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Resumo  
 
Para entender a relação dos AGPI e proliferação celular foram cultivadas linhagens 
diferentes (SHSY-5Y, B16F10, B16F1, HeLa e MDCK) na presença de 
concentrações diferentes (T1e T2) de 3 óleos polinsaturados (óleo de peixe, óleo de 
fígado de tubarão e oro inca). Em conclusão, os diferentes óleos testados foram 
capazes de aumentar a taxa proliferativa sendo influenciada pela dose e tipo celular. 
 
Introdução  
 
 Os AGPI estão se consolidando como importantes nutracêuticos, adjuvantes 
em vários tratamentos modulando o sistema imunológico e favorecendo o 
restabelecimento de funções orgânicas prejudicados por tratamentos como uso de 
quimioterápicos. Nosso grupo, mostrou recentemente, que mulheres sob tratamento 
quimioterápico tiveram melhora importante no desempenho pulmonar quando 
receberam óleo de peixe em comparação ao grupo que não recebeu esta 
suplementação (SUZUMURA et al., 2016). 
 Os ácidos graxos polinsaturados (AGPI), em especial os extraídos de peixes, 
tem sido alvo de diversas pesquisas gerando muitas publicações. Sendo apontados 
como importantes moduladores da resposta imunológica, além de terem efeitos 
antitumorais e serem associados a diminuição da caquexia que pode estar presente 
em determinadas patologias crônicas (HARBIGE, 2003; IAGHER et al., 2013). Foi 
demonstrado que em eventos traumáticos com comprometimento do sistema 
nervoso a suplementação com AGPI pode ter um efeito neuroprotetor, levando a 
uma recuperação funcional importante (MICHAEL-TITUS; PRIESTLEY, 2014). 
 Tentando determinar o benefício ou não da suplementação com AGPI. E se 
este benefício está relacionado com o tipo celular estudado, é que se faz necessária 
uma busca mais aprofundada sobre os efeitos e mecanismos celulares disparados 
pela presença (suplementação) deste nutracêutico. 
 
Materiais e Métodos  
 

Cultivo celular 



 
 

 

 As diferentes linhagens celulares estudadas (SHSY-5Y, HeLa, B16F10, 
B16F1, MDCK) foram mantidas segundo as instruções específicas para cada 
linhagem. Em linhas gerais: foram cultivadas em meio de cultura líquido apropriado 
com suplementação com soro fetal bovino (SFB 10%) em estufa com umidade 
controlada e 5% de CO2. 
 

Proliferação celular 

 Os ensaios de proliferação foram realizados utilizando o corante Alamar Blue. 
As células foram plaqueadas em placas de 96 poços (1X105  a 5x105).  Foram 
distribuídas em grupos controle (sem AGPI) e tratados (com OP, OF e OI) mas 
concentrações 1:100 e 1:200 e foi adicionado o corante vital Alamar Blue  (AB) 
(concentração final 10% v/v). Nos tempos 6h, 24h, 48h e 72h foi realizado o 
monitoramento da fluorescência (excitação 530nm e emissão 590) ou da mudança 
de coloração do corante (570nm e 600nm) (AHMED; GOGAL; WALSH, 1994).  
 
Preparação dos tratamentos 
 Um mililitro de cada um dos AGPI testados e 9 ml de soro fetal bovino (SFB) 
foram complexados por 16 horas. Deste complexado foi retirado uma quantidade 
suficiente para preparar uma solução 1:100 ou 1:200 (v/v) ( meio de cultura com 
SFB e os óleos) em meio de cultura apropriado sempre mantendo uma 
concentração final de SFB de 10%. 
 
Resultados e Discussão  
 
Padronização para os ensaios de proliferação dos tempos e concentração dos AGPI  
 

 
Figura 1 – Ensaio para padronização de tempo e das concentrações de AGPI para tratamento 

diferentes linhagens celulares. A) Ensaio de proliferação pelo método colorimétrico com 
Alamar Blue (550nm ref 600nm). Foram testadas diferentes concentrações (1:10, 1:20 e 
1:50) dos AGPI OP e OI. B) Ensaio de proliferação com as concentrações mais diluídas 
dos tratamentos. Método colorimétrico com AB (550nm ref 600nm). C) Ensaio de 
proliferação no tempo de 4h de tratamento com OP, OF e OI na concentração de 1: 50.  
Método fluorimétrico com AB.  D) Ensaio de proliferação no tempo de 4h de tratamento 
com OP, OF e OI na concentração de 1: 50.  Método fluorimétrico com AB. 

 
 



 
 

 

	  
 
Figura 2 – Ensaio de proliferação celular. A a D) HeLa em 6, 24, 48 e 72h. E a H) B16F10 em 6, 24, 

48 e 72h. I a L) B16F1 em 6, 24, 48 e 72h. M a P) MDCK em 6, 24, 48 e 72h. Método AB. 
 
Tabela 1 – Valores de significância dos tratamentos com diferentes AGPI  

HeLa XX B16F10 
  6h 24h 48h 72h   6h 24h 48h 72h 

C vs. OP T1 *** **** **** ****  C vs. OP T1 **** **** **** **** 
C vs. OF T1 ** **** **** ****  C vs. OF T1 **** **** **** **** 
C vs. OI T1 **** **** **** ****  C vs. OI T1 **** **** **** **** 
C vs. OP T2 ns **** **** ****  C vs. OP T2 ** **** **** **** 
C vs. OF T2 ns **** **** ****  C vs. OF T2 **** *** **** *** 
C vs. OI T2 **** **** **** ****  C vs. OI T2 **** **** **** **** 
OP T1 vs. OF T1 ns *** **** ****  OP T1 vs. OF T1 ns *** **** **** 
OP T1 vs. OI T1 **** **** **** ****  OP T1 vs. OI T1 **** **** **** **** 
OP T1 vs. OP T2 ** **** **** ****  OP T1 vs. OP T2 * **** **** **** 
OP T1 vs. OF T2 ** **** **** ****  OP T1 vs. OF T2 ns **** **** **** 
OP T1 vs. OI T2 **** **** **** ****  OP T1 vs. OI T2 **** **** **** **** 
OF T1 vs. OI T1 **** **** **** ****  OF T1 vs. OI T1 **** **** **** **** 
OF T1 vs. OP T2 ns ** ns ****  OF T1 vs. OP T2 ns ns ns ns 
OF T1 vs. OF T2 * **** **** ****  OF T1 vs. OF T2 ns * ns ** 
OF T1 vs. OI T2 **** **** **** ****  OF T1 vs. OI T2 **** **** **** **** 
OI T1 vs. OP T2 **** **** **** ****  OI T1 vs. OP T2 **** **** **** **** 
OI T1 vs. OF T2 **** **** **** ****  OI T1 vs. OF T2 **** **** **** **** 
OI T1 vs. OI T2 ns **** **** ****  OI T1 vs. OI T2 ns **** ns **** 
OP T2 vs. OF T2 ns * **** ****  OP T2 vs. OF T2 ** ns ns **** 
OP T2 vs. OI T2 **** **** **** ****  OP T2 vs. OI T2 **** **** **** **** 
OF T2 vs. OI T2 **** **** **** ****  OF T2 vs. OI T2 **** **** **** **** 

 
B16F1 

XX  
MDCK 

  6h 24h 48h 72h   6h 24h 48h 72h 
C vs. OP T1 **** **** **** ****  C vs. OP T1 **** **** **** **** 
C vs. OF T1 ** **** **** ****  C vs. OF T1 **** **** **** *** 
C vs. OI T1 **** **** **** ****  C vs. OI T1 **** ****  **** 
C vs. OP T2 ns **** **** ****  C vs. OP T2 ns ns  *** 
C vs. OF T2 ns **** **** ****  C vs. OF T2 ns ns  ns 
C vs. OI T2 **** **** **** ****  C vs. OI T2 **** ****  **** 
OP T1 vs. OF T1 ns **** **** ****  OP T1 vs. OF T1 ns ns **** **** 
OP T1 vs. OI T1 **** **** **** ****  OP T1 vs. OI T1 **** ****  *** 
OP T1 vs. OP T2 * **** **** ****  OP T1 vs. OP T2 *** ****  **** 
OP T1 vs. OF T2 ns **** **** ****  OP T1 vs. OF T2 **** ****  **** 
OP T1 vs. OI T2 **** **** **** ****  OP T1 vs. OI T2 **** ****  ns 
OF T1 vs. OI T1 **** **** **** ****  OF T1 vs. OI T1 **** ****  **** 
OF T1 vs. OP T2 ns ns ns **  OF T1 vs. OP T2 *** ***  ns 
OF T1 vs. OF T2 ns ns * *  OF T1 vs. OF T2 **** ****  ns 
OF T1 vs. OI T2 **** **** **** ****  OF T1 vs. OI T2 **** ****  **** 
OI T1 vs. OP T2 **** **** **** ****  OI T1 vs. OP T2 **** ****  **** 
OI T1 vs. OF T2 **** **** **** ****  OI T1 vs. OF T2 **** ****  **** 
OI T1 vs. OI T2 * **** **** ****  OI T1 vs. OI T2 **** ****  *** 
OP T2 vs. OF T2 ns ns **** ****  OP T2 vs. OF T2 ns ns  ns 
OP T2 vs. OI T2 **** **** **** ****  OP T2 vs. OI T2 **** ****  **** 
OF T2 vs. OI T2 **** **** **** ****  OF T2 vs. OI T2 **** ****  **** 

 
ns = não significante; * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 **** p ≤ 0,0001.  



 
 

 

 Os resultados sugerem que o OP e OI podem influenciar a proliferação nas 
primeiras horas. O OF teve um efeito proliferativo menos intenso. Na comparação 
quanto ao tipo celular percebeu-se pequenas diferenças quando comparamos dois 
tipos celulares relacionados (linhagens B16F10 e F1).  
 O OP é rico em AGPI n-3, enquanto o OI é rico em ácido graxo alfa-linolênico 
(ALA), considerado um AGPI parental, isto é, é um precursor de AGPI n-3 
(SCHIESSEL et al., 2016) O OF é uma fonte de alquilgliceróis, o qual tem sido 
estudado como um agente antitumoral em vários testes clínicos (IANNITTI; 
PALMIERI, 2010). A figura 1 mostra os ensaios com SHSY-5Y para padronização do 
ensaio de proliferação. Escolheu-se a dose de 1:100 e 1:200, pois a dose 1:50 
apresentava gotículas de gordura que poderiam interferir nas leituras.  
 A Hela (adenocarcinoma humano) apresentou taxa proliferativa aumentada 
com 6h para o T1 com OP, OF e OI e para o T2 com OI. A taxa proliferativa passa a 
ser significante para todos os tratamentos a partir de 24h (figura 1 e tabela 1).  
 B16-F1, quando comparada a B16F10 tem menor potencial metastático 
(BOIA-FERREIRA et al., 2017). B16F10 também são mais resistentes a tratamento 
com quimioterápicos como o metotrexate (CILLO et al., 1987) . Assim, espera-se 
que B16F1 apresente uma resposta mais branda quando estimulada a proliferar.  
  
Conclusões: O OI inca teve maior capacidade de induzir proliferação em todas as 
linhagens, seguida pelo OP. O PF foi o tratamento com menor taxa proliferativa. Os 
tratamentos apresentaram efeito proliferativo dose dependente. 
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