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SRB – sulforrodamina B 
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TAG – triacilgliceróis  
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TUNEL – terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling
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RESUMO 

Actualmente, a obesidade é considerada uma epidemia em todo o mundo. O 

tecido adiposo (TA) é um órgão endócrino especializado no armazenamento do 

excesso de energia na forma de triacilgliceróis e tem também a capacidade de 

segregar citocinas e adipocitocinas. O TA pode ser classificado de acordo com a 

morfologia dos adipócitos que o compõem em hiperplásico, quando tem um 

grande número de adipócitos, ou em hipertrófico, quando os adipócitos são de 

grande tamanho. As complicações metabólicas, que normalmente acompanham a 

obesidade, parecem estar associadas à hipertrofia dos adipócitos.  

O xanto-humol (XN) é um flavonóide prenilado do lúpulo (Humulus lupulus L.) 

que se pode encontrar na cerveja. A este composto têm sido associadas múltiplas 

actividades biológicas, nomeadamente quanto ao seu potencial anti-carcinogéneo.  

Com este estudo, pretendeu-se explorar o efeito do XN no TA, utilizando uma 

linha celular de pré-adipócitos de Ratinho, 3T3-L1. Para isso, testou-se o efeito do 

XN na proliferação, diferenciação e apoptose dos pré-adipócitos. Para avaliar a 

proliferação celular utilizaram-se dois métodos: quantificação das proteínas 

celulares com sulforrodamina B (SRB) e identificação do marcador de proliferação 

celular Ki67 por imuno-fluorescência. A diferenciação foi avaliada através da 

quantificação do conteúdo lipídico nos adipócitos e para estimar a apoptose 

utilizou-se o método de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 

end-labeling). O XN demonstrou ter capacidade anti-proliferativa, com um IC50 de 

26 (19,9-34,5) µM, 12 (9,1-16,6) µM e 17 (11,6-27,9) µM após 24, 48 e 72 h, 

respectivamente. Na concentração de 5 µM, o XN reduziu significativamente a 

expressão do Ki67 nos pré-adipócitos. Quanto à diferenciação, o XN reduziu o 
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conteúdo lipídico dos adipócitos e esta redução foi mais marcada quando as 

células foram pré-incubadas antes do início da diferenciação (46% do controlo, p

< 0,05) ou durante o período de diferenciação (47% do controlo, p < 0,05). Nos 

estudos de apoptose, verificou-se que o XN (5 µM) aumentou o número de pré-

adipócitos e adipócitos em apoptose, nestes últimos com significado estatístico. 

Segundo estes resultados, o XN tem a capacidade de reduzir o número de 

adipócitos, contribuindo para a sua hipertrofia. Tendo em conta as consequências 

metabólicas resultantes da hipertrofia dos adipócitos, o XN não parece contribuir 

para a melhoria do perfil metabólico associado à obesidade. 

Palavras-chave: Adipócitos, apoptose, diferenciação, flavonóides, hipertrofia, 

obesidade, pré-adipócitos, xanto-humol. 
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ABSTRACT 

Obesity is currently considered a global epidemic. Adipose tissue (AT) is an 

endocrine organ specialized in the storage of energy excess as triacylglycerols, 

also possessing the ability of secreting citokines and adipocitokines. AT may be 

categorized according to the characteristics of the adipocytes that compose it as 

hyperplastic, when there are a great number of small adipocytes, or hypertrophic 

when there are adipocytes of larger size. The metabolic complications which are 

usually associated with obesity seem to be more linked with AT adipocyte 

hypertrophy.  

Xanthohumol (XN) is a hop (Humulus lupulus L.) prenylflavonoid that may be 

found in beer. Several biological activities are being attributed to this compound, 

namely related to its anti-carcinogenic potential. In the present study, we aimed at 

studying the effect of XN in the AT, using a mouse preadipocyte cell line, 3T3-L1. 

To do so, preadipocyte proliferation, differentiation and apoptosis were measured 

after XN treatment. Two methods were used to assess proliferation: the 

quantification of whole culture protein content and the identification of the 

proliferation marker protein Ki67 through immunofluorescence. Differentiation was 

measured by assessing culture lipid content and apoptosis was determined by 

terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling (TUNEL). XN was 

able to decrease cell proliferation, displaying an IC50 of 26 (19.9-34.5) µM, 12 (9.1-

16.6) µM and 17 (11.6-27.9) µM after 24, 48 and 72 h, respectively. At 5 µM, XN 

significantly reduced preadipocyte Ki67 expression. Concerning differentiation, XN 

reduced adipocyte lipid content and this effect was more pronounced when cells 

were pre-treated before differentiation (46% of control, p < 0.05) or during 
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differentiation procedure (47% of control, p < 0.05). As to apoptosis, XN (5 µM) 

increased the number of apoptotic preadipocytes and adipocytes, the difference 

being significant in the later. 

These results suggest that XN is able to reduce adipocyte number, which may 

contribute to their hypertrophy. Knowing the metabolic consequences of adipocyte 

hypertrophy, XN does not seem to contribute to the improvement of the metabolic 

profile associated with obesity. 

Keywords: Adipocytes, apoptosis, differentiation, flavonoids, hypertrophy, obesity, 

preadipocytes, xanthohumol. 
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INTRODUÇÃO 

A incidência de obesidade, já considerada uma das grandes epidemias da 

sociedade moderna, tem aumentado de uma forma vasta em todo o mundo(1). O 

actual ambiente obesogénico, caracterizado pela disponibilidade de alimentos 

hipercalóricos e pelo sedentarismo, é apontado como a sua principal causa(2). 

Esta situação resulta num balanço energético positivo em que o excesso de 

energia é armazenado no tecido adiposo (TA) sob a forma de triacilgliceróis (TAG), 

para utilização posterior em momentos de escassez alimentar, praticamente 

inexistentes hoje em dia(3).  

Desde a descoberta da leptina e da sua produção pelo TA que este começou 

a ser encarado como órgão endócrino(4). Desde então, outras hormonas 

derivadas do TA, designadas em conjunto como adipocitocinas, têm sido 

descritas. Outra característica do TA que ultimamente tem ganho relevo é a 

presença de outro tipo de células além dos adipócitos, como células endoteliais, 

pericitos, monócitos, macrófagos e células pluripotentes, todas elas com um papel 

fundamental na regulação da função do TA(5). 

Nos indivíduos obesos e com excesso de peso, a acumulação de TA resulta 

no aumento do tamanho dos adipócitos (hipertrofia) e/ou no aumento do número 

de adipócitos (hiperplasia)(1). Deste modo, o TA pode ser caracterizado de duas 

formas: hiperplásico – com um grande número de adipócitos, ou hipertrófico – 

com adipócitos de grande tamanho(6). Embora se acreditasse que o número de 

adipócitos de um indivíduo era determinado à nascença ou em idades mais 

precoces e que o crescimento do TA se devia principalmente à hipertrofia das 
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células adiposas(7), esta ideia tem sido refutada. Foi já demonstrada a capacidade 

de células do TA de Rato incorporarem 3H-timidina, o que está associado à sua 

necessidade de sintetizarem ácidos nucleicos essenciais durante o processo de 

proliferação(8). Assim, a proliferação das células precursoras, mesmo durante a 

idade adulta, será importante para a determinação do número de adipócitos de 

um indivíduo.  

Um outro processo essencial ao desenvolvimento do TA é a diferenciação dos 

pré-adipócitos em células com capacidade de exercerem a função de 

armazenamento de lípidos, os adipócitos(7). Embora não seja muito claro quais os 

estímulos que ocorrem in vivo para esta transformação, é possível promover a 

diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros por incubação com 

insulina, glicocorticóides e factores que aumentam o AMP cíclico (AMPc)(7). Assim, 

do balanço entre a proliferação e a diferenciação, será determinado não só o 

número de adipócitos mas também o seu tamanho, uma vez que a mesma 

quantidade de gordura pode ser armazenada num grande número de adipócitos 

de pequeno tamanho ou num número reduzido de adipócitos de maiores 

dimensões.  

A obesidade hipertrófica é a mais comum nos adultos(6). Este tipo de 

obesidade está correlacionada com as complicações metabólicas que ocorrem 

num indivíduo obeso, tais como resistência à insulina e diabetes de tipo 2, 

dislipidemias, hipertensão e doenças cardiovasculares(6, 9). Segundo alguns 

autores, a origem destas complicações está associada a inflamação existente no 

TA(10). Ao contrário da ideia anterior de que para se reduzir as complicações 

associadas à obesidade seria necessário impedir a diferenciação de pré-

adipócitos em adipócitos, é cada vez mais comum uma outra visão deste 
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problema. A modulação do tamanho do adipócito tem ganho relevo, uma vez que 

tem sido sugerido que o rebentamento dos adipócitos constitui um factor iniciador 

da inflamação com génese no TA e que os adipócitos de maior tamanho são mais 

susceptíveis à rotura(11). Assim, parece de extrema importância o conhecimento 

de factores que possam contribuir para a redução do tamanho dos adipócitos. 

Alguns nutrientes e outros componentes da alimentação são capazes de 

modular o metabolismo do TA, como por exemplo o ácido linoleico conjugado, a 

epigalocatequina-3-galato e outras catequinas, a capsaicina e a genisteína(12, 13). 

O xanto-humol (XN) é um flavonóide prenilado do lúpulo (Humulus lupulus L.) 

(Figura 1 ), que pode estar presente em pequenas quantidades na cerveja, sendo 

em parte responsável pelo sabor amargo característico desta bebida(14). A cerveja 

é a principal fonte alimentar de XN, no entanto, a sua concentração é baixa. A 

concentração de XN e iso-XN (isómero do XN) na cerveja é cerca de 0,69 mg/L 

(1,95 µM) e 3,44 mg/L (9,7 µM), respectivamente, e o conteúdo total de 

prenilflavonóides na cerveja pode atingir os 4 mg/L (11 µM)(15).  

Figura 1  – Estrutura química do xanto-humol. 

O XN é adicionado durante a produção da cerveja na forma de extracto de 

lúpulo. O teor final de XN depende de vários factores do processo produtivo, 

como por exemplo, o momento de adição do lúpulo, a eficácia da extracção do XN 

da planta, isomerização térmica do XN em iso-XN, e também das perdas durante 
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a fermentação e a filtração, fases finais do fabrico. Tendo por base o potencial 

dos flavonóides na melhoria da saúde, a indústria alimentar procura aperfeiçoar o 

processo produtivo da cerveja para minimizar as perdas de XN(16). 

São já reconhecidas algumas actividades biológicas do XN: inibição da 

bioactivação de carcinogéneos presentes na dieta(17); indução da actividade das 

enzimas de fase II da biotransformação de xenobióticos(17); inibição da produção 

de prostaglandinas e de monóxido de azoto(18); actividade anti-tumoral em células 

tumorais em hipoxia(19). A juntar a estes resultados, está o seu potencial anti-

proliferativo e pró-apoptótico demonstrado em diferentes linhas celulares 

tumorais(20) e a sua capacidade anti-angiogénica(21). 

OBJECTIVOS 

Embora os mecanismos envolvidos nos efeitos anti-tumorais do XN estejam a 

ser alvo de estudos recentes, a possibilidade deste polifenol interferir com o 

metabolismo do TA tem sido pouco explorada. Com este estudo pretendemos 

analisar a interacção do XN no desenvolvimento do TA, com o intuito de prever a 

sua potencial utilização na prevenção e/ou tratamento da obesidade. Para isso, 

analisou-se a influência do XN na proliferação e na apoptose na linha celular de 

pré-adipócitos de Ratinho, 3T3-L1, e o seu efeito na acumulação de lípidos em 

diferentes fases da diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos maduros.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Materiais 

Linha celular de pré-adipócitos 3T3-L1 de Ratinho (CL-173) obtida na 

American Type Culture Collection, através da LGC Promochem (Barcelona, 

Espanha). Albumina de soro bovino (BSA), meio de cultura Dulbecco´s modified 

Eagle´s medium (DMEM), oil red O, solução antibiótica e anti-micótica, solução de 

0,25% de tripsina-ácido etileno-diaminotretacético (EDTA), soro de feto bovino, 

sulforrodamina B (SRB) e Tris-HCl (hidrocloreto de tris-hidroxi-aminometano) 

adquiridos à Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, MO, EUA). Gelatina, Triton X-

100 e p-formaldeído adquiridos na Merck (Darmstadt, Alemanha). Di-hidrocloreto 

de 4',6-diamidino-2'-fenilindol (DAPI) e kit para determinação da apoptose por 

terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling (TUNEL) adquiridos 

à Roche Applied Science (Basel, Suíça). Anticorpo primário (goat polyclonal

immunoglobulin G anti-Ki67) e anticorpo secundário conjugado com isotiocianato 

de fluoresceína (FITC) (donkey anti-goat immunoglobulin G-FITC) obtidos na 

Santa Cruz Biotechnologies (CA, EUA). XN fornecido pela Hopsteiner (Mainburg, 

Alemanha) através do Instituto de Bebidas e Saúde. 

Cultura celular 

A linha celular de pré-adipócitos 3T3-L1 foi mantida em meio de cultura DMEM 

com vermelho de fenol suplementado com 2,5 mM de L-glutamina, 4,5 g/L de  

glicose, 1,5 g/L de NaHCO3 e 10% de soro de feto bovino (inactivado a 56ºC, 30 

min), 100 unidades/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 0,25 µg/mL 

de anfotericina, numa atmosfera modificada com 5% CO2 – 95% em placas de 
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cultura de poliestireno até atingirem 80% de confluência. Nesta altura, a cultura 

celular era dividida de 1:3. Para tal, o meio de cultura era removido e as células 

eram incubadas com 500 µL de solução de tripsina-EDTA durante 5 minutos a 

37ºC. 

Para estudos em adipócitos maduros as células foram diferenciadas dois dias 

após a confluência com isobutilmetilxantina (IBMX, 0,5 mM), dexametasona (0,25 

µM) e insulina (10 µg/mL) dissolvidas no meio de cultura (dia 0). Dois dias após o 

início da diferenciação, as células eram cultivadas em meio de cultura normal. Ao 

fim de 7-8 dias de cultura, cerca de 80% das células encontram-se diferenciadas(1). 

Efeito do XN 

Preparou-se uma solução stock de XN na concentração de 100 mM dissolvido 

em etanol que foi mantida a -80ºC até ao seu uso. Todas as soluções de menor 

concentração utilizadas neste estudo foram diluídas a partir de alíquotas da 

solução concentrada. O XN ou o solvente foram adicionados ao meio de cultura 

para estudo do seu efeito nos diferentes parâmetros. Em todas as situações, a 

concentração de solvente no meio de cultura foi inferior a 0,1%. 

Proliferação celular de pré-adipócitos 

O efeito do XN na proliferação celular foi determinado recorrendo a dois 

métodos. O primeiro consistiu na coloração das proteínas celulares com o corante 

SRB e quantificação espectrofotométrica(20), enquanto que o segundo consistiu na 

identificação por imuno-fluorescência de uma proteína celular que é expressa no 

núcleo de células que se encontram em proliferação(20, 22). 
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Quantificação das proteínas celulares 

Para a coloração das proteínas celulares totais, as células foram semeadas 

em  placas de 96 poços, numa densidade de 8000 células por poço. Após 24 h as 

células foram incubadas com diferentes concentrações finais de XN (0,1; 0,5; 1; 5; 

10; 15; 25; 35 e 50 µM) adicionado ao meio de cultura (200 µL de volume final) 

durante 24, 48 e 72 h. No final do tempo de tratamento, as células eram fixadas 

com 25 µL de ácido tricloroacético a 50% (m/v) adicionado ao conteúdo de cada 

poço durante 1 h a 4ºC. As células fixadas nas placas foram lavadas 4 vezes com 

água destilada e depois de deixar a placa secar, coraram-se as proteínas 

celulares adicionando a cada poço 50 µL de solução de 0,4% (m/v) de SRB em 

solução de 1% (v/v) de ácido acético, durante 15 minutos à temperatura ambiente. 

O excesso de corante foi retirado com 5 lavagens com solução de ácido acético a 

1% e secaram-se novamente as placas. O corante ligado às proteínas foi 

dissolvido em 150 µL de Tris-HCl 10 mM (pH 10,5) com agitação e quantificado 

por espectrofotometria a 550 nm com referência a 650 nm. 

Identificação do marcador de proliferação celular Ki67 por imuno-fluorescência 

Os pré-adipócitos foram semeados em lamelas revestidas com 0,2% (m/v) de 

gelatina, e colocadas em placas de 24 poços, numa densidade de 40000 células 

por poço. Após 24 h em cultura, os pré-adipócitos foram tratados com XN durante 

24 h. No final do tratamento as células foram fixadas com solução de p-

formaldeído a 4% (m/v), bloqueadas com BSA 4% (m/v) em solução 

amortecedora de fosfatos (PBS; 137 mM de NaCl, 10 mM de fosfatos e 2,7 M de 

KCl, pH 7,4) e incubadas com o anticorpo primário anti-Ki67 (diluído de 1:50 em 

PBS com BSA). Após lavagem do anticorpo primário em excesso com PBS, as 
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lamelas foram incubadas com o anticorpo secundário conjugado com FITC 

(diluído de 1:200 em PBS com BSA). Os núcleos foram contrastados com DAPI  

(1 µg/mL em metanol) para contagem das células totais. As lamelas foram 

montadas em lâminas e visualizadas ao microscópio de fluorescência com 

ampliação de 400×. A proliferação foi expressa em percentagem de células em 

proliferação (com o núcleo marcado com Ki67) relativamente ao número de 

núcleos totais (com o núcleo marcado com DAPI). 

Diferenciação celular 

A diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos foi determinada através da 

quantificação dos lípidos acumulados no interior das células maduras com o 

corante oil red O, conforme descrito anteriormente(23). 

Para tal, as células foram semeadas em placas de 24 poços revestidas com 

0,2% de gelatina (40000 células por poço) até atingirem confluência. Os 

tratamentos com XN foram realizados em diferentes períodos da diferenciação 

celular, conforme se encontra esquematizado na Figura 2 . Sete dias após o início 

da diferenciação, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com PBS e 

fixadas com p-formaldeído (4% em PBS) durante 1 h à temperatura ambiente. As 

células foram então coradas com solução de oil red O a 0,3% (m/v) em 

isopropanol:água destilada (3:2). Após 4 lavagens com água destilada e secagem 

da placa, o corante foi dissolvido em 150 µL de isopropanol e mediu-se a 

absorvância a 492 nm com referência a 650 nm. 

Para fotografar as células sujeitas aos diferentes tratamentos após coloração 

com oil red O, foram cultivadas em lamelas revestidas com gelatina e sujeitas a 

um procedimento semelhante de tratamento e coloração. No final do período de 
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coloração com oil red O, as lamelas foram montadas em lâminas, visualizadas e 

fotografadas ao microscópio (Nikon 50i, Nikon, Japão) com uma ampliação de 

200× ou 400×. 

Figura 2  – Esquema de tratamento das células 3T3-L1 com várias concentrações de XN (A) desde a 

confluência dos pré-adipócitos até ao final do período de diferenciação (dia -2 ao dia 7); (B) apenas nos dois 

dias anteriores ao dia de diferenciação (dia -2 ao dia 0); (C) desde o início da diferenciação até ao final do 

período de diferenciação (dia 0 ao dia 7); (D) apenas nos dois primeiros dias do período de diferenciação (dia 

0 ao dia 2); (E) desde o segundo dia do período de diferenciação (dia 2 ao dia 7).  

Apoptose de pré-adipócitos e de adipócitos  

Os pré-adipócitos foram semeados em lamelas revestidas com 0,2% de 

gelatina colocadas em placas de 24 poços. Para ensaios com pré-adipócitos, as 

células foram tratadas com XN (5 µM) ou com solvente (etanol 0,1%) após cultura 

durante 24 h. No caso dos adipócitos, as células foram diferenciadas e tratadas 7 

dias após a indução da diferenciação, durante 24 h.  

A apoptose de pré-adipócitos e adipócitos foi determinada pelo método de TUNEL 

de acordo com as instruções do fabricante, que passo a descrever brevemente. 

Após o tempo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas com p-

Tratamento E 

Tratamento D 

Tratamento B 

Pós-confluência Pré-confluência

Dia  0 
Diferenciação 

Dia 2 Dia 7 

Tratamento A 

Tratamento C 

Dia -4 
Seeding 

Dia -2 
Confluência 

Diferenciação 
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formaldeído (4% em PBS) durante 30 minutos. De seguida foram incubadas com 

solução de permeabilização [0,1% (m/v) de citrato de sódio com 0,1% (v/v) de 

Triton X-100] durante 8 minutos à temperatura ambiente. As preparações 

celulares foram incubadas em câmara húmida a 37ºC durante 1 hora com a 

mistura de reacção do TUNEL numa proporção de 1:10 em solução amortecedora 

fornecida no kit. Após incubação, os núcleos foram contrastados com DAPI (1 

µg/mL em metanol) durante 5 minutos para marcação dos núcleos totais. A 

apoptose foi determinada pela contagem ao microscópio de fluorescência do 

número de núcleos marcados com TUNEL (em apoptose) relativamente ao 

número de núcleos totais. 

Análise estatística 

Os resultados estão apresentados na forma de médias aritméticas e 

respectivo erro padrão da média (EPM). Os resultados relativos aos IC50 estão 

apresentados na forma de média aritmética com respectivos intervalos de 

confiança (IC) a 95%. As diferenças entre dois grupos foram avaliadas através da 

utilização do teste t de Student. Quando se compararam mais de dois grupos, 

efectuou-se a análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.  



Efeito do xanto-humol em adipócitos 19

RESULTADOS 

O XN reduziu a proliferação dos pré-adipócitos   

A quantificação das proteínas celulares pelo método de SRB é uma forma 

indirecta de medir a proliferação celular em que se assume que quanto maior a 

concentração de proteínas na cultura, maior será o número de células na cultura. 

Assim, ao corar as proteínas com o corante SRB, quanto maior a intensidade da 

cor, maior será a proliferação celular. Como se observa na Figura 3 , com o 

aumento da concentração de XN houve uma diminuição da proliferação celular 

em todos os tempos de tratamento. Para todos os tempos de tratamento, esta 

redução na proliferação foi estatisticamente significativa a partir de 10 µM. O 

tratamento das células com XN na concentração de 50 µM, durante 48 ou 72 h, 

provocou citotoxicidade, evidenciada pela presença de menos proteínas celulares 

em comparação com o início do tratamento. 

A partir destes valores calculou-se o IC50 do XN em relação à proliferação para 

cada período de tratamento. O IC50 representa a concentração de XN que reduziu 

em 50% a proliferação celular em comparação com o controlo. O IC50 do XN  para 

inibição da proliferação celular nas 24, 48 e 72 h foi de 26 (19,9-34,5) µM, 12 (9,1-

16,6) µM e 17 (11,6-27,9) µM, respectivamente (Tabela 1 ). 

Para avaliar o efeito do XN na proliferação celular, utilizou-se ainda uma outra 

técnica, mais específica, em que se recorre a um anticorpo para marcar 

selectivamente as células que se encontram em proliferação. O anticorpo 

identifica uma proteína nuclear, Ki67, que é expressa nos núcleos celulares 

durante a proliferação(22). 
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Figura 3  – Efeito do xanto-humol (XN) na proliferação dos pré-adipócitos. A proliferação foi estimada através 

da quantificação das proteínas celulares com SRB, após tratamento com diferentes concentrações de XN 

durante 24 (a), 48 (b) ou 72 h (c). Os gráficos da direita mostram as curvas concentração-efeito utilizadas 

para calcular os IC50. Os resultados representam a média ± EPM de pelo menos três experiências 

independentes realizadas em triplicado ou médias aritméticas com respectivos IC a 95%. *p < 0,05 vs

respectivo controlo.
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Tempo de incubação (h) IC 50 (IC 95%) µM do XN 

24  26 (19,9-34,5) 

48  12 (9,1-16,6) 

72  17 (11,6-27,9) 

Tabela 1  – IC50 do xanto-humol (XN) na inibição da proliferação dos pré-adipócitos para os diferentes tempos 

de incubação. Os resultados estão expressos em média geométrica com o respectivo IC. 

Na figura 4  é possível observar fotografias obtidas em microscopia de 

fluorescência de pré-adipócitos tratados durante 24 h com o veículo (Figuras 4a  e 

4b) em comparação com os pré-adipócitos tratados com XN (5 µM) (Figuras 4c  e 

4d). Os núcleos totais estão corados de azul e os núcleos das células em 

proliferação estão corados de verde. Através da contagem dos núcleos marcados 

com o anticorpo anti-Ki67 (corados de verde) foi possível verificar que o XN 

reduziu significativamente a expressão deste marcador quando adicionado às 

células na concentração de 5 µM (Figura 5 ).  

       

Figura 4 – Fotografias de microscopia de fluorescência de pré-adipócitos marcados com anticorpo anti-Ki67 

sujeitos a tratamento com veículo (b) ou xanto-humol 5 µM (d). A azul (a e c) encontram-se os núcleos totais, 

corados com DAPI, contados para a normalização dos resultados. As fotografias foram obtidas com uma 

ampliação de 400×.

a b c d 
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Figura 5 – Efeito  do xanto-humol (XN) na proliferação dos pré-adipócitos. A proliferação foi determinada 

através da identificação da expressão do marcador de proliferação nuclear Ki67 por imuno-fluorescência em 

células tratadas com XN ou veículo (C, etanol) durante 24 h. Os resultados representam a média ± EPM da 

razão entre o número de núcleos em proliferação e o número de núcleos totais de 3 experiências 

independentes. *p < 0,05 vs respectivo controlo.

O XN reduziu a diferenciação dos pré-adipócitos 

Os pré-adipócitos apresentavam uma morfologia fibroblástica, que era mantida 

no início do período de diferenciação. No segundo dia após a indução da 

diferenciação, os adipócitos tinham uma forma arredondada e apresentavam 

algumas gotículas lipídicas no citoplasma. No final do período de diferenciação 

(dia 7 ou 8), as gotículas lipídicas eram mais abundantes e maiores, chegando a 

ocupar todo o citoplasma. 

Como forma de medida de diferenciação, determinou-se a quantidade de 

lípidos acumulados no interior dos adipócitos. Assim, quanto mais diferenciados 

estavam os adipócitos, maior o seu conteúdo lipídico. Para quantificar o conteúdo 

lipídico utilizou-se um corante lipossolúvel oil red O e assim a intensidade da cor 

será proporcional à quantidade de lípidos. 

Na figura 6  estão os resultados dos tratamentos com XN durante a 

diferenciação. O tratamento com XN resultou numa diminuição da acumulação de 
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lípidos no interior dos adipócitos. Quando adicionado ao meio de cultura durante 

todo o período de diferenciação (tratamento A), na concentração de 20 µM, este 

composto induziu a maior redução do conteúdo lipídico em relação aos outros 

períodos de tratamento, para cerca de 39,3% do controlo (Figura 7 ). 

Para compreender em que período da diferenciação o XN exercia maior efeito 

na redução do conteúdo lipídico, trataram-se as células em diferentes fases da 

diferenciação. O tratamento com XN 20 µM desde o dia -2 ao dia 0 (tratamento B) 

ou desde o dia 0 ao dia 2 (tratamento D) diminuiu o conteúdo lipídico para 46,4% 

e 47,0% do controlo (p < 0,05) respectivamente. Não houve alteração significativa 

do conteúdo lipídico em relação ao controlo quando as células foram tratadas 

apenas após a indução da diferenciação, ou seja, do dia 2 ao dia 7 (tratamento E). 

Figura 6 – Efeito do xanto-humol (XN) em diferentes fases da diferenciação. Tratamento A (dia -2 ao dia 7); 

tratamento B (dia -2 ao dia 0); tratamento C (dia 0 ao dia 7); tratamento D (dia 0 ao dia 2); tratamento E (dia 2 

ao dia 7). Os pré-adipócitos estavam em confluência ao dia -2 e a diferenciação foi induzida 2 dias depois 

(dia 0) com 0,5 mM de IBMX, 0,25 µM de dexametasona e 10 µg/mL de insulina (dia 0). Dois dias mais tarde 

(dia 2), o meio foi substituído por meio de cultura sem agentes de diferenciação. Sete dias após o início da 

diferenciação (dia 7), efectuou-se a coloração e doseamento dos lípidos acumulados no interior das células 

com oil red O por espectrofotometria a 492 nm com referência a 650 nm. Os resultados representam a média 

± EPM de três experiências independentes realizadas em triplicado. *p < 0,05 vs respectivo controlo. 
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Figura 7  – Adipócitos em diferentes fases de diferenciação corados com oil red O (Tratamento A). (a) 

Adipócitos controlo ao dia 0 da diferenciação (ampliação 400×). (b) Adipócitos controlo ao dia 7 da 

diferenciação (ampliação 200×). (c) Adipócitos sujeitos ao tratamento com XN 20 µM ao dia 7 da 

diferenciação (ampliação 400×).  

O XN aumentou a apoptose 

Avaliou-se a apoptose de pré-adipócitos e de adipócitos tratados com XN 

durante 24 h. Durante a apoptose ocorre a quebra da molécula de ADN 

originando pequenos fragmentos com a extremidade 3´-OH livre. Estes 

fragmentos podem ser identificados pela ligação de nucleotídeos marcados com 

fluoresceína à extremidade livre da molécula fragmentada. De seguida, os 

núcleos marcados  são detectados por microscopia de fluorescência. Os núcleos 

totais são corados de azul (DAPI), enquanto que os núcleos das células em 

apoptose são corados de verde (Figuras 8 e 9). Além disso, nos tratamentos com 

XN, também foi possível verificar a presença de núcleos com a cromatina 

condensada e com menores dimensões, o que também é indicador da ocorrência 

de apoptose. 

O tratamento com XN aumentou o número de núcleos apoptóticos em cerca 

de 50% nos pré-adipócitos, embora esta diferença não tenha atingido significado 

estatístico (Figura 10a ). Nos adipócitos, o tratamento com XN aumentou 

significativamente a apoptose, cerca de 6 vezes em relação ao controlo (p < 0,05) 

(Figura 10b ). 

a b c 
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Figura 8 – Fotografias de microscopia de fluorescência de pré-adipócitos sujeitos a tratamento com veículo 

(b) ou com xanto-humol 5 µM (d) em apoptose. Coradas de azul (a e c) aparecem todas as células enquanto 

que a verde aparecem os núcleos de células em apoptose. As fotografias foram obtidas com uma ampliação 

de 400×.  

Figura 9 – Fotografias de microscopia de fluorescência de adipócitos sujeitos a tratamento com veículo (b) 

ou com xanto-humol 5 µM (d) em apoptose. Coradas de azul (a e c) aparecem todas as células enquanto que 

a verde aparecem os núcleos de células em apoptose. As fotografias foram obtidas com uma ampliação de 

400×.

Figura 10  –  Efeito do xanto-humol (XN) na apoptose de pré-adipócitos (a) e adipócitos (b). Os pré-adipócitos 

foram tratados 24 h após a cultura e os adipócitos foram tratados 7 dias após a diferenciação com XN 

durante 24 h. Os resultados representam a média ± EPM de três experiências independentes realizadas em 

triplicado. *p < 0,05 vs respectivo controlo. 
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DISCUSSÃO 

Actualmente, a investigação de compostos alimentares com actividade 

biológica de interesse para o tratamento ou prevenção da obesidade tem 

aumentado. É o caso do chá verde (e dos seus componentes epigalocatequina-3- 

galato e catequinas), da soja (genisteína) e do pimento vermelho (capsaicina), 

entre outros(3, 12). Para muitos deles foi já demonstrada uma associação positiva 

entre o seu consumo e a redução do risco de ocorrência de obesidade(24) em que 

os seus efeitos directos no TA justificam, com frequência, esta associação.  

A obesidade resulta no aumento do TA devido ao excesso de ingestão 

energética, conjugado com o baixo gasto energético(12). A associação entre a 

obesidade e a activação de vias de sinalização celulares envolvidas na resposta 

ao stresse e à inflamação começa a ser cada vez mais conhecida(25). Os 

indivíduos obesos apresentam níveis plasmáticos elevados de citocinas 

inflamatórias(6). O adipócito é capaz de segregar muitas dessas citocinas, como o 

factor de necrose tumoral alfa, interleucina-6 e factor de quimiotaxia para 

monócitos-1, mas também adipocitocinas, exclusivamente expressas pelo TA, 

como a leptina, adiponectina e resistina(6, 26). O tamanho do adipócito parece ser 

importante para a origem da inflamação no TA, existindo uma relação entre o 

tamanho do adipócito e o perfil de secreção de citocinas. Adipócitos de pequeno 

tamanho segregam mais adiponectina, proteína com propriedade anti-inflamatória, 

do que os adipócitos de grande tamanho, enquanto que estes segregam mais 

factor de necrose tumoral alfa, uma citocina inflamatória, em relação aos de 

menores dimensões(6). Poderá ser por este motivo que a obesidade hipertrófica, 

caracterizada pela presença de adipócitos de grande tamanho, está relacionada 

com as complicações metabólicas da obesidade, como a resistência à insulina, 
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dislipidemias, hipertensão resultando aumento da incidência de doenças 

cardiovasculares e diabetes de tipo 2(27). Esta característica morfológica do TA 

pode explicar alguns casos em que indivíduos magros desenvolvem alterações 

nos seus perfis metabólicos. De facto, de acordo com Bernstein (1975) concluiu 

que o único parâmetro de composição corporal que distinguia indivíduos magros 

saudáveis de indívíduos magros com hiperlipoproteinemia, era o tamanho dos 

adipócitos(28). Deste modo, parece prioritário reduzir o tamanho do adipócito para 

reduzir o risco de inflamação no TA, e assim minorar as complicações 

metabólicas associadas à obesidade.  

Neste estudo, exploraram-se os efeitos do XN na linha celular 3T3-L1 de pré-

adipócitos de Ratinho. Este flavonóide pode encontrar-se em alguns tipos de 

cerveja, embora em concentrações reduzidas, sendo proveniente do lúpulo(14). 

Ultimamente têm sido documentados diferentes efeitos celulares deste composto, 

mas os seus efeitos no TA são ainda pouco conhecidos. No presente estudo, 

demonstrou-se que o XN reduziu a proliferação dos pré-adipócitos de uma forma 

dependente da concentração. O efeito anti-proliferativo deste flavonóide já tinha 

sido anteriormente demonstrado em diversas linhas de células tumorais humanas 

de carcinoma da mama (MCF-7), carcinoma do cólon (HT-29) e carcinoma do 

ovário (A2780)(20). 

Os pré-adipócitos são células com uma morfologia fibroblástica com elevada 

capacidade proliferativa em que, quando atingem a confluência, o contacto entre 

as células resulta na inibição da proliferação(7). Por esta razão os ensaios de 

proliferação celular foram efectuados na pré-confluência, tendo as células sido 

semeadas numa densidade previamente determinada para que não atingissem a 

confluência durante as 72 h de tratamento. O efeito do XN foi mais marcado 
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quando as células foram incubadas com o composto durante 48 e 72 h, em 

comparação com a incubação de 24 h. Estes resultados, obtidos a partir da 

medição das proteínas celulares, foram também confirmados pela identificação do 

Ki67, marcador de proliferação celular, após tratamento com 5 µM de XN. Embora 

nesta concentração, após 24 h de tratamento, não se verificasse redução do 

conteúdo proteico da cultura, a expressão do marcador envolvido na proliferação 

já estava reduzida. 

Diferentes propriedades biológicas do XN têm sido relacionadas com o seu 

efeito anti-proliferativo. Num ensaio in vitro, o XN inibiu a actividade da enzima 

polimérase α humana do ADN, enzima responsável pelos passos iniciais da 

síntese de ADN, apresentando um IC50 de 23 ± 3,5 µM(18). Além disso, está 

descrita a relação entre a capacidade anti-oxidante de vários compostos fenólicos 

e o seu efeito na proliferação celular de pré-adipócitos 3T3-L1, tendo sido 

demonstrado que quanto maior a capacidade anti-oxidante, menor a proliferação 

celular dos pré-adipócitos(29). Como os demais flavonóides, o XN é também um 

potente anti-oxidante. Tanto o XN como o seu produto de oxidação desmetil-XN 

são anti-oxidantes eficazes na prevenção da oxidação das lipoproteínas de baixa 

densidade(30). No entanto, uma dose excessiva de anti-oxidantes poderá 

desequilibrar o estado redox celular(31), favorecendo um ambiente oxidado e 

aumentando a sua resistência aos indutores da proliferação(32). Este efeito poderá 

ser mais evidente para as concentrações mais elevadas de XN, que para além de 

terem reduzido a proliferação de forma acentuada, também induziram 

citotoxicidade. 

Um outro dado importante deste trabalho está relacionado com a observação 

de que o XN foi capaz de reduzir a diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos. 
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Para se tentar compreender a forma de actuação deste flavonóide no processo de 

diferenciação, as células foram tratadas em diferentes períodos da diferenciação. 

Quando os pré-adipócitos atingem a confluência, o contacto entre as células 

activa vias de sinalização que vão interromper o ciclo celular. Esta é uma fase 

importante na transição entre a proliferação celular e a diferenciação, apesar de 

não constituir um pré-requisito no processo de conversão em adipócitos 

maduros(7). Nessa fase alguns pré-adipócitos começam a expressar factores de 

diferenciação precoces envolvidos na diferenciação destas células. No entanto, 

para activar o programa de diferenciação nos pré-adipócitos in vitro, de forma 

sincronizada, é necessário utilizar uma mistura de indutores adipogénicos, que 

consiste habitualmente em IBMX, dexametasona e insulina(7). Passadas 24 h do 

início da diferenciação ocorre uma amplificação clonal. Nesta fase, os pré-

adipócitos, que tinham o ciclo celular interrompido, prosseguem o ciclo celular e 

passam por uma mitose pós-confluência e uma expansão clonal, que consiste em 

duplicação celular. Estes dois acontecimentos são cruciais na diferenciação(33). 

Os genes necessários para o início da adipogénese começam a ser expressos. 

Dois dias após a indução da diferenciação há novamente a interrupção do ciclo 

celular nos pré-adipócitos. Neste momento estão comprometidos a diferenciarem-

se em adipócitos maduros. Ao fim de 3 dias já expressam marcadores de 

diferenciação tardios, e entre o dia 5º e o 7º ficam mais esféricos e começam a 

acumular gotículas lipídicas, estando completamente diferenciados no final deste 

período(7). 

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o XN teve um efeito anti-

adipogénico, revelado pela diminuição do conteúdo de lípidos no interior das 

células, de forma dependente da concentração. No entanto, este efeito só foi 
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evidente quando o XN esteve em contacto com as células durante a pós-

confluência e/ou durante a fase de indução da diferenciação. Este resultado 

parece sugerir que o efeito anti-proliferativo, anteriormente evidenciado, do XN 

poderá estar implicado na inibição da adipogénese, uma vez que, conforme já foi 

referido, a mitose pós-confluência e a expansão clonal são fundamentais para a 

diferenciação. O facto deste composto não ter alterado a acumulação de lípidos 

quando incubado com as células após a indução da diferenciação parece apoiar 

esta suposição. Este é um efeito similar ao da genisteína, que bloqueia a 

diferenciação dos pré-adipócitos apenas quando está presente nas 72 h após o 

início da diferenciação, e este facto foi justificado pelo seu efeito anti-proliferativo 

nos pré-adipócitos pós-confluentes(33). 

Por outro lado, é ainda possível que o XN tenha interferido na sinalização 

celular dos agentes de diferenciação. A acção do IBMX decorre através da 

inibição da fosfodiesterase, com o consequente aumento dos níveis de AMPc que 

posteriormente activa o factor de transcrição cyclic AMP response element-

binding protein, um dos eventos mais precoces na diferenciação(7). A 

dexametasona, tal como os glicocorticóides endógenos, actua nos receptores de 

glicocorticóides facilitando a expressão de novos factores de transcrição(7). A 

sinalização pela insulina parece ser mediada pela sua interacção com o receptor 

para o IGF-1 (insulin-like growth factor), já que os pré-adipócitos não expressam o 

receptor da insulina(33). 

As prostaglandinas estimulam a cíclase do adenilato aumentando a produção 

do AMPc que está envolvido no processo de adipogénese(34). Sabe-se que o XN 

inibe a ciclo-oxigenase tipo 1 (constitutiva) e a ciclo-oxigenase tipo 2 (indutível) 

reduzindo a produção de prostaglandinas(35). Assim, esta propriedade do XN 



      Vanda Mendes 32

poderá constituir um mecanismo adicional para explicar a inibição da 

diferenciação, apesar da adição do inibidor da fosfodiesterase, o IBMX. 

Da mesma forma, o XN poderá ter interferido na sinalização da insulina. O XN 

inibe a activação do Akt(21). O Akt pertence à família das cínases de resíduos 

serina/treonina e é um mediador intracelular que é activado quando a insulina se 

liga ao seu receptor ou ao IGF-1(21, 36). Estas vias de sinalização são essenciais 

no controlo dos mecanismos envolvidos na diferenciação celular(21). Alguns 

polifenóis bloqueiam a adipogénese, e este facto foi justificado com a sua 

interferência na via de sinalização activada pela insulina, através da sua 

capacidade de inibir as cínases de tirosina, impedindo a fosforilação do receptor 

da insulina e sua consequente activação(37). 

A fosfátase alcalina é uma enzima expressa em diversos tipos celulares que 

parece estar envolvida na diferenciação celular e no desenvolvimento tecidual(22). 

Recentemente foi demonstrada a expressão desta enzima nos pré-adipócitos 

3T3-L1, possivelmente na membrana da gotícula lipídica, tendo um papel 

importante na acumulação de lípidos(38). A inibição da sua actividade bloqueou a 

acumulação lipídica, reduzindo a adipogénese nas 3T3-L1, que leva a crer que a 

sua actividade é importante para a diferenciação(38). Já foi demonstrado que o XN 

inibe a expressão e a actividade da fosfátase alcalina noutro tipo de células(22). 

Um estudo preliminar realizado no nosso laboratório também demonstrou que a 

actividade da fosfátase alcalina em pré-adipócitos era reduzida pela incubação 

com 20 µM de XN (resultados não mostrados). 

As características redox do XN também poderão ter contribuído para os efeitos 

na diferenciação. Tem sido demonstrado que o stresse oxidativo impede a 

diferenciação dos pré-adipócitos(39, 40). 
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Um outro evento que poderá ser importante para determinar o número de 

células no TA é a morte celular, nomeadamente por apoptose. Este fenómeno 

pode ocorrer no TA tanto em pré-adipócitos como em adipócitos(41). Assim, testou-

se o efeito do XN na apoptose das células nos dois estadios de desenvolvimento. 

O XN aumentou a morte celular programada de forma significativa em adipócitos. 

Nos pré-adipócitos também parecia induzir a apoptose, embora esta diferença 

não apresentasse significado estatístico.  

Estudos anteriores têm relacionado o XN com a actividade pró-apoptótica(18). 

Um trabalho realizado numa linha celular de cancro do cólon demonstrou o 

envolvimento do XN na via extrínseca e intrínseca (mitocondrial) de sinalização da 

apoptose. O tratamento com XN aumentou a clivagem da pró-caspase-8 e 

consequente activação das caspases-3 e -7, envolvidas na via extrínseca, e 

reduziu a expressão do anti-apoptótico Bcl-2 e activou a caspase-9, envolvidos na 

via intrínseca(35). Este facto pode ser explicado pelo possível efeito pró-oxidante 

do XN quando presente em elevada concentração. Muitos autores referem a 

actividade pró-oxidante dos compostos fenólicos como um factor importante na 

toxicidade mitocondrial e na apoptose(15). O excesso de anti-oxidantes na 

presença de metais de transição ou de peroxidases podem provocar um 

desequilíbrio no estado redox intracelular, resultando em lesões nas estruturas 

celulares e activando vias de sinalização da apoptose(31). Estudos anteriores com 

outros polifenóis revelaram a sua capacidade de provocar a deplecção ou 

oxidação de um dos mais importantes anti-oxidantes intracelulares, a glutationa 

reduzida, em hepatócitos(35). O estado redox da célula é determinante para o 

modo como as células respondem aos estímulos externos, e quando o meio 



      Vanda Mendes 34

intracelular está mais oxidado, a célula torna-se mais susceptível aos indutores de 

apoptose celular(32, 42). 

Segundo os nossos resultados, o XN parece contribuir para a redução do 

número de células acumuladoras de gordura, tanto pela diminuição da 

proliferação das células precursoras como pela indução da apoptose, o que 

sugere que pode contribuir para a redução do número de adipócitos diferenciados. 

Estes resultados estão de acordo com um estudo realizado em ratinhos KK-Ay

diabéticos tratados com uma dieta suplementada em XN em que se verificou uma 

redução do TA nos animais tratados(43). No entanto, a redução do número de 

adipócitos diferenciados provavelmente resultará num aumento do seu tamanho 

que, como já foi referido, leva a um perfil de secreção de citocinas mais 

desfavorável(6). 

Por esse motivo é importante chamar a atenção da indústria alimentar, que 

procura enriquecer a cerveja neste composto, com base em estudos que apontam 

para efeitos benéficos do XN. Este estudo vem mostrar que o benefício do XN é 

incerto, e o consumo de alimentos fortificados ou de suplementos com o intuito de 

melhorar a saúde pode suscitar efeitos desfavoráveis no desenvolvimento 

equilibrado do TA e no processo inflamatório associado, sugerindo que não é o 

composto ideal para ser usado no tratamento da obesidade e na melhoria das 

suas complicações metabólicas. 

Por esta razão, torna-se imperativo esclarecer o envolvimento do XN na 

hipertrofia e na hiperplasia dos adipócitos e o seu possível benefício.



Efeito do xanto-humol em adipócitos 35

CONCLUSÕES 

O xanto-humol: 

• Reduziu a proliferação dos pré-adipócitos; 

• Reduziu a diferenciação dos pré-adipócitos, principalmente quando o XN 

estava presente durante a expansão clonal e a indução da diferenciação; 

• Aumentou a apoptose nos pré-adipócitos e nos adipócitos. 

Assim, o XN parece contribuir para a redução do número de adipócitos 

diferenciados, o que possivelmente resultará na hipertrofia dos adipócitos 

presentes. Tendo em conta as consequências da hipertrofia dos adipócitos, estes 

resultados sugerem que o XN, apesar de ter potencial para reduzir o TA, não será 

favorável para a redução das consequências metabólicas associadas à obesidade. 

Para esclarecer o motivo da menor acumulação lipídica nos adipócitos tratados 

com XN, seria necessário pesquisar o efeito deste composto na lipogénese e na 

lipólise. Pesquisas já iniciadas no nosso laboratório sugerem o aumento da 

lipogénese e a diminuição da lipólise basal nos adipócitos tratados com XN 

(resultados não mostrados). 

De futuro, será necessário realizar mais estudos para confirmar os efeitos do XN 

sobre a diferenciação, pesquisando a expressão de proteínas e/ou ARN de 

marcadores de pré-adipócitos, como o Pref-1 (preadipocyte factor-1), e de 

adipócitos, como o PPAR-γ (peroxisome proliferator-activated receptor gamma). 

Por fim, para complementar todos estes resultados, seria também interessante 

aprofundar o conhecimento dos efeitos deste composto na remodelação do TA in 

vivo.
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