ciclo 
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celular (MANDAL; KUMAR, 1996; CHOPIN et al., 2002). Além disso, o tratamento com 

1mM de AB  resultou em aumento do número de células na fase G2/M e G1, após período de 

24 e 48hs,  respectivamente, indicando inibição da proliferação celular. AB também induziu 

apoptose no período de 48hs a partir da concentração de 1mM, observando-se maior efeito 

com 2,5mM (CHOPIN et al., 2004). Tsubaki et al.(2001) observaram inibição da síntese de 

DNA pelo AB em padrão concentração dependente. Nesse caso, a concentração de 5mM 

inibiu a síntese de DNA em 90-100% em células MCF-7 e Hs578T. DAVIS et al. (2000) 

relataram que o AB promove inibição do crescimento de células MCF-7 em padrão 

concentração-dependente. Interessantemente, células de câncer de mama são mais sensíveis a 

ação do AB em comparação células de mama normal. No presente estudo, também se 

verificou que os tratamentos com 0,5 a 5mM de AB inibiram o crescimento de células MCF-7 

de forma concentração-dependente. Isso poderia estar relacionado, eventualmente, à 

modulação da proliferação celular e/ou apoptose.  

A associação de AR com HDACi resulta em efeitos aditivos na inibição do 

crescimento de células tumorais, bem como do desenvolvimento de tumores in vivo. Isso foi 

verificado em células de câncer renal resistentes ao tratamento com AR (SK-RC-39 e SK-RC-

45), bem como em neoplasias renais de ratos, após tratamento com associação de AR e TSA 

(MASSART; DENAIS; GIBASSIER, 2006). Em células de carcinoma de cabeça e pescoço 

(SqCC/Y1), AR  isolado não influenciou o crescimento celular. Porém, a sua associação com 

TSA inibiu sinergicamente o crescimento dessas células (WHANG et al., 2005). Em células 

de leucemia mielóide (HL60) a associação de AB com AR agiu sinergicamente na indução de 

diferenciação (CHEN; BREITMAN, 1994). 

Em células de câncer de mama MCF-7, associação de VPA com AR resultou em 

efeitos aditivos na inibição do crescimento celular (MONGAN; GUDAS, 2005). No presente 

estudo, o tratamento com VA, AB e VA+AB resultou em inibições do crescimento de células 

MCF-7, no período de 120hs, de 10%, 34% e 46%, respectivamente.  Com base na fórmula 

proposta por Shiau et al. (2010) (% de inibição observado/% de inibição esperado) para se 

determinar a ocorrência de interações entre substâncias, verificou-se que o índice obtido foi 

igual 1, indicando que a associação de VA com AB resultou em efeito aditivo na inibição do 

crescimento de células de câncer de mama (MCF-7). Por outro lado, em células de 

neuroblastoma (SH-SY5Y), não se obteve efeito sinérgico ou aditivo na inibição do 

crescimento celular após tratamento com ácido retinóico e diversos inibidores de desacetilases 

de histonas (iHDACs), entre eles o AB (SANTOS; ZAMBRANO; ARANDA, 2007). 
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HDACis podem induzir diversas respostas biológicas em células tumorais, incluindo 

indução da apoptose e supressão da proliferação celular nos “checkpoints” G1/S ou G2/M 

(FREW; JOHNSTONE; BOLDEN, 2009), e são considerados grupo promissor de agentes 

anticâncer (MARKS & XU, 2009).  

Em 1970, descreveu-se que AB bloqueia a proliferação celular, altera a morfologia das 

células e modula a expressão gênica. A partir de estudos subseqüentes, verificou-se que as 

ações do AB são mediadas por meio da inibição da atividade HDAC, com conseqüente 

aumento da acetilação de histonas (DAVIE, 2003). Em células de neuroblastoma, por 

exemplo, concentrações de 1mM e 2mM de AB aumentaram de forma sustentada a acetilação 

de histonas H3K9/14, diferentemente de TSA,  que apresentou efeito transitório nesse sentido 

(SANTOS; ZAMBRANO; ARANDA, 2007). Em alguns estudos in vivo, como o conduzido 

por KUROIWA-TRZMIELINA et al (2009) em ratos submetidos a hepatocarcinogênese, 

observou-se que a atividade quimiopreventiva do AB, fornecido na forma de seu pró-fármaco 

TB, foi associada a sua atividade de HDCAi com aumento da acetilação de histonas H3K9.  

Mais especificamente no contexto do câncer de mama, AB, ao apresentar ação de 

HDACi, parece promover ações anti-estrogênicos por hiperacetilar histonas H3 e inibir a 

expressão de genes dependentes de ER (SANTOS; MARTINEZ-IGLESIAS; ARANDA, 

2007). Além disso, a supressão da síntese de DNA por AB em células de câncer de mama 

(MCF-7 e Hs578T) pode estar associada com hiperacetilação de histonas (TSUBAKI et 

al.,2001). No presente estudo, tratamento com 1mM de AB, isolado ou em associação com 

VA,  aumentou quase 10 vezes a acetilação de histonas H3K9 em células MCF-7, após 

período de 96hs, o que pode estar associado à inibição do crescimento celular por esse 

HDACi. AB também aumentou a acetilação de histonas H4 em células de melanoma, 

restaurando ou potencializando a resposta ao AR (DEMARY; WONG; SPANJAARD, 2001). 

Entretanto, diferentemente desses dados e de outros descritos na literatura (DAVIE, 2003), de 

acordo com resultados do presente estudo, AB parece não modular o padrão de acetilação de 

histonas H4K16 em células MCF-7.  

No câncer há um desequilíbrio no padrão de metilação do DNA, geralmente associado 

com hipometilação global e hipermetilação da região promotora de determinados genes 

(KALEBIC, 2003; KANAI; HIROHASHI, 2007; DELAGE; DASHWOOD, 2008; KOK; 

VAN BREDA; MANSON, 2008). A hipometilação do DNA promove instabilidade 

cromossômica e aumento da expressão de genes, tais como oncogenes (BAYLIN; OHM, 

2006; KANAI; HIROHASHI, 2007). 
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A hipometilação do DNA está presente em estágios iniciais da carcinogênese e o 

processo de perda de metilação pode aumentar progressivamente durante o desenvolvimento 

do tumor (SMET; LORIOT, 2010). Discute-se ainda que a localização do sítio de 

hipometilação no genoma é importante para o padrão de expressão gênica. Genes com 

sequências hipometiladas localizadas a 2kb antes ou após o sítio de início da transcrição são 

amplamente expressos, enquanto que genes com extensa hipometilação em regiões 3’-UTR 

(regiões não transcritas) e intragênicas  são silenciados (SHANN et al., 2008). Células de 

câncer de mama MCF-7, bem como tumores de mama, apresentam hipometilação global 

quando comparada a células de mama normal (MCF-10-2A) ou tecido de mama normal 

(TRYNDYAK et al.,2006; SHANN et al., 2008). 

Retinóides como VA, ácido retinóico todo-trans e ácido retinóico 9-cis promoveram 

em ratos hipometilação do DNA, por meio do aumento da expressão e atividade da glicina N-

metiltransferase (GNMT), enzima chave na regulação da taxa de S-

adenosilmetionina(SAM)/S-adenosilhomocisteína (SAH), importante para reações de 

transmetilação do DNA (ROWLING; MCMULLEN; SCHALINSKE, 2002). Já o AB parece 

não interferir no padrão de metilação global (SPURLING et al., 2008). No presente estudo, 

tratamentos de células MCF-7 com VA e AB, isolados ou em associação, não alteraram o 

padrão de metilação global.  

Apesar de o mecanismo de ação exato da VA não estar totalmente esclarecido, 

descreve-se que o retinóide induz múltiplas vias de sinalização envolvidas com indução da 

apoptose, bloqueio do crescimento e diferenciação de células neoplásicas. Nesse contexto, 

considera-se que RARβ represente alvo molecular importante para as ações anti-

carcinogênicas do AR (MONGAN; GUDAS, 2005).   

Entretanto, no presente estudo apesar do tratamento com 10µM de VA ter resultado 

em inibição de cerca de 10 a 17% no crescimento de células MCF-7, não se observou 

aumento da expressão do gene para RARβ. Em células de câncer de cólon, o retinol inibiu o 

crescimento de células sensíveis e resistentes ao AR em um padrão independente de RAR 

(PARK et al., 2005).  CHEN et al.(1997) observaram efeito inibitório por parte do retinol em 

células de câncer de mama MCF-7, mesmo na ausência da produção de AR, sugerindo que 

outros metabólitos como o 4-oxoretinol poderiam ter ações inibitórias do crescimento dessas 

células.  

O tratamento de células MCF-7 com 1mM de AB, por sua vez, aumentou em 1,6 e 2 

vezes a expressão de RARβ nos períodos de 96hs e 120hs, respectivamente. Isso poderia estar 

eventualmente relacionado à atividade de HDACi por parte do AB, considerando-se que no 
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período de 96hs esse aumentou em quase 10 vezes a acetilação de histonas H3K9. O 

tratamento de células de câncer de cólon com AB e AR associados, mas não isolados, 

aumentou  a expressão de RARβ (SPURLING et al, 2008). Os autores desse estudo 

concluíram que os efeitos de AB na ativação de RARβ estão relacionados com sua atividade 

de HDACi e  também, por promover demetilação da região promotora desse gene.  

Outros estudos também mostram que associação de retinóides com HDACi favorece a 

reativação do gene RARβ, por aumentar a acetilação de histonas H3, em células de câncer de 

mama, inclusive as que são resistentes ao tratamento com AR, em células de melanoma, 

hepatocarcinoma e câncer renal, bem como em tumores in vivo (SIRCHIA et al., 2000; 

DEMARY; WONG; SPANJAARD, 2001;  SIRCHIA et al., 2002; WANG et al., 2005; 

DELAGE; DASHWOOD, 2008; HAHN et al., 2008; TATEBE et al., 2009). Por outro lado, 

observou-se que a associação de VPA com AR não resultou em indução da expressão de 

RARβ em células MCF-7, apesar de ter inibido o crescimento celular. A indução da expressão 

de RARβ nesse caso só foi possível na presença de 5-aza-2’-deoxicitidina 

(MONGAN;GUDAS, 2005).Vale destacar que em nosso estudo, apesar de se ter constatado 

ações aditivas na inibição do crescimento de células MCF-7 com a associação de VA e AB, 

não se observaram diferenças quanto à indução da expressão de RARβ entre os tratamentos 

com AB isolado ou em associação com VA. Isso sugere que tais efeitos sejam atribuídos 

especificamente ao AB. 

No presente estudo, nenhum dos tratamentos com VA, AB ou VA+AB foi capaz de 

alterar o padrão de hipermetilação do promotor do gene RARβ em células MCF-7. Entretanto, 

a desmetilação do promotor do gene RARβ parece não ser o único mecanismo necessário para 

sua transcrição, visto que a sua expressão pode ser induzida mesmo na presença de 

hipermetilação (SIRCHIA et al., 2000), como descrito para o AB no presente estudo, ou 

considerando-se, ainda, que supressão desse gene pode ocorrer mesmo na ausência desse tipo 

de alteração epigenética (WIDSCHWENDTER et al., 2001). 

  Em células MCF-7, a reativação do gene RARβ só é possível quando se promove um 

nível adequado de acetilação de histonas com um HDACi, visto que nessas células o 

promotor desse gene apresenta-se desacetilado. No caso de células de câncer de mama T-47D, 

doses farmacológicas de AR são capazes de reativar RARβ, uma vez que esse se apresenta 

hipoacetilado (SIRCHIA et al., 2002). 

O gene CRBP-I apresenta importante papel no metabolismo da VA, tanto para a 

biossíntese de AR a partir de retinol , como para o armazenamento de VA na forma de éster 
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de retinila (CHEN et al., 1997; TAIBI et al., 2009). O gene CRBP-I também apresenta-se 

inativo em células de carcinoma mamário como MCF-7 e MDA-MB-231 (KUPPUMBATTI 

et al., 2000, 2001; ARAPSHIAN et al., 2004; TAIBI et al., 2009), levando ao 

comprometimento do metabolismo de AR pela redução  do transporte e armazenamento do 

retinol (ONG et al., 1994; BAVIK; WARD; ONG, 1997). A perda da expressão do gene 

CRBP-I está relacionada à hipermetilação da sua região promotora (ARAPSHIAN et al., 

2004; LOTAN, 2005; WILLIAMS; CYETKIVIC; HAMILTON, 2009). No presente estudo, 

observou-se que em células MCF-7, o gene CRBP-I apresenta reduzida expressão (cerca de 

200 vezes menor em comparação a células de mama normal). Além disso, nenhum dos 

tratamentos com VA, AB ou VA+AB foi capaz de aumentar a expressão do gene CRBP-I em 

células MCF-7.    

Não se detectou a presença de palmitato de retinila nas células MCF-7 mesmo após os 

diversos tratamentos. Isso confirma achados na literatura de que diferentemente de células 

mamárias normais MCF-10A e AD074, células MCF-7 não apresentam a capacidade de 

esterificar retinol, em parte devido à perda de expressão do gene CRBP-I (CHEN et al., 1997, 

KUPPUMBATTI et al., 2000, 2001; ARAPSHIAN et al., 2004; TAIBI et al., 2009). 

Além disso, somente as células tratadas com VA apresentaram no período de 120hs 

maior concentração de retinol em comparação às células controle. Hyden & Satre (2002) ao 

estudarem o metabolismo do retinol em célula normal de mama (HMEC) e linhagens tumorais 

(MCF-7 e MDA-MB-231), observaram que apesar de todas as células captarem o retinol do 

meio, somente as células HMEC foram capazes de produzir eficientemente AR e armazenar 

retinol na forma de palmitato de retinila. Em células HMEC, as concentrações de retinol 

reduziram-se drasticamente após 6hs de tratamento, enquanto que as de palmitato de retinila e 

AR aumentaram. Já nas linhagens neoplásicas, as concentrações de retinol permaneceram 

elevadas até 72hs de tratamento, enquanto que as de AR permaneceram reduzidas e as de 

palmitato de retinila praticamente não detectadas, indicando metabolismo de VA alterada 

nessas células.  Também in vivo, mais especifcamente em tumores de mama induzida por N-

metil-N-nitrosouréia em ratas, não se detectou a presença de retinol e palmitato de retinila 

(BHAT; LACROIX, 1989).  

Com base nos resultados, a associação de VA e AB resultou em efeito inibitório 

aditivo do crescimento de células MCF-7. Acetilação de histonas H3K9, mas não de H4K16 e 

metilação do DNA, parece representar alvo epigenético do AB. Aumento da expressão do 

gene supressor de tumor RARβ parece estar envolvido na inibição do crescimento de células 

MCF-7 pelo AB. Ausência de esterificação do retinol em células MCF-7 tratadas ou não com 
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VA e AB, isolados ou em associação, parece se relacionar à expressão reduzida do gene 

CRBP-I. 
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7 CONCLUSÕES  

 

 

 A associação de 10µM de VA com 1mM de AB resultou em efeito inibitório aditivo 

do crescimento de células MCF-7. 

 

 Acetilação de histonas H3K9 parece ser alvo epigenético do AB, mas não da VA. 

 

 Metilação do DNA e acetilação de histonas H4K16 não parecem ser alvos 

epigenéticos da VA e AB, isolados ou em associação. 

 

 Aumento da expressão do gene supressor de tumor RARβ parece estar envolvido na 

inibição do crescimento de células MCF-7 pelo AB, mas não por VA. 

 
 O gene CRBP-I não parece estar envolvido na inibição do crescimento de células 

MCF-7 pela VA e AB, isolados ou em associação. 

 

 Células MCF-7 não esterificam retinol devido, em parte, à redução da expressão do 

gene CRBP-I. 
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Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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