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RESUMO 

Freitas FA. Efeito do secretoma das células-tronco mesenquimais na expressão de 

genes de resistência a múltiplas drogas das linhagens hematológicas K562 e 

K562-Lucena [tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina; 

2022. 

Uma das funções das células-tronco mesenquimais da medula óssea é a manutenção 

do nicho hematopoiético, exercendo ação cooperativa com as células-tronco 

hematopoiéticas na manutenção da homeostase sanguínea. No entanto, nos casos 

de leucemias, suspeita-se que ocorram alterações funcionais nas células-tronco 

mesenquimais da medula óssea, que passam a assumir um papel permissivo ao 

desenvolvimento, manutenção e até mesmo nas recidivas das leucemias. Estudamos 

a interação entre as células leucêmicas K562 (sensível a quimioterápicos) e 

K562-Lucena (resistente a quimioterápicos) em coculturas com as células-tronco 

mesenquimais de medula óssea, provenientes de pacientes acometidos pela leucemia 

mieloide aguda (CTM-LMA) e de doadores saudáveis (CTM-HMO), sendo avaliados 

parâmetros relativos à proliferação, viabilidade, morte celular, produção de citocinas, 

expressão de proteínas ABC, alterações na expressão de ciclinas e no ciclo celular. 

Observamos que o secretoma das CTM-HMO foi capaz de promover a diminuição da 

proliferação das células leucêmicas (K562 e K562-Lucena), associada à diminuição 

da viabilidade dessas células com aumento dos índices de apoptose, necrose e 

ativação de caspases 3/7, bem como promover alterações na produção de citocinas 

e expressão de proteínas ABC, além de alterações na expressão de ciclinas D1 e D2 

e no ciclo celular. No entanto, o secretoma das CTM-LMA não foi capaz de promover 

os mesmos resultados, demonstrando que essas células perdem a capacidade de 

combater as leucemias, tornando-se permissivas a sua progressão. O secretoma das 

CTM-HMO, portanto, pode ser explorado como um adjuvante no tratamento das 

leucemias, uma vez que exerce ação nas células leucêmicas sensíveis e resistentes 

ao tratamento convencional. 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais. Leucemia. Secretoma. Genes MDR. 

Células K562. Imunomodulação. Morte celular. Transportadores de cassetes de 

ligação de ATP. Ciclo celular. Medula óssea.



 
 

ABSTRACT 

Freitas FA. Effect of mesenchymal stem cell secretome on the expression of multidrug 

resistance genes of hematologic cell lineages K562 and K562-Lucena [thesis]. São 

Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina; 2022. 

One function of bone marrow mesenchymal stem cells is the maintenance of the 

hematopoietic niche, exerting a cooperative action with the hematopoietic stem cells 

in the maintenance of blood homeostasis. However, in leukemia course, it is suspected 

that there are functional alterations in the bone marrow mesenchymal stem cells, which 

start to assume a permissive role in the development, maintenance and even relapse 

of leukemias. We studied the interaction between K562 (chemotherapeutic-sensitive) 

and K562-Lucena (chemotherapeutic-resistant) leukemic cells in cocultures with bone 

marrow mesenchymal stem cells derived from patients affected by acute myeloid 

leukemia (MSC-AML) and from healthy donors (MSC-HBM), being evaluated 

parameters related to proliferation, viability, cell death, production of cytokines, 

expression of ABC proteins, alterations in the expression of cyclins and in the cell 

cycle. We observed that the MSC-HBM secretome was able to promotes a decrease 

in the proliferation of leukemic cells (K562 and K562-Lucena), associated with a 

decrease in the viability of these cells with increases in the rates of apoptosis, necrosis 

and activation of caspases 3/7, as well as promote alterations in the production of 

cytokines and expression of ABC proteins, in addition to alterations in the expression 

of cyclins D1 and D2 and in the cell cycle. However, the secretome of MSC-AML was 

not able to promote the same results, demonstrating that these cells lose the ability of 

combat leukemias, making their progression permissive. The secretome of MSC-HBM, 

therefore, can be explored as an adjuvant in the treatment of leukemias, since it exerts 

action on leukemic cells that are sensitive and resistant to conventional treatment. 

Keywords: Mesenchymal stem cells. Leukemia. Secretome. Genes, MDR. K562 cells. 

Immunomodulation. Cell death. ATP-binding cassette transporters. Cell cycle. Bone 

marrow.
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1. INTRODUÇÃO 

Leucemia é o nome comum dado a um grupo de doenças malignas que 

acometem o sangue e a medula óssea (Juliusson; Hough, 2016), sendo caracterizada 

pela proliferação de células hematopoiéticas anormais (Seth; Singh, 2015). Essa 

doença acomete, anualmente, milhares de pessoas de todas as idades, sendo 

responsável por um elevado número de mortes (Bispo; Pinheiro; Kobetz, 2020), em 

particular, nos casos em que as células leucêmicas desenvolvem resistência a 

múltiplas drogas durante o tratamento (Du; Chen, 2017). Por outro lado, as 

células-tronco mesenquimais são células multipotentes com propriedades 

imunomoduladoras e anti-inflamatórias, estando presentes na medula óssea e 

respondendo pela manutenção do nicho hematopoiético (Reichert et al., 2021). O 

secretoma das células-tronco mesenquimais pode ser responsável pelo combate às 

células leucêmicas (Delgado, 2018), ou por tornar o nicho hematopoiético permissivo 

ao seu desenvolvimento (Pleyer; Valent; Greil, 2016). 

 

1.1. Leucemias 

No início do século XIX, relatos de cientistas de vários países estabeleceram a 

possibilidade de que a leucocitose sustentada poderia ocorrer na ausência de infecção 

(Kampem, 2012; Freireich; Wiernik; Steensma, 2014). Nessa época, os médicos 

descobriram que seus pacientes apresentavam grandes quantidades de células 

brancas (leucócitos) circulantes, portanto, descreveram a doença como “sangue 

branco” (Steady Health, 2020). Rudolph Virchow utilizou o termo leucemia (do grego, 

leukos, “branco” e haima “sangue”) em 1847 para descrever tais condições (Piller, 

2001; Freireich; Wiernik; Steensma, 2014; Steady Health, 2020). 

É conhecido que a produção das células sanguíneas ocorre a partir das 

células-tronco hematopoiéticas, localizadas na medula óssea, e essa é regulada de 

acordo com as necessidades do organismo. No entanto, se esse mecanismo normal 

de controle da proliferação celular for quebrado, pode ocorrer uma proliferação 

excessiva de certos tipos celulares.  Leucemias, linfomas, mielomas e a síndrome 

mielodisplasica são alguns tipos de câncer que podem afetar a medula óssea, as 
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células sanguíneas, os linfonodos e outras partes do sistema linfático (Pokharel, 2012; 

Brasil, 2015; LLS, 2018). 

O câncer, de um modo geral, é a principal causa de mortes em países 

desenvolvidos e a segunda maior causa em países em desenvolvimento. Os casos 

de câncer nos países desenvolvidos têm se elevado devido ao aumento da idade 

média da população e a adoção de hábitos de vida não saudáveis (tabagismo, vida 

sedentária e maus hábitos alimentares), que aumentam a probabilidade de 

desenvolvimento da doença (Jemal et al., 2011). 

Segundo o World Cancer Research Fund International - American Institute for 

Cancer Research (WCRF International) e o Cancer Research UK, em 2018 foram 

estimados entre 17 e 18 milhões de novos casos de câncer ao redor do mundo (WCRF 

International, 2020; Cancer Research UK, 2020), sendo aproximadamente 9,5 milhões 

de novos casos em homens e 8,5 milhões de novos casos em mulheres (WCRF 

International, 2020). Nesse mesmo ano, foram estimados 9,6 milhões de óbitos 

relacionados aos diversos tipos de câncer (Cancer Research UK, 2020). 

Num aspecto geral, o câncer de mama é o mais prevalente, seguido pelo câncer 

de pulmão, câncer colorretal/intestino e câncer de próstata, estando as leucemias na 

décima terceira posição (WCRF International, 2022). Porém, quando levamos em 

consideração os sexos, o câncer de pulmão é o tipo de câncer mais prevalente nos 

homens, seguido pelo câncer de próstata, tendo as leucemias na décima posição. Já 

para as mulheres, o câncer de mama é o mais prevalente, seguido pelo câncer 

colorretal/intestino, tendo as leucemias na décima segunda posição (WCRF 

International, 2022). 

Para o ano de 2020, a Organização Mundial da Saúde estima que houve 475.519 

novos casos de leucemia no mundo, correspondendo a aproximadamente 2,5 % de 

todos os novos casos de câncer no geral (WHO, 2020). Foram estimados, também, 

mais de 311 mil óbitos relacionados à leucemia nesse mesmo ano (WHO, 2020; Sung, 

et al. 2021), demonstrando que a alta mortalidade ligada a esse tipo de câncer reflete 

um prognóstico ruim, principalmente em populações com nível socioeconômico mais 

baixo (Brasil, 2015). 
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Apesar de elevados, os dados de incidência e mortalidade das leucemias são 

subestimados, devido a falhas no diagnóstico da doença em algumas regiões, 

principalmente em indivíduos idosos e em infantes (Brasil, 2015). 

Quando avaliamos os dados relativos ao Brasil, o Instituto Nacional de Câncer 

José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou para o biênio 2018-2019, 10.800 novos 

casos de leucemia, sendo 5.940 novos casos em homens e 4.860 novos casos em 

mulheres (Brasil, 2017). 

A estimativa de novos casos de leucemia para o triênio 2020-2022 é muito 

semelhante aos dados do biênio 2018-2019, esperando-se 5,67 novos casos a cada 

100 mil homens (5.920 novos casos) e 4,56 novos casos para cada 100 mil mulheres 

(4.890 novos casos) (Brasil, 2017; Brasil, 2019). 

Considerando os aspectos clínicos e patológicos, as leucemias podem ser 

classificadas de duas formas: 

1) De acordo com o tempo de sua progressão, sendo divididas em: 

a) forma aguda: caracterizada pelo aumento rápido de célula imaturas 

na corrente sanguínea, fazendo com que a medula óssea perca a 

capacidade de produzir células sanguíneas normais; 

b) forma crônica: nesse caso, temos aumento excessivo de células 

maduras anormais, que pode levar meses, ou até mesmo anos para 

progredir. 

2) De acordo com o tipo celular afetado, podendo ser do tipo: 

a) Mieloide: quando acomete os neutrófilos, eosinófilos, basófilos, 

monócitos, célula dendríticas ou mastócitos; 

b) Linfoide: quando acomete os linfócitos ou células NK (Pokharel, 2012; 

Brasil, 2015; Brasil, 2017. CDC, 2018). 

Portanto, seguindo essa classificação, temos a leucemia mieloide aguda (LMA), 

a leucemia mieloide crônica (LMC), a leucemia linfoide aguda (LLA) e a leucemia 

linfoide crônica (LLC). Esses quatro subtipos principais de leucemia podem ser 

distinguidos com base na diferenciação morfológica das células envolvidas, em seu 

estágio de maturação e em sua linhagem. Porém, esses subtipos podem ainda ser 
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subdivididos, com base em suas alterações genéticas, em grupos de baixo, 

intermediário ou alto risco (Kampem, 2012). 

As leucemias surgem a partir de lesões genéticas nas células hematopoiéticas 

progenitoras. A linhagem das células progenitoras acometidas determinará o tipo de 

leucemia (linfoide ou mieloide). No entanto, as células portadoras dessas mutações 

são conhecidas como células iniciadoras de leucemia e, não necessariamente, 

compreendem as células-tronco hematopoiéticas. Às vezes, uma única mutação 

genética não é suficiente para o desenvolvimento da leucemia. Como exemplo, para 

o desenvolvimento da leucemia mieloide aguda é necessário o envolvimento de uma 

série de eventos genéticos (Fiegl, 2016). 

O diagnóstico e o tratamento das leucemias vêm evoluindo muito nas últimas 

décadas. Os estudos genômicos são responsáveis por esse avanço, principalmente 

nos casos de leucemias mieloide agudas, pois a classificação desse tipo de leucemia 

é baseada no conhecimento de anormalidades genéticas. Entre as anormalidades 

genéticas estudadas temos a fusão BCR-ABL (Pokharel, 2012; Brasil, 2015) no 

cromossomo Philadelphia, que codifica uma proteína que aumenta a atividade da 

tirosina quinase, levando a estimulação da divisão celular (Pokharel, 2012), 

implicando diretamente no seu prognóstico e tratamento (Brasil, 2015). 

Os avanços na genômica e o desenvolvimento de novas metodologias 

diagnósticas permitem o reconhecimento de novas entidades morfológicas e 

proporcionam uma melhor compreensão das leucemias. Além disso, o conhecimento 

das vias das transformações moleculares são caminhos promissores para novas 

terapias (Brasil, 2015). 

Abordaremos com mais detalhes, a seguir, as leucemias mieloide aguda e 

crônica, objetos de nossos estudos. 

1.1.1. Leucemia mieloide aguda 

A leucemia mieloide aguda é uma doença heterogênea, caracterizada pela 

expansão clonal de progenitores mieloides (blastos) na medula óssea e no sangue 

periférico, originadas de lesões genéticas. Esse tipo de leucemia acomete 

principalmente pessoas idosas do sexo masculino (Fiegl, 2016), provocando uma 
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insuficiência hematopoiética nos indivíduos acometidos, trazendo riscos às suas vidas 

como sangramentos e infecções (Sylvester; Longaker, 2004). 

Aproximadamente 1,3 % dos novos casos de câncer registrados nos Estados 

Unidos da América (EUA) são relacionados à leucemia mieloide aguda (Fiegl, 2016). 

A Leucemia mieloide aguda foi o primeiro tipo de câncer cujo genoma completo 

foi sequenciado, sendo esse sequenciamento realizado na Universidade de 

Washington (EUA), em 2009 (Mardis et al., 2009). Após esse fato e a análise 

genômica de muitos indivíduos portadores de leucemia mieloide aguda, foram 

registradas mais de 40 mutações associadas a essa doença. Algumas dessas 

mutações, como a FLT3 ou IDH1/IDH2, podem ser úteis no estudo de terapias com 

alvos moleculares (Ferrara, 2012). 

Translocações cromossômicas bem caracterizadas, como t(8:21) ou t(15:17) dão 

origem a proteínas quiméricas (RUNX1-RUNX1T1 e PML-RARA, respectivamente), 

responsáveis pela alteração da maturação normal das células precursoras mieloides. 

No entanto, além dos rearranjos cromossômicos, alterações moleculares também têm 

sido implicadas no desenvolvimento da leucemia mieloide aguda. Em regra, mais de 

97 % dos casos estão ligados a mutações somáticas, não sendo essas mutações 

ligadas a grandes anormalidades cromossômicas (Patel et al., 2012). 

A correta classificação da leucemia mieloide aguda é muito importante para a 

determinação do melhor tratamento a ser seguido. Dentre as classificações para esse 

tipo de leucemia duas se destacam, sendo elas: 

1) Classificação FAB (Franco-Americano-Britânico); 

2) Classificação segundo a OMS (Organização Mundial da Saúde). 

A classificação da OMS (2016) (tabela 01) é mais abrangente, levando em 

consideração outros fatores além dos considerados pela classificação FAB. Já a 

classificação FAB (M0 a M7) (tabela 02) se baseia apenas no tipo celular afetado e no 

seu estágio de maturação dessas células (American Cancer Society, 2018). 
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Tabela 01. Classificação OMS (2016) para leucemia mieloide aguda 

Leucemia mieloide aguda com certas anormalidades genéticas (alterações 
genéticas ou cromossômicas) 

• LMA com uma translocação entre os cromossomos 8 e 21 [t(8;21)] 

• LMA com uma translocação ou inversão no cromossomo 16 [t(16;16) ou 
inv(16)] 

• LPA com o gene de fusão PML-RARA 

• LMA com uma translocação entre os cromossomos 9 e 11 [t(9;11)] 

• LMA com uma translocação entre os cromossomos 6 e 9 [t(6:9)] 

• LMA com uma translocação ou inversão no cromossomo 3 [t(3;3) ou inv(3)] 

• LMA com uma translocação entre os cromossomos 1 e 22 [t(1:22)] 

• LMA com o gene de fusão BCR-ABL1 

• LMA com gene NPM1 mutado 

• LMA com mutações bialélicas do gene CEBPA 

• LMA com gene RUNX1 mutado 

Leucemia mieloide aguda com alterações relacionadas à mielodisplasia 

Leucemia mieloide aguda relacionada a quimioterapia ou radioterapia prévia 

Leucemia mieloide aguda não especificadas 

• Leucemia mieloide aguda com diferenciação mínima (FAB M0) 

• Leucemia mieloide aguda sem maturação (FAB M1) 

• Leucemia mieloide aguda com maturação (FAB M2) 

• Leucemia mielomonocítica aguda (FAB M4) 

• Leucemia monocítica aguda (FAB M5) 

• Leucemia eritroide pura (FAB M6) 

• Leucemia megacarioblástica aguda (FAB M7) 

• Leucemia basofílica aguda 

• Panimielose aguda com fibrose 

Sarcoma mieloide ou sarcoma granulocítico ou cloroma 

Proliferações mieloides relacionadas com a síndrome de Down 

Leucemias agudas indiferenciadas e bifenotípica 

LMA - Leucemia mieloide aguda; LPA - Leucemia promielocítica aguda; Fonte: American Cancer 

Society, 2018. 
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Tabela 02. Classificação FAB para leucemia mieloide aguda 

Classificação FAB Subtipo 

M0 Leucemia mieloblástica aguda minimamente indiferenciada 

M1 Leucemia mieloblástica aguda com maturação mínima 

M2 Leucemia mieloblástica aguda com maturação 

M3 Leucemia promielocítica aguda 

M4 Leucemia mielomonocítica aguda 

M4 eos Leucemia mielomonocítica aguda com eosinofilia 

M5 Leucemia monocítica aguda 

M6 Leucemia eritroide aguda 

M7 Leucemia megacariocítica aguda 

FAB: Franco-Americano-Britânico. Fonte: American Cancer Society, 2018. 

 

O tratamento de alguns tipos de leucemia teve grande evolução desde a década 

de 1960, porém, o tratamento da leucemia mieloide aguda não apresentou a mesma 

evolução, apresentando modestas melhorias a partir da década de 1970. Como 

exemplo, podemos citar o uso da infusão intravenosa contínua de citarabina por 

7 dias, associada com 3 doses diárias de daunorrubicina, preconizada em 1973. Mais 

de 40 anos depois, esse mesmo regime de indução, com pequenas modificações, 

continua a ser o tratamento padrão para indivíduos que não receberam tratamento 

prévio para a esse tipo de leucemia (Freireich; Wiernik; Steensma, 2014). 

Novos medicamentos foram propostos para o tratamento da leucemia mieloide 

aguda, como a substituição da daunorubicina pela idarubicina, que em alguns estudos 

resultou em maior taxa de remissão completa, duração da resposta ou sobrevida em 

indivíduos com menos de 60 anos. No entanto, poucos medicamentos novos 

surgiram: Idarubicina (aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA), EUA, em 

1990), gemtuzumab ozogamicina (aprovado pelo FDA em 2000 e retirado do mercado 

em 2010) e decitabina (aprovada pela European Medicines Agency (EMEA) em 2013). 

Apesar do modesto avanço no desenvolvimento de novos medicamentos, estudos 

randomizados sugerem que a duplicação da dose padrão de daunorubicina melhora 

significantemente a taxa de remissão completa e a sobrevida dos pacientes (Freireich; 
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Wiernik; Steensma, 2014), mostrando que mesmo os medicamentos mais antigos 

podem ter uma melhor eficiência em novos esquemas terapêuticos. 

1.1.2. Leucemia mieloide crônica 

A leucemia mieloide crônica é caracterizada por uma desordem 

mieloproliferativa, decorrente de uma mutação nas células-tronco hematopoiéticas 

(Bollmann; Giglio, 2011; Narang et al., 2016). Essa célula-tronco anormal inicia então 

a produção exacerbada de células de linhagem mieloide, primariamente na medula 

óssea, mas também em locais extramedulares, como por exemplo no baço ou no 

fígado (Emadi; Law, 2018). 

O cromossomo Philadelphia (Ph) está presente em 90 % a 95 % dos casos de 

leucemia mieloide crônica. Embora esse cromossomo tenha sido relatado em 

pacientes com leucemia mieloide crônica em 1960, somente em 1973 Rowley 

reconheceu essa pequena estrutura subnuclear como uma translocação recíproca e 

equilibrada entre os cromossomos 9 e 22 (Rowley, 1973). Porém, apenas em 1985 

essa translocação foi reconhecida como causadora de fusão oncogênica da tirosina 

quinase de Abelson no braço longo do cromossomo 9 e a região do ponto de ruptura 

no braço longo do cromossomo 22 gerando o gene BCR-ABL, responsável pela 

produção da oncoproteína bcr-abl (Heisterkamp et al., 1985; Jabbour; Kantarjian, 

2016). 

A oncoproteína bcr-abl apresenta atividade não controlada da tirosina quinase, 

desregulando a proliferação celular. Além de diminuir a adesão das células 

leucêmicas ao estroma da medula óssea e proteger as células leucêmicas da 

apoptose (Emadi; Law, 2018). 

A avaliação qualitativa e quantitativa do gene BCR-ABL, por hibridização 

fluorescente in situ ou reação em cadeia da polimerase, é agora essencial para o 

diagnóstico e para o monitoramento da resposta ao tratamento da leucemia mieloide 

crônica (Freireich; Wiernik; Steensma, 2014; Jabbour; Kantarjian, 2016). 

Esse tipo de leucemia apresenta uma incidência entre 1 a 2 casos para cada 

100.000 adultos, sendo responsável por aproximadamente 15 % dos casos de 

leucemias diagnosticados em adultos (Jabbour; Kantarjian, 2016). A idade média dos 



29 

 

indivíduos no momento do diagnóstico é de 60 a 65 anos na Europa, porém, essa 

faixa etária pode ser menor em países onde a população é mais jovem (Hochhaus et 

al., 2017). 

A leucemia mieloide crônica é dividida em três fases, sendo elas: 

a) fase crônica; 

b) fase acelerada; 

c) fase blástica (Furtado et al., 2015), também conhecida como crise blástica. 

O desenvolvimento de inibidores da tirosina quinase voltados para o BCR-ABL 

revolucionaram o tratamento da leucemia mieloide crônica (Freireich; Wiernik; 

Steensma, 2014; Jabbour; Kantarjian, 2016), prolongando a sobrevida desses 

pacientes. O primeiro inibidor da tirosina quinase foi o imatinib, anteriormente 

conhecido como CGP57148B e STI-571, desenvolvido na década de 1990 por Druker, 

na Ciba-Geigy, atual Novartis (Freireich; Wiernik; Steensma, 2014). O tratamento com 

imatinib resulta em uma taxa de sobrevida de 10 anos superior a 80 % (Freireich; 

Wiernik; Steensma, 2014; Jabbour; Kantarjian, 2016) e pode induzir remissões 

moleculares importantes (Freireich; Wiernik; Steensma, 2014). Inibidores da tirosina 

quinase mais modernos como o dasatinibe e o nilotinibe, são mais eficazes do que o 

imatinib na prevenção da progressão da fase crônica para a fase acelerada e crise 

blástica. Já o ponatinibe, é ativo contra uma rara mutação do BCR-ABL no ponto 

T315I, que confere resistência a outros inibidores de tirosina quinase (Freireich; 

Wiernik; Steensma, 2014; Jabbour; Kantarjian, 2016). 

Entretanto, o fenótipo BCR-ABL gera células geneticamente instáveis. Essas 

células são propensas a desenvolver anormalidades genômicas múltiplas e 

heterogêneas, responsáveis pela transformação do fenótipo leucêmico, levando a 

progressão da leucemia mieloide crônica em fase crônica para a fase acelerada e 

crise blástica (Hochhaus et al., 2017; Hehlmann et al., 2020). 

A crise blástica é caracterizada pela presença ≥ 20 % de blastos circulantes ou 

na medula óssea, ou ainda pela presença de infiltrados de blastos extramedulares. 

Como sinais clínicos, os indivíduos acometidos pela leucemia mieloide crônica em 

crise blástica podem apresentar suor noturno, perda de peso, febre, dor nos ossos, 

sangramentos e infecções recorrentes (Hehlmann, 2012), falência de múltiplos órgãos 
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e uma sobrevida estimada entre 3 a 6 meses sem tratamento (Bollmann; Giglio, 2011). 

Quanto a linhagem celular afetada, a crise blástica é heterogênea, pois esses blastos 

podem expressar fenótipo mieloide, linfoide, monocítico, megacariocítico e ainda, 

mesmo que raramente, eritroide. A correta identificação da linhagem celular afetada 

auxilia no tratamento (Narang, 2016). 

Com os atuais tratamentos disponíveis, as crises blásticas são raras (Janjetovic 

at al., 2019). Os pacientes diagnosticados com crise blástica necessitam de um 

tratamento mais intensivo que o uso dos inibidores das tirosinas quinases tradicionais, 

como o uso do ponatinibe, quimioterapia agressiva e transplante de medula óssea 

(Hehlmann et al., 2020). No entanto, quando a crise blástica é instaurada, há um mau 

prognóstico, com uma expectativa de sobrevida de apenas 12 meses (Janjetovic at 

al., 2019), principalmente nos casos em que há o desenvolvimento de resistência a 

múltiplas drogas durante o tratamento (Rumjanek; Vidal; Maia, 2013). 

 

1.2. Resistência a múltiplas drogas 

A resistência a múltiplas drogas (MDR do termo em Inglês Multdrug resistance) 

é um fenômeno onde a célula, por mecanismos diversos, desenvolve resistência a 

fármacos estruturalmente não relacionados (Wu; Calcagno; Ambudkar, 2008; Anreddy 

et al., 2014;). Entre esses mecanismos se encontram: 

a) Melhoramento no processo de reparo ao DNA (Wu; Calcagno; Ambudkar, 

2008); 

b) Inibição da apoptose; 

c) Alterações no metabolismo de fármacos; 

d) Efluxo ativo dos fármacos através das proteínas transportadoras ABC (Wu; 

Calcagno; Ambudkar, 2008; Anreddy et al., 2014); 

e) Alterações no ciclo celular; 

f) Indução de genes de resposta emergencial; 

g) Alteração lipídicas na membrana celular; 

h) Compartimentação; 

i) Diminuição do influxo de fármacos (Anreddy et al., 2014). 
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Entre esses mecanismos de resistência a múltiplas drogas, o mais bem 

caracterizado é o que envolve as proteínas transportadoras ABC (Wang et al., 2014). 

As proteínas transportadoras ABC fazem parte de uma família de proteínas bem 

conservadas, expressas em todos os organismos e com papel importante em muitos 

processos biológicos (Adamska; Falasca, 2018), estando associadas ao transporte 

(intra e extracelular) de substratos como açúcares, aminoácidos, íons, peptídeos, 

proteínas, colesterol e metabólitos e toxinas (El-Awady et al., 2017). 

Em humanos, as proteínas transportadoras ABC são codificadas por 48 genes e 

um pseudogene. Dessa forma, essas proteínas são agrupadas em 7 subfamílias (A-G) 

baseadas em sua sequência gênica e similaridade estrutural (Adamska; Falasca, 

2018). Essas subfamílias são ainda subdivididas: ABCA (13 membros), ABCB 

(11 membros), ABCC (11 membros), ABCD (4 membros), ABCE (1 membro), ABCF 

(3 membros) e ABCG (5 membros) (El-Awady et al., 2017). 

Essas proteínas transportadoras possuem funções fisiológicas no organismo, 

exercendo papel protetor contra uma variedade se substâncias tóxicas endógenas e 

exógenas. Essa ação se dá pelo transporte ativo dessas substâncias através da 

membrana celular, fazendo com que a célula não acumule concentrações tóxicas em 

seu interior. Como exemplo dessa função fisiológica a ABCB1 está associada ao 

transporte de moléculas hidrofóbicas neutras e catiônicas, a ABCC1 está associada 

ao transporte de xenobióticos aniônicos orgânicos conjugados com glutationa, ácido 

glucurônico ou sulfato e a ABCG2 está associada ao transporte de nucleosídeos e 

nucleotídeos fosforilados (Spitzwieser et al., 2016). 

Muitos fatores podem levar ao fenótipo MDR, porém, a superexpressão da 

glicoproteína P (P-gp) é um dos mecanismos mais estudados (Rumjanek et al., 2001; 

Carrett-Dias et al., 2016). O gene MDR1 (ABCB1) codifica a P-gp que é uma 

glicoproteína com peso molecular de aproximadamente 170 kDa, sendo um membro 

da família das ATPase, expresso na membrana celular (Carrett-Dias et al., 2016). 

Essa glicoproteína atua como mecanismo de efluxo, dependente de energia, 

bombeando os agentes quimioterápicos para fora da célula (Rumjanek et al., 2001; 

Carrett-Dias et al., 2016), fazendo, dessa forma, com que concentrações tóxicas não 

sejam atingidas em seu interior (Rumjanek et al., 2001). No entanto, uma variedade 
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de células humanas não neoplásicas expressam diferentes níveis dessa glicoproteína, 

desempenhando papeis fisiológicos nessas células (Carrett-Dias et al., 2016). 

O fenótipo de resistência a múltiplas drogas pode envolver a superexpressão de 

diferentes genes, no entanto, os mais comuns são o ABCB1, ABCC1 e ABCG2, 

identificados em células tumorais (Marques et al., 2010; Tomiyasu et al., 2013; 

Carrett-Dias et al., 2016; Spitzwieser et al., 2016; Wu; Fu, 2018). Dessa forma, a 

linhagem celular K562, uma das mais utilizadas em estudos envolvendo leucemias, e 

sua linhagem parental K562-Lucena, que expressa o fenótipo MDR (Rumjanek; Vidal; 

Maia, 2013), foram utilizadas na realização desta tese. 

 

1.3. Linhagens hematológicas K562 e K562-Lucena 1 

A linhagem celular K562 é derivada de células eritroleucêmicas, obtidas de uma 

mulher de 53 anos de idade diagnosticada com leucemia mieloide crônica em 1970 

(Lozzio; Lozzio 1975; Lozzio; Lozzio, 1979; Carrett-Dias et al., 2016). Após a 

realização de uma esplenectomia, a paciente apresentou crise blástica. As células 

tumorais se acumularam, formando massas tumorais de células indiferenciadas em 

vários tecidos e produziram uma efusão pleural. A linhagem K562 foi isolada a partir 

do material coletado dessa efusão pleural (Lozzio; Lozzio, 1975) e é positiva para o 

cromossomo Philadelphia (Ph) (Lozzio; Lozzio, 1975; Lozzio; Lozzio, 1979; Carrett-

Dias et al., 2016). As células da linhagem K562 se apresentam como mieloblastos e 

essa é uma das linhagens celulares mais utilizadas e estudadas nas pesquisas 

envolvendo leucemias (Carrett-Dias et al., 2016). 

A linhagem K562 apresenta como principais características: 

a) Proliferação imediata quando cultivadas em suspensão; 

b) Apresentam forma de blastos indiferenciados; 

c) Presença do cromossomo Philadelphia; 

d) Não produzem imunoglobulinas; 

e) Não apresentam contaminação por micoplasmas, vírus Epstein-Barr ou 

partículas do vírus Herpes-like; 

f) Não apresentam atividade de fosfatase alcalina e mieloperoxidase; 
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g) Não fagocitam partículas inertes estranhas; 

h) Em cultura, apresentam uma fonte constante de antígenos associados à 

leucemia (polipeptídios de superfície e antígenos compartilhados com 

outros tipos de leucemias humanas) (Lozzio; Lozzio, 1975; Lozzio; Lozzio, 

1979). 

A linhagem K562-Lucena 1 foi desenvolvida com o intuito de se ter uma linhagem 

de células eritroleucêmicas com fenótipo de resistência a múltiplas drogas. Portanto, 

essa linhagem foi desenvolvida in vitro, utilizando a linhagem K562, selecionada para 

resistência ao quimioterápico vincristina. Essa seleção se deu com o cultivo das 

células K562 utilizando concentrações crescentes de vincristina, variando de 3 nM a 

60 nM desse fármaco. Dessa forma, foi desenvolvido um modelo experimental 

comparativo de células resistente a múltiplas drogas. O nome dado a essa linhagem 

celular resistente a múltiplas drogas foi K562-Lucena 1 (Rumjanek et al., 2001), 

chamada desse ponto em diante apenas de Lucena para evitar confusões com o nome 

de sua célula parental (K562). 

 

1.4. Células-tronco 

Alexander Maximow (1874-1928) postulou sobre a teoria de hematopoese e o 

conceito de células-tronco hematopoiéticas, enquanto Alexander J. Friedenstein 

(1924-1998) foi o responsável pela descoberta das células-tronco mesenquimais na 

medula óssea. Atualmente, os conceitos científicos de Maximow e Friedenstein são a 

base para o transplante de células-tronco hematopoiéticas, para a terapia celular e 

suas implicações (Afanasyev; Elstner; Zander, 2009), sendo as células-tronco de 

medula óssea um dos tipos de células-tronco mais estudado (Pereira, 2008). 

As células-tronco podem ser definidas como sendo uma população celular 

indiferenciada que apresenta as seguintes características: 

a) Capacidade de auto renovação, ou seja, podem dar origem a outras 

células-tronco idênticas; 

b) Capacidade de se diferenciar em linhagens celulares distintas; 
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c) Capacidade de originar células funcionais nos tecidos derivados da mesma 

linhagem (Schwindt; Barnabe; Mello, 2005; Pereira, 2008; ISSCR, 2020; 

NIH, 2020). 

A esses critérios, podemos incluir a capacidade dessas células saírem de seu 

estado quiescente para um estado proliferativo, ou ainda, que sua diferenciação pode 

ser revertida ao menos até certo estágio (Charbord, 2010). 

Portanto, é possível dizer que as células-tronco são a base para a formação de 

todos os órgãos e tecidos do corpo. Isso, somado ao fato de que existem diferentes 

tipos de células-tronco, encontradas em diferentes tecidos e órgãos, ou em momentos 

diferentes da vida (ISSCR, 2018). 

Considerando sua potencialidade, as células-tronco podem ser divididas em três 

tipos principais: 

1) Totipotentes: células capazes de gerar todos os tecidos embrionários e 

extraembrionários, como o zigoto e o blastômero; 

2) Pluripotentes: células capazes de gerar todas as células que formam um 

embrião com exceção da placenta e cordão umbilical, por exemplo, as 

células-tronco embrionárias; 

3) Multipotentes: células que originam apenas um subgrupo de linhagens 

celulares, por exemplo, células-tronco mesenquimais e neurais (Alison et 

al., 2002; Schwindt; Barnabe; Mello, 2005; Takahashi; Yamanaka, 2006; 

Maria Ruiz; Levy; Bydlowski, 2014). 

De uma forma resumida e didática, podemos classificar as células-tronco em 

dois tipos: 

1) Células-tronco embrionárias: células pluripotentes, derivadas da massa 

celular interna do blastocisto, que se diferenciarão em todas as linhagens 

e tipos celulares, formando o embrião; 

2) Células-tronco adultas: essas células também são conhecidas como 

células-tronco tecido-específicas e células-tronco somáticas, sendo células 

mais especializadas que as células-tronco embrionárias. Devido a seu 

maior grau de diferenciação em relação às células-tronco embrionárias, 
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tipicamente essas células podem dar origem a diferentes tipos celulares 

ligados ao tecido de sua origem. Essas células, quando isoladas e em 

cultura, apresentam uma taxa de autorrenovação tão elevada quanto às 

células-tronco embrionárias (Sylvester; Longaker, 2004; Schwindt; 

Barnabe; Mello, 2005; Bajada et al., 2008; ISSCR, 2018; ISSCR, 2020; NIH, 

2022). 

Além das células-tronco descritas acima, há um tipo de células-tronco produzida 

em laboratório, chamada de células-tronco pluripotentes induzidas (IPS do termo em 

inglês Induced pluripotent stem cells). Essas células são originadas convertendo-se 

células adultas em células semelhantes às células-tronco embrionárias, sendo 

ferramentas valiosas para o estudo do desenvolvimento normal, o início de certas 

doenças e sua progressão, sendo úteis também nos testes de novas drogas e 

terapias; (ISSCR, 2018; ISSCR, 2020). 

 

1.5. Células-tronco mesenquimais 

As células-tronco mesenquimais são semelhantes às células-tronco adultas, 

com capacidade de auto renovação e diferenciação, sendo amplamente distribuídas 

no organismo (Williams; Hare, 2011). 

Embora uma das fontes de células-tronco mesenquimais mais conhecida e 

estudada seja a medula óssea, essas células também podem ser encontradas em 

diferentes órgãos e tecidos como tendões (Bajada et al., 2008; Ohishi; Schipani, 

2009), ligamento periodontal (Bajada et al., 2008), membrana sinovial, músculo 

esquelético (Bajada et al., 2008; Ohishi; Schipani, 2009; Lv et al., 2014), tecido 

adiposo (Bajada et al., 2008; Ohishi; Schipani, 2009; Lv et al., 2014; Maria Ruiz; Levy; 

Bydlowski, 2014), polpa dental, endométrio, sangue do cordão umbilical (Ohishi; 

Schipani, 2009; Lv et al., 2014; Maria Ruiz; Levy; Bydlowski, 2014), Geleia de 

Wharton, (Lee, 2008; Maria Ruiz; Levy; Bydlowski, 2014), cordão umbilical, placenta 

(Lee, 2008; Lv et al., 2014), líquido amniótico (Lee, 2008; Ohishi; Schipani, 2009; Maria 

Ruiz; Levy; Bydlowski, 2014), membrana amniótica (Lee, 2008; Ohishi; Schipani, 

2009) e no sangue periférico (em quantidades ínfimas e apresentando marcadores de 

superfície distintos) (Bajada et al., 2008; Lv et al., 2014, Maria Ruiz; Levy; Bydlowski, 
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2014). De um modo geral, podemos dizer que as células-tronco mesenquimais podem 

ser encontradas em qualquer tecido vascularizado do organismo (Lv et al., 2014). 

A Sociedade Internacional de Terapia Celular propôs critérios mínimos para a 

definição das células-tronco mesenquimais, que compreendem: 

a) Adesão ao plástico em condições padronizadas de cultura; 

b) Expressão dos marcadores de superfície CD73, CD90 e CD105, com 

ausência dos marcadores CD34, CD45, HLA-DR, CD14 ou CD11b, CD79a 

ou CD19; 

c) Capacidade de diferenciação, in vitro, em osteoblastos, adipócitos e 

condroblastos (Sylvester; Longaker, 2004; Lee, 2008; Ohishi; Schipani, 

2009; Williams; Hare, 2011; Lv et al., 2014; Maria Ruiz; Levy; Bydlowski, 

2014). 

Além dos critérios mínimos apresentados anteriormente, outros pesquisadores, 

como Lv e colaboradores (2014), sugerem em seu trabalho que outros marcadores de 

superfície como o CD13, CD29, CD44 e CD10 também podem ser expressos pelas 

células-tronco mesenquimais (Lv et al., 2014). 

Um dos principais papéis das células-tronco mesenquimais é sua participação 

na regulação dos nichos (unidades estruturais e funcionais que regulam a divisão das 

células-tronco e sua diferenciação), regulando a proliferação e diferenciação das 

células-tronco (Zhang et al., 2003). Por exemplo, as células-tronco mesenquimais são 

as principais células que compõem o microambiente necessário para o 

desenvolvimento e diferenciação das células-tronco hematopoiéticas na medula 

óssea, no chamado nicho hematopoiético (Williams; Hare, 2011). 

Avaliando o contexto geral, as células-tronco mesenquimais da medula óssea 

são um tipo de células-tronco adulta, que dão suporte ao processo de hematopoese 

e possuem ação imunossupressora (Charbord, 2010). 

As células-tronco mesenquimais apresentam propriedade imunomodulatória 

única tanto in vivo quanto in vitro, escapando do reconhecimento pelo sistema 

imunológico e inibindo ativamente a resposta imunológica. Portanto, podemos dizer 

que as células-tronco mesenquimais são imunoprivilegiadas, sendo capazes de 
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sobreviver e se diferenciar em transplantes imunocompatível-incompatível alogênico 

ou xenogênico, sendo esse mecanismo de imunotolerância alvo de estudados (Atoui; 

Chiu, 2012; Song, Scholtemeijer; Shah, 2020), como por exemplo no transplante de 

células-tronco mesenquimais no tratamento de injúria traumática cerebral, 

melhorando o déficit neurológico pela modulação da inflamação e liberação de fatores 

neurotróficos (Alvararo-Velez et al., 2021), ou no estudo do uso das células-tronco 

mesenquimais como agentes imunomoduladores na indução de tolerância nos 

transplantes de órgãos sólidos (Podestà; Remuzzi; Casiraghi, 2021). Alguns desses 

mecanismos de evasão da resposta imunológica podem ser atribuídos a 

hipoimunogenicidade das células-tronco mesenquimais, modulação do fenótipo das 

células T e imunossupressão do meio local (Atoui; Chiu, 2012; Song; Scholtemeijer; 

Shah, 2020). 

As células-tronco mesenquimais expressam níveis moderados de Antígeno 

Leucocitário Humano classe I (HLA) e não expressam HLA classe II e moléculas 

coestimulatórias B7 e CD40 ligante (Majumdar et al., 2003). A tolerância do 

transplante de células-tronco mesenquimais alogênicas se dá por essas 

características, somadas a uma potente atividade imunossupressiva via contato 

célula-célula com células alvo do sistema imunológico e secreção de fatores solúveis 

como o óxido nítrico, indolamina 2,3-dioxigenase e heme oxigenase-1. Portanto, de 

uma forma geral, podemos dizer que as células-tronco mesenquimais produzem um 

efeito imunomodulatório pela interação com células do sistema imunológico inato e 

adaptativo (Williams; Hare, 2011). 

Estudos in vivo demonstraram que as células-tronco mesenquimais podem ter 

um papel importante na imunomediação de doenças e na rejeição de transplante de 

tecidos. Por exemplo, a infusão de células-tronco mesenquimais, em casos de doença 

do enxerto contra o hospedeiro esteroides-resistente, no transplante de células-tronco 

hematopoiética, tem demonstrado bons resultados (Ohishi; Schipani, 2009; Williams; 

Hare, 2011). O mesmo vale para os casos de tratamento de doenças autoimunes 

(Ohishi; Schipani, 2009). 

Considerando a perspectiva terapêutica, a facilidade de obtenção e preparação 

das células-tronco mesenquimais, além de seus privilégios imunológicos, essas 
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células são consideradas como uma terapia extremamente promissora na 

regeneração de tecidos (Sylvester; Longaker, 2004; Williams; Hare, 2011). 

A administração sistêmica de células-tronco mesenquimais demonstra 

resultados promissores em humanos e animais. Como por exemplo, na redução dos 

níveis de glicose em camundongos diabéticos, facilitação no reparo de lesões 

hepáticas e cerebrais em animais, osteogênese imperfeita em humanos, tratamento 

de humanos com infarto do miocárdio e anemia aplástica, além do tratamento de 

indivíduos que receberam o transplante de medula óssea, onde as células-tronco 

mesenquimais atuam na reconstituição do nicho hematopoiético (Ohishi; Schipani, 

2009). Somado a tudo isso, há ainda os estudos que avaliam a ação das 

células-tronco mesenquimais sobre as leucemias, quer seja na permissibilidade à sua 

instalação e desenvolvimento, quer seja no combate a essa doença. 

 

1.6. Células-tronco mesenquimais e leucemias 

As células-tronco mesenquimais têm demonstrado participação na patogênese 

de certas malignidades hematológicas como: leucemia linfoide aguda, leucemia 

mieloide aguda, leucemia mieloide crônica, mieloma múltiplo, linfomas, e síndromes 

mielodisplásicas. A interação das células leucêmicas com o microambiente existente 

na medula óssea, nos nichos funcionais, tem demonstrado ser o mecanismo mais 

importante na manutenção dessa patologia (Diaz De La Guardia et al., 2017). 

Enquanto todas as células-tronco mesenquimais derivadas de indivíduos 

portadores de leucemia mieloide aguda se mostraram multipotentes em relação a sua 

capacidade de diferenciação (independentemente da idade do doador) as células 

originadas de indivíduos portadores de leucemia mieloide aguda de alto risco 

apresentam um baixo potencial de diferenciação osteogênica e adipogênica, quando 

comparadas às células-tronco mesenquimais derivadas de indivíduos saudáveis 

(Williams; Hare, 2011). 

As células-tronco mesenquimais representam uma pequena fração do estroma 

medular em indivíduos saudáveis, porém, representam a fração dominante nos casos 

de leucemia linfoide crônica. Isso demonstra o papel crucial que as células-tronco 
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mesenquimais desempenham nos mecanismos de proteção das células leucêmicas e 

na progressão da doença (Trimarco et al., 2015). 

As células-tronco mesenquimais da medula óssea estão envolvidas na 

proliferação, migração, sobrevivência, resistência à quimioterapia e imunossupressão 

na progressão das leucemias e à evasão das células leucêmicas a ação do sistema 

imune (Zanetti et al., 2020), podendo, ainda, bloquear a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias pelas células T, além de inibir sua proliferação pela liberação dose 

dependente de L-fitoemaglutinina (Zanetti et al., 2020). 

As células B leucêmicas possuem um tempo de vida prolongado quando se 

encontram no sangue periférico, órgãos linfoides secundários e medula óssea. No 

entanto, elas rapidamente entram em apoptose quando cultivadas in vitro, sugerindo 

que a sobrevivência das células B leucêmicas não está ligada apenas a defeitos 

intrínsecos ao mecanismo de apoptose celular, mas também à interação com outras 

células nos nichos de atividade da doença, quer seja por interação célula-célula, ou 

pela interação com mediadores químicos como quimiocinas e citocinas (Trimarco et 

al., 2015). 

As células-tronco mesenquimais podem contribuir para o desenvolvimento e 

progressão das leucemias devido a imunomodulação promovida pela liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, como por exemplo a interleucina-8 (IL-8), causando 

imunossupressão (Hmadcha et al., 2020), embora o mecanismo molecular que 

promove essa imunossupressão seja desconhecido (Nasef; Ashammakhi; Fouillard, 

2008), ou ainda pelo contato célula-célula, ou transferência de mitocôndrias para as 

células do sistema imune como um meio de sinalização (Pers; Jorgensen; Khoury, 

2021). 

As células leucêmicas estabelecem conexões com as células-tronco 

mesenquimais, reprogramando seu transcriptoma, induzindo proliferação e 

diferenciação celular aberrante e comprometendo severamente sua capacidade 

imunomoduladora, facilitando assim a progressão da leucemia. Por outro lado, nos 

casos de remissão pós tratamento, as células-tronco mesenquimais voltam a 

apresentar as características originais recuperadas em níveis transcricionais e 

funcionais, incluindo seu secretoma (Borella et al., 2021). 
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O estudo e a identificação dos fatores envolvidos na interação entre as células 

leucêmicas e as células-tronco mesenquimais da medula óssea, assim como o 

conhecimento de seu funcionamento, podem ser uma ferramenta muito útil para a 

eliminação das células leucêmicas sob a ação protetora do nicho medular (Vicente 

López et al., 2014). 

Os novos tratamentos visam normalizar o nicho hematopoiético para a vantagem 

competitiva das células hematopoiéticas normais sobre as células leucêmicas 

(Pereira, 2008). Pois, se o tratamento não conseguir restaurar as funções normais das 

células-tronco mesenquimais, os portadores de leucemia mieloide aguda têm grande 

risco de sofrer recidivas (Chandran et al., 2015). 

O entendimento do papel das células-tronco mesenquimais da medula óssea 

nas leucemias, particularmente na leucemia mieloide aguda, poderia contribuir com o 

desenvolvimento de novas terapias, reduzindo a ocorrência de doença residual 

mínima e recidivas nos pacientes (Diaz De La Guardia et al., 2017). 

O estudo do secretoma das células-tronco mesenquimais poderia, dessa forma, 

contribuir com o desenvolvimento de um adjuvante acelular para o tratamento das 

leucemias e possivelmente outros tipos de câncer. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a influência exercida pelo secretoma das células-tronco mesenquimais 

da medula óssea de indivíduos saudáveis e de pacientes portadores de leucemia 

mieloide aguda sobre as linhagens hematológicas K562 (sensível à quimioterapia) e 

Lucena (resistente à quimioterapia), avaliando diversos parâmetros celulares. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar nas linhagens celulares K562 e Lucena cocultivadas por 48 horas com 

CTM-LMA e CTM-HMO os parâmetros abaixo: 

✓ Proliferação e viabilidade; 

✓ Apoptose, necrose, e ativação de caspases 3/7; 

✓ Dosagem das citocinas produzidas pelas coculturas; 

✓ Expressão das ciclinas D1 e D2; 

✓ Alterações no ciclo celular; 

✓ Análise da expressão de proteínas ABC nas células Lucena.
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3. JUSTIFICATIVA 

As leucemias acometem, mundialmente, milhares de indivíduos todos os anos, 

sendo responsável por um elevado número de óbitos. 

As células-tronco mesenquimais podem estar envolvidas na proteção das 

células leucêmicas frente ao tratamento quimioterápico. Essa proteção pode se dar 

por alterações no ciclo celular das células leucêmicas ou pelo desenvolvimento de 

resistência dessas células frente aos fármacos utilizados no tratamento, resultando 

em manutenção de doença residual mínima ou em muitos casos de recidiva. 

Portanto, o estudo da interação entre as células-tronco mesenquimais e as 

células leucêmicas é uma importante ferramenta na busca do entendimento dos 

mecanismos de defesa desenvolvidos pelas células leucêmicas, ou até mesmo na 

proposição de novos tratamentos.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

Este projeto foi realizado nas instalações do Laboratório de Histocompatibilidade 

e Imunidade Celular (LIM-19) do Instituto do Coração (InCor) do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP). Sua 

realização foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do HC-FMUSP sob 

Certificado de Apresentação para Apreciação Ética (CAAE) número 

24060619.0.0000.0068, parecer número: 3.728.644 (anexo 01). 

 

4.1. Células 

Todas as células utilizadas na realização desta tese foram devidamente 

caracterizadas. As células-tronco mesenquimais atendem aos critérios mínimos para 

caracterização desse tipo celular, tendo sido isoladas e caracterizadas na execução 

de outros projetos de pesquisa (Paz et al., 2019). As células das linhagens K562 e 

Lucena foram caracterizadas de acordo com seu pertil de STR (do termo em Inglês 

short tandem repeat). 

4.1.1. Células-tronco mesenquimais de medula óssea de pacientes portadores 

de leucemia mieloide aguda (CTM-LMA) 

Foram utilizadas as células-tronco mesenquimais de pacientes portadores de 

leucemia mieloide aguda, criopreservadas no biorrepositório do Grupo de Lípides, 

Oxidação e Biologia Celular do Laboratório de Histocompatibilidade e Imunidade 

Celular (LIM-19) do InCor, HC-FMUSP. Essas células foram obtidas de indivíduos 

acometidos pela leucemia mieloide aguda, por punção da crista ilíaca ou do esterno, 

após indicação médica para a realização de um mielograma e/ou imunofenotipagem. 

4.1.2. Células-tronco mesenquimais de medula óssea de indivíduos saudáveis 

(CTM-HMO) 

Foram utilizadas as células-tronco mesenquimais de indivíduos saudáveis, 

criopreservadas no biorrepositório do Grupo de Lípides, Oxidação e Biologia Celular 

do Laboratório de Histocompatibilidade e Imunidade Celular (LIM-19) do InCor, 
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HC-FMUSP. Essas células foram obtidas de indivíduos saudáveis, por punção femoral 

ou tibial, em pacientes submetidos a cirurgia ortopédica. 

4.1.3. Linhagem K562 

Foi utilizada a linhagem celular de leucemia mieloide crônica K562 

(ATCC CCL-243), sensível à vincristina, adquirida do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (BCRJ) e criopreservada no biorrepositório do Grupo de Lípides, Oxidação e 

Biologia Celular do Laboratório de Histocompatibilidade e Imunidade Celular, InCor, 

HC-FMUSP. 

4.1.4. Linhagem Lucena 

Foi utilizada a linhagem celular de leucemia mieloide crônica K562-Lucena 1, 

resistente à vincristina, doada gentilmente pela Dra. Vivian Rumjanek da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro e criopreservada no biorrepositório do Grupo de Lípides, 

Oxidação e Biologia Celular do Laboratório de Histocompatibilidade e Imunidade 

Celular, InCor, HC-FMUSP. Essa linhagem é identificada deste ponto em diante 

apenas pelo nome Lucena para se evitar equívocos com sua linhagem parental 

(K562). 

 

4.2. Cultivo celular 

4.2.1. Cultivo de células-tronco mesenquimais 

As células-tronco mesenquimais de medula óssea, criopreservadas, foram 

descongeladas rapidamente em banho-maria a 37 °C e transferidas para tubo plástico 

de fundo cônico de 15 mL, contendo 10 mL de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium) Low Glucose (DMEM Low) (Sigma-Aldrich) suplementado com 20 % de soro 

fetal bovino (SFB) (Invitrocell, Brasil), 26,4 mM de bicarbonato de sódio (Merck) e 

antibióticos (100 UI/mL de penicilina (Sigma-Aldrich) e 100 μg/mL de estreptomicina 

(Sigma-Aldrich)) (DMEM Low 20 % SFB). O tubo foi centrifugado a 250 X g por 7 

minutos à temperatura ambiente, sendo o sobrenadante descartado e a massa celular 

ressuspendida em 15 mL de meio DMEM Low 20 % SFB, e cultivadas em garrafas de 

cultura celular de 75 cm2 ou 182 cm2 em incubadora a 37 °C, com atmosfera úmida e 
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5 % de CO2 (Thermo Scientific, Forma II). As culturas foram acompanhadas 

diariamente, para observação e registro morfológico, sendo a substituição do meio de 

cultivo realizada a cada três dias. Quando as células atingiram confluência mínima de 

80 % foi realizada a dissociação destas células, procedendo-se a lavagem da garrafa 

com PBS (do termo em Inglês Phosphate-buffered saline) e posterior procedimento 

enzimático padrão com ATV (associação de tripsina e versene) (Instituto Adolfo Lutz, 

Brasil) por 3 minutos a temperatura de 37 ºC, seguida da centrifugação da suspensão 

celular a 250 X g por 7 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

descartado e a massa celular ressuspendida com meio DMEM Low 20 % SFB. Essas 

células foram utilizadas na expansão das culturas ou na execução dos experimentos. 

4.2.2. Cultivo de células K562 e Lucena 

As células K562 e Lucena, criopreservadas, foram descongeladas rapidamente 

em banho-maria a 37 °C e transferidas para um tubo plástico de fundo cônico de 

15 mL, contendo 10 mL de meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) 

(Sigma-Aldrich), suplementado com 10 % SFB, 26,4 mM de bicarbonato de sódio 

(Merck) e antibióticos (RPMI 1640 10 % SFB), ou meio DMEM Low 10 % SFB. O tubo 

foi centrifugado a 250 X g por 7 minutos à temperatura ambiente, sendo o 

sobrenadante descartado e a massa celular ressuspendida em 15 mL de meio 

RPMI 1640 10 % SFB ou DMEM Low 10 % SFB. As células foram cultivadas em 

garrafas de cultura celular de 75 cm2 ou 182 cm2 em incubadoras a 37 C, com 

atmosfera úmida e 5 % de CO2. A substituição do meio de cultivo ou a redução da 

cultura foi realizada a cada três dias. Essas células foram utilizadas na expansão das 

culturas ou na execução dos experimentos. 

O cultivo das células Lucena foi acrescido de vincristina (Sigma-Aldrich), na 

concentração final de 60 nM, para manutenção de fenótipo MDR, com exceção ao 

momento dos experimentos. 

 

4.3. Caracterização das linhagens celulares K562 e Lucena 

Com o objetivo de caracterizar o perfil genético das linhagens celulares K562 e 

Lucena, empregadas nesta tese, foi realizada a técnica de short-tandem repeat (STR), 
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método reconhecido como “padrão-ouro” na autenticação de linhagens celulares 

(Tytgat et al., 2021). Essa análise foi realizada no Laboratório de Patologia Molecular 

da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) em colaboração com a Profa. Dra. 

Edna Sadayo Miazato Iwamura e com o Dr. Rodrigo Pinheiro Araldi. Para tanto, uma 

garrafa de cultura de cada linhagem foi destinada à extração de DNA. 

4.3.1. Extração de DNA 

A extração de DNA foi realizada com o kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). 

As amostras foram processadas de acordo com as orientações da bula do kit. 

Aproximadamente 1 x 107 células foram ressuspendidas em 200 µL de PBS, 

acrescidos de 20 µL de proteinase K e 200 µL de Buffer AL, presentes no kit, e 

incubadas a 56 ºC por 10 minutos. Foram adicionados 200 µL de etanol absoluto 

(Merck) a essa suspensão celular tratada, que foi transferida para a coluna, contendo 

a membrana de sílica gel, e centrifugada a 6.000 X g por 1 minuto à temperatura 

ambiente. O filtrado foi descartado e foi acrescentado a coluna 500 µL do Buffer AW1. 

A coluna foi centrifugada a 6.000 X g por 1 minuto à temperatura ambiente, sendo o 

filtrado descartado e a coluna lavada com 500 µL do Buffer AW2. A coluna foi 

centrifugada a 20.000 X g por 3 minutos à temperatura ambiente e o filtrado foi 

descartado. Foram adicionados 20 µL de Buffer AE à coluna e essa foi incubada por 

5 minutos à temperatura ambiente. A coluna foi centrifugada a 6.000 X g por 1 minuto 

à temperatura ambiente e o filtrado contendo o DNA foi armazenado em geladeira. 

4.3.2. Autenticação das linhagens celulares por STR 

O DNA extraído foi quantificado empregando o kit Quantifilter Trio DNA 

Quantification (Applied Biosystems, EUA). As reações foram realizadas em placas de 

96 poços, sendo adicionados 18 µL da mistura de master mix (10 µL) e 

oligonucleotídeos (8 µL) contidos no kit. Um volume de 2 µL da amostra de DNA 

extraída foi adicionado a cada poço, totalizando um volume de 20 µL de reação. Como 

controles foram empregadas amostras de DNA de concentrações conhecidas (para 

preparo da curva padrão) e amostras sem adição de DNA (controle negativo). A placa 

foi selada com a película óptica e levada ao termociclador Applied Biosystems 

7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA). A partir da quantidade de 

DNA autossômico e sexual (X), foi realizada a amplificação empregando os kits 
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PowerPlex Fusion6C System (Promega, EUA), que permite analisar 27 loci multiplex 

de STR. Estes kits permitem amplificar o DNA com oligonucleotídeos marcados com 

fluorocromos. 

Para tanto, foram realizadas reações contendo 5 µL do master mix de cada um 

dos respectivos kits, 0,3 ng de DNA e água q.s.p. 25 µL. Essas reações foram 

realizadas em placas de 96 poços no termociclador Veriti 96-Well ThermalCycler 

(Applied Biosystems, EUA), programado para os seguintes ciclos: 1 minuto a 96 ºC, 

29 ciclos de 5 segundos a 96 ºC, 1 minuto a 60 ºC e uma extensão final de 10 minutos 

a 60 ºC. Os produtos da reação foram analisados em eletroforese capilar, realizada 

no sequenciador ABI 3500XL Genetic Alayzer (Thermo Scientific, EUA), empregando 

capilar de 36 cm e polímero POP-4 (Applied Biosystems, EUA).  Nesta etapa, o 

produto da amplificação foi misturado com formamida altamente deionizada (que 

mantém o DNA desnaturado) e com o marcador de peso molecular. Dessa forma, 1 µL 

do material amplificado foi adicionado a 9,8 µL de formamida Hi-Di e 0,2 µL de 

WEN ILS 500 (marcador de peso molecular) e foram transferidos, poço por poço, para 

uma placa de 96 poços, a qual foi levada ao termociclador por três minutos a 95 ºC 

para a desnaturação. A detecção dos fragmentos foi realizada pela emissão de 

fluorescência captada à medida que os fragmentos de DNA passam por um laser. Os 

dados dessa análise foram adquiridos pelo software 3500 series Data Collection 

versão 3.1 (Applied Biosystems, EUA) e analisados pelo software GeneMapper™ 

ID-X 1.6 (Applied Biosystems, EUA). 

 

4.4. Padronização e validação das análises realizadas na plataforma de High 

Content Screening (HCS) 

Após todas as linhagens celulares utilizadas nesta tese estarem devidamente 

caracterizadas e validadas, foi muito importante a padronização e validação da análise 

das células K562 e Lucena na plataforma de HCS. O HCS realiza as análises através 

de imagens celulares e posteriormente é realizada a quantificação da fluorescência 

na imagem. Para uma correta análise é necessário padronizar o número de células 

em cada imagem evitando a falta de células ou a sobreposição dessas. 
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Utilizando placas de 96 poços pretas com fundo transparente (Corning), foi 

realizada uma curva com quantidades crescentes de células e observou-se que as 

concentrações de 1 X 104 e 2 X 104 células por poço foram as concentrações que 

proporcionaram as melhores condições de análise. 

Como as células K562 e Lucena são células que crescem em suspensão no 

meio de cultivo e devido à característica particular das células K562 formarem 

agrupamentos celulares com forma de cachos de uva, foi necessária a padronização 

da metodologia analítica para o trabalho com essas linhagens celulares. A 

metodologia foi padronizada incluindo uma etapa de homogeneização, por 

turbilhonamento com micropipeta, para dissociação dos agrupamentos celulares, 

seguida da centrifugação da placa para que as células estivessem todas em um 

mesmo plano para análise. 

A padronização da quantidade ideal de células para análise e dos procedimentos 

de homogeneização e centrifugação das placas, forneceram as condições ideais de 

análise das células K562 e Lucena pela plataforma de HCS. Após a realização de pelo 

menos 3 experimentos, repetindo os procedimentos padronizados e obtendo 

resultados equivalentes, essa metodologia pôde ser considerada validada. 

A etapa de validação das metodologias analíticas é muito importante e têm por 

objetivo demonstrar que o método analítico é adequado para o seu propósito (Walsh, 

1999). 

 

4.5. Cocultura de células-tronco mesenquimais e células K562 ou Lucena 

Foram conduzidos cultivos celulares em esquema de cocultura, empregando 

sistema de transfiltro Transwell® Inserts (Corning) (inserts), com membrana permeável 

de 0,4 μm. Nesse sistema, 5 X 104 células-tronco mesenquimais foram semeadas em 

cada poço de placas de 24 poços (Corning). As células foram cultivadas por 24 horas 

em meio DMEM Low 20 % SFB, em incubadora a 37 °C, com atmosfera úmida e 5 % 

de CO2, para a adesão celular, obtenção da confluência mínima de 80 % e para a 

realização dos experimentos. Após essa incubação inicial, o meio de cultura dos 

poços foi aspirado e descartado, sendo adicionados 750 µL de meio DMEM Low 10 % 

SFB em cada poço onde foi realizada a cocultura. Os inserts foram instalados nesses 
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poços e foram adicionados 250 µL de uma suspensão de células K562 ou Lucena no 

interior de casa insert, contendo nesse volume 2,5 X 105 células. Foram realizados 

controles apenas com as células isoladas, incubadas em 1 mL meio DMEM Low 10 % 

SFB e o controles de morte, onde as células foram incubadas com 1 mL de meio 

DMEM Low 10 % SFB acrescido de 20 % de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich). 

O volume final dos poços foi sempre de 1 mL. As placas foram incubadas em 

incubadora a 37 °C, com atmosfera úmida e 5 % de CO2. O meio de cultura não foi 

trocado até o final de cada experimento, permitindo assim que as duas linhagens 

compartilhassem o mesmo microambiente. As análises foram realizadas após 48 

horas de incubação. 

Esse mesmo sistema foi utilizado com placas de 6 poços (Corning), utilizando os 

inserts adequados à essas placas, quando uma maior quantidade de células foi 

necessária para análise, como por exemplo, na extração de RNA. O procedimento foi 

o mesmo descrito para as placas de 24 poços, porém, as quantidades e volumes 

utilizados são quatro vezes maiores. Portanto, foram utilizadas 2 X 105 células-tronco 

mesenquimais por poço e 1 X 106 células K562 ou Lucena em cada insert. O volume 

final dos poços foi de 4 mL. 

Com caráter didático, ilustramos na figura 01 um insert (figura 01A) e um 

esquema de cocultura entre as CTM e as células leucêmicas (figura 01B). As CTM 

foram semeadas na placa de cultura, enquanto as células leucêmicas foram 

semeadas no interior dos inserts. Devido à porosidade dos inserts, ambos os tipos 

celulares compartilharam o mesmo microambiente, havendo a troca de substâncias 

solúveis e vesículas extracelulares com tamanho inferior a 0,4 µm (secretoma), entre 

os dois tipos celulares. 

Como as células K562 têm um tempo de dobramento médio de 20 a 24 horas 

(Martins et al., 1997) e sabidamente a taxa de proliferação das células Lucena é menor 

que o das células K562 (Daflon-Yunes et al., 2013), optamos por trabalhar com o 

período de 48 horas de cultivo/cocultivo em nossos experimentos. Dessa forma, 

garantimos um maior tempo para que houvesse interação entre as células leucêmicas 

e as CTM, no microambiente gerado com as coculturas, e para que houvesse ao 

menos um ciclo completo relativo ao tempo de dobramento das células K562 e 

Lucena. 
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Figura 01. Ilustração de um insert e do esquema de uma cocultura 

 

 

A) Ilustração de um Insert. Fonte: Corning website; B) representação esquemática de uma cocultura 

entre CTM e células K562 ou Lucena em um poço de placa de cultivo celular. Fonte: de autoria própria. 

 

4.6. Contagem total de células e viabilidade 

As células leucêmicas K562 e Lucena controle, controle de morte e cocultivadas 

com as células-tronco mesenquimais foram avaliadas quanto a sua viabilidade e a 

contagem total de células utilizando Hoechst 33342 e iodeto de propídio (PI). Para 

isso, no mínimo 2 horas antes do término do período de incubação, foram adicionados 

nos inserts e nos poços controles das células leucêmicas K562 e Lucena 0,1 µg/mL 

de Hoecsht 33342 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Ao término do período de 

incubação, as suspensões de células K562 e Lucena dos inserts ou poços controle 

foram homogeneizadas e o volume correspondente a 1 x 104 células leucêmicas 

iniciais (10 μL do interior dos inserts ou 40 μL dos poços controle e controle de morte) 

foi transferido para uma microplaca de poliestireno preta de 96 poços com fundo chato 

e transparente (Corning). O volume final de todos os poços foi ajustado para 100 μL 

com PBS. Foram adicionados a cada poço 0,1 µg de iodeto de propídio (Molecular 

Probes) e a placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Após 

incubação, a placa foi centrifugada a 250 X g por 3 minutos a temperatura ambiente. 

Foi utilizada a Plataforma ImageXpress Micro High Content Screening System (HCS) 

(Molecular Devices), com a aquisição de cinco sítios por poço e dois poços para cada 

condição. O software Cell Scoring MetaXpress (versão 5, Molecular Devices) foi 

utilizado para analisar o número de células e sua viabilidade. 
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4.7. Análise de morte celular (apoptose e necrose) 

As células leucêmicas K562 e Lucena controle, controle de morte e cocultivadas 

com as células-tronco mesenquimais foram avaliadas quanto à presença e tipo de 

morte celular (apoptose e necrose) através do kit Annexin-V/PI (BD Pharmigem, USA). 

No mínimo 2 horas antes do término do período de incubação, foram adicionados nos 

inserts e nos controles das células leucêmicas (K562 e Lucena) 1 μL Hoecsht 33342 

(0,1 mg/mL). Após o período de incubação, o volume correspondente a 1 x 104 células 

leucêmicas (10 μL do interior dos inserts ou 40 μL dos poços controle e controle de 

morte) foi transferido para uma placa preta de 96 poços com fundo chato e 

transparente (Corning). O volume final de todos os poços foi ajustado para 100 μL 

com PBS. Foram adicionados a cada poço da placa de 96 poços 12,5 μL da solução 

de Anexina V/PI, sendo essa preparada pela mistura de 0,5 μL de Anexina-V (FITC), 

2 μL de iodeto de propídeo (PI) e 10 μL tampão anexina V 10 X (contendo 0,1 M de 

Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4 M de NaCl, 25 mM de CaCl2). Após a adição da mistura de 

Anexina V/PI à placa, essa foi centrifugada a 250 X g por 3 minutos a temperatura 

ambiente. A análise foi realizada pela plataforma de HCS, utilizando o equipamento 

ImageXPress Micro High Content (Molecular Devices, EUA), sendo adquiridos cinco 

sítios por poço e dois poços por condição. O software Cell Health MetaExpress 

(Molecular Devices) foi utilizado para analisar a porcentagem de células mortas por 

apoptose e necrose, fornecendo o percentual de células marcadas com anexina V, PI 

ou ambos os marcadores, além do número total de células analisadas. 

 

4.8. Atividade de caspases 3/7 

As células leucêmicas K562 e Lucena controle, controle de morte e cocultivadas 

com as células-tronco mesenquimais foram avaliadas quanto à atividade de 

caspase 3/7, utilizando o reagente CellEvent Caspase 3/7 Green (Invitrogen Life 

Technologies). Para isso, no mínimo 2 horas antes do término do período de 

incubação, foram adicionados nos inserts e nos poços controles das células 

leucêmicas K562 e Lucena 0,1 µg/mL de Hoecsht 33342. Ao término do período de 

incubação, as suspensões de células K562 e Lucena dos inserts ou poços controle 

foram homogeneizadas e o volume correspondente a 1 x 104 células leucêmicas 
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iniciais (10 μL do interior dos inserts ou 40 μL dos poços controle e controle de morte) 

foi transferido para uma microplaca de poliestireno preta de 96 poços com fundo chato 

e transparente (Corning). O volume final de todos os poços foi ajustado para 100 μL 

com PBS. Foi adicionado a cada poço 1 µL do reagente CellEvent Caspase 3/7 Green 

e a placa foi incubada por 15 minutos ao abrigo da luz. Após incubação, a placa foi 

centrifugada a 250 X g por 3 minutos a temperatura ambiente. Foi utilizada a 

Plataforma ImageXpress Micro High Content Screening System (HCS) (Molecular 

Devices), com a aquisição de cinco sítios por poço e dois poços para cada condição, 

para quantificação da fluorescência do substrato. O software Cell Scoring MetaXpress 

(versão 5, Molecular Devices) foi utilizado para analisar a atividade de caspase 3/7. 

 

4.9. Array de citocinas 

Ao término das 48 horas de cocultura entre as células leucêmicas K562 e Lucena 

com as CTM-LMA e CTM-HMO (conforme descrito no item 4.5.), o meio de cultura 

dessas coculturas foi aspirado, filtrado em filtro Millex de 0,22 µm (Millipore), 

aliquotado e armazenado em ultrafreezer a -80 ºC para a realização do array de 

citocinas. 

Foram avaliadas, semiquantitativamente, a produção de 36 citocinas 

(CCL1/I-309, CCL2/MCP-1, MIP-1α/MIP-1β, CCL5/RANTES, CD40 ligante/TNFSF5, 

componente do complemento C5/C5a, CXCL1/GROα, CXCL10/IP-10, 

CXCL11/I-TAC, CXCL12/SDF-1, G-CSF, GM-CSF, ICAM-1/CD54, INF-γ, 

IL-1α/IL-1F1, IL-1β/IL-1F2, IL-1ra/IL-1F3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL12p70, 

IL-13, IL-16, IL-17A, IL-17E, IL-18/IL-1F4, IL-21, IL-27, IL-32α, MIF, Serpin E1/PAI-1, 

TNF-α, TREM-1), utilizando o kit semiquantitativo Proteome Profiler Antibody Arrays 

Human Cytokine Array (R&D Systems). 

Para tanto, foi feito uma mistura com quantidades iguais do sobrenadante de três 

experimentos diferentes das coculturas K562/CTM-LMA, K562/CTM-HMO, 

Lucena/CTM-LMA e Lucena/CTM-HMO, gerando 4 amostras distintas para análise. 

As amostras foram analisadas de acordo com as recomendações do kit. Em 

suma, o kit é composto por membranas de nitrocelulose que contém anticorpos de 
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captura ancorados em sua superfície, em duplicata e em regiões estabelecidas. As 

membranas foram incubadas, sob agitação, por 1 hora à temperatura ambiente com 

2 mL do Array Buffer 4, para bloqueio de ligações inespecíficas. As amostras foram 

preparadas com a mistura de 700 µL da amostra de meio de cultura das coculturas, 

300 µL Array Buffer 4, 500 µL Array Buffer 5 e 15 µL do Human Cytokine Array 

Detection Antibody Cocktail reconstituído, seguida da incubação por 1 hora a 

temperatura ambiente, sob agitação. Após incubação, o Array Buffer 4 das 

membranas foi descartado. As membranas foram então incubadas com as amostras, 

previamente preparadas, por 1 hora sob agitação à temperatura ambiente e 

posteriormente overnight sob refrigeração (2 ºC a 8 ºC). Após essa etapa, as 

membranas foram lavadas por 4 vezes com o Wash Buffer. Utilizando o Array Buffer 5, 

diluiu-se a Streptavidin-HRP de acordo com as recomendações desse reagente e 

adicionaram-se 2 mL dessa solução sobre cada membrana, que foram incubadas, sob 

agitação, por 30 minutos à temperatura ambiente. As membranas foram lavadas por 

3 vezes com o Wash Buffer, sendo incubadas posteriormente por 1 minuto com Chemi 

Reagent Mix, sob agitação. A leitura foi realizada no equipamento ImageQuant LAS 

4000 (GE Healthcare Life Science) em modo de quimioluminescência e tempo de 

exposição de 10 minutos. A análise das imagens foi realizada com o software Image 

Quant TL 8.1 (GE Healthcare Life Science) no modo Array Analysis. Os dados foram 

normalizados dividindo-se os valores obtidos em cada ponto pela média do resultado 

dos controles e multiplicando-se o resultado por 1.000. Os resultados são 

apresentados como número de pixels. 

 

4.10. Análise da expressão gênica de proteínas ABC e ciclinas D1 e D2 

4.10.1. Extração de RNA total pelo método de fenol-clorofórmio utilizando TRI 

Reagent® 

Após o término do período de cultura e/ou cocultura, as células K562 e Lucena 

foram recolhidas e acondicionadas em microtubos. Após lavagem das células com 

PBS e centrifugação a 250 X g por 10 minutos à temperatura ambiente, foi adicionado 

1 mL de TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) à massa celular contendo de 1 X 106 a 

2 X 106 células, sendo a mistura homogeneizada com o auxílio de uma micropipeta e 
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armazenada em freezer a -20 ºC até o momento da extração do RNA. Para extração 

do RNA as amostras foram descongeladas à temperatura ambiente e adicionadas de 

200 µL de clorofórmio (Merck), seguido de vigorosa agitação e incubação por 

3 minutos à temperatura ambiente. As amostras foram então centrifugadas a 

12.000 X g por 15 minutos a 4 ºC, sendo a fase aquosa (incolor) transferida para um 

novo microcubo estéril, livre de RNAse. Foi realizada a precipitação do RNA, utilizando 

500 µL de álcool isopropílico gelado (Merck) para cada amostra. As amostras foram 

incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e, após esse período, 

centrifugadas a 12.000 X g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado, 

acrescentando-se 1 mL de etanol 75 % (Merck) ao RNA precipitado; etanol preparado 

no momento do uso com água tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) 

(Sigma-Aldrich). As amostras foram homogeneizadas vigorosamente e centrifugadas 

por 7.500 X g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o RNA seco à 

temperatura ambiente por cerca de 15 minutos, sendo posteriormente ressuspendido 

em 20 µL de água tratada com DEPC. 

4.10.2. Tratamento com DNAse   

As amostras de RNA foram quantificadas em NanoDrop 1000 

Spectrophotometer V3.7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) e 1 μg de 

RNA de cada amostra foi diluído em água tratada com DEPC para o volume final de 

8 μL. Foram acrescidos à cada amostra 1 μL de Buffer DNAse 1 X (Promega, Madison, 

WI, USA) e 1 μL da enzima RQ1 DNAse 1 UI/μL (Promega, Madison, WI, USA), 

seguido de incubação a 37 ºC por 30 minutos. Após incubação, foi adicionado 1 μL do 

Stop Solution (Promega, Madison, WI, USA), seguido de incubação a 65 ºC por 10 

minutos, para que ocorra a inativação da enzima. 

4.10.3. Síntese do cDNA 

Com o RNA tratado com DNAse, foi realizada a reação de transcrição reversa 

para a síntese do cDNA com o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

BiosystemsTM). O cDNA foi obtido em volume final da reação de 20 μL, contendo 1 μg 

de RNA total, 1 μL de iniciadores aleatórios (20 pM), 2 μL de RT Buffer (10 X tampão 

de reação), 1 μL de dNTP mix (4 mM de cada dNTP), 1 μL de MultiScribe™ Reverse 

Transcriptase (transcriptase reversa) e água tratada com DEPC para completar o 
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volume final de 20 μL. As amostras foram submetidas às variações de temperatura de 

25º C por 10 minutos, 37º C por 120 minutos e 85º C por 5 minutos no termociclador 

PTC-200® (Peltier Engine, EUA). 

4.10.4. Expressão gênica de proteínas ABC (array de proteínas ABC) 

Antes da utilização do cDNA sintetizado, foi realizada a validação das amostras 

de cDNA das células K562 e Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA ou CTM-

HMO, utilizando o gene endógeno da β-glucuronidase (GUSB, 4326320E - Thermo 

Fisher - Waltham, Massachusetts, USA), sendo utilizados por amostra: 5 µL de 

TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystem), 1,5 µL de água tratada com DEPC, 

0,5 µL do conjunto de primers e sonda TaqMan e 3 µL da amostra de cDNA. As 

reações preparadas (10 µL/amostra) foram aplicadas na placa de 96 poços para PCR 

(Scientific Specialities Inc), que foi selada com o adesivo óptico MicroAmp™ (Applied 

Biosystems), centrifugada a 250 X g por 5 minutos a temperatura ambiente e 

analisada no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 

através do software 7500 software v2.0.5 (Applied Biosystems). No equipamento, a 

temperatura das amostras foi elevada para 95 ºC por 20 segundos, seguida pela 

realização de 40 ciclos de 95 ºC por 3 segundos e 60 ºC por 30 segundos. 

Após verificado que as amostras de cDNA estavam viáveis, foram utilizadas 

placas de PCR em arranjo (qPCR array) para múltiplos genes envolvidos nos 

transportadores ABC (TaqMan® Array 96 Well FAST Plate Human ABC Transporters, 

Applied Biosystems), verificando a expressão gênica de 44 proteínas transportadoras 

ABC: ABCA1 (Hs00194045_m1), ABCA12 (Hs00292421_m1), ABCA2 

(Hs00242232_m1), ABCA3 (Hs00184543_m1), ABCA4 (Hs00184367_m1), ABCA5 

(Hs00363322_m1), ABCA6 (Hs00365329_m1), ABCA7 (Hs00185303_m1), ABCA8 

(Hs00992371_m1), ABCB1 (Hs00184491_m1), ABCB10 (Hs00429240_m1), ABCB11 

(Hs00184824_m1), ABCB4 (Hs00240956_m1), ABCB5 (Hs00698751_m1), ABCB6 

(Hs00180568_m1), ABCB7 (Hs00188776_m1), ABCB8 (Hs00185159_m1), ABCB9 

(Hs00608640_m1), ABCC1 (Hs00219905_m1), ABCC10 (Hs00375716_m1), 

ABCC11 (Hs01090768_m1), ABCC12 (Hs00264354_m1), ABCC2 

(Hs00166123_m1), ABCC3 (Hs00358656_m1), ABCC4 (Hs00195260_m1), ABCC5 

(Hs00981089_m1), ABCC6 (Hs00184566_m1), ABCC8 (Hs00165861_m1), ABCC9 

(Hs00245832_m1), ABCD1 (Hs00163610_m1), ABCD2 (Hs00193054_m1), ABCD3 
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(Hs00161065_m1), ABCD4 (Hs00245340_m1), ABCE1 (Hs01003010_g1), ABCF1 

(Hs00153703_m1), ABCF2 (Hs00606493_m1), ABCG1 (Hs00245154_m1), ABCG2 

(Hs00184979_m1), ABCG4 (Hs00223446_m1), ABCG5 (Hs00223686_m1), ABCG8 

(Hs00223690_m1), CFTR (Hs00357011_m1), TAP1 (Hs00388677_m1), e TAP2 

(Hs00241060_m1). 

Para tanto, foi feito uma mistura de quantidades iguais de cDNA de três 

experimentos diferentes das coculturas Lucena/CTM-LMA e Lucena/CTM-HMO, 

gerando duas amostras distintas para análise. 

Para realização do array, 144 µL das amostras de cDNA foram acrescidos de 

96 µL de água tratada com DEPC e 240 µL de TaqMan Universal Master Mix 2X 

(Applied Biosystems). Foram aplicados 10 µL das amostras preparadas em cada poço 

da placa, sendo essa selada com o adesivo óptico MicroAmp™ e centrifugada a 

250 X g por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram avaliadas duas amostras por 

placa, sendo aplicadas uma amostra em todos os poços das colunas 1 a 6 

(Lucena/CTM-LMA - referência) e a outra amostra em todos os poços das colunas 7 

a 12 (Lucena/CTM-HMO - comparativo). A análise foi realizada no equipamento 

7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), onde a temperatura das 

amostras foi elevada para 95 ºC por 20 segundos, seguida pela realização de 40 ciclos 

de 95 ºC por 3 segundos e 60 ºC por 30 segundos. A aquisição e análise dos 

resultados foi realizada através do software 7500 software v2.0.5 (Applied 

Biosystems), utilizando a metodologia de 2-ΔΔCT. 

4.10.5. Expressão gênica de ciclina D1 e ciclina D2 

Após verificado que as amostras de cDNA estavam viáveis, foi realizado o 

RT-PCR para avaliar a expressão dos genes da ciclina D1 (CCND1) e ciclina D2 

(CCND2) nas células K562 e Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA ou 

CTM-HMO. A expressão do mRNA foi normalizada utilizando o gene endógeno da 

β-glucuronidase (GUSB, 4326320E - Thermo Fisher - Waltham, Massachusetts, USA), 

utilizando o método comparativo de CT (do termo em inglês cycle threshold) e as 

duplicatas não excederam o valor 0,5 CT entre elas. Foram utilizadas sondas TaqMan 

hidrolisáveis para CCND1 (Hs00765553_m1) e CCND2 (Hs00153380_m1) (Applied 

Biosystems), sendo utilizados por amostra: 5 µL de TaqMan Universal Master Mix 
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(Applied Biosystem), 1,5 µL de água tratada com DEPC, 0,5 µL do conjunto de sondas 

hidrolisáveis TaqMan e 3 µL da amostra de cDNA. As reações preparadas 

(10 µL/amostra) foram aplicadas na placa de 96 poços para PCR (Scientific 

Specialities Inc), que foi selada com o adesivo óptico MicroAmp™ (Applied 

Biosystems), centrifugada a 250 X g por 5 minutos a temperatura ambiente e analisada 

no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) através do 

software 7500 software v2.0.5 (Applied Biosystems), utilizando a metodologia de          

2-ΔΔCT. No equipamento, a temperatura das amostras foi elevada para 95 ºC por 

20 segundos, seguida pela realização de 40 ciclos de 95 ºC por 3 segundos e 60 ºC 

por 30 segundos. 

 

4.11. Ciclo celular 

Aproximadamente 1 x 106 células K562 ou Lucena, controle ou cocultivadas com 

CTM-LMA ou CTM-HMO foram coletadas em tubos para citometria (BD). Essas 

células foram lavadas com PBS e fixadas com etanol 70 % gelado, sendo 

armazenadas em freezer a -20 ºC até o momento da análise. Para análise, essas 

células foram lavadas com PBS, ressuspendidas em solução de PBS com 100 µg/mL 

de RNAse e 20 µg/mL de iodeto de propídio (PI) (SIGMA, St. Louis, MO), sendo 

incubadas a 37 ºC por 45 minutos. Após incubação, as amostras foram analisadas por 

citometria de fluxo, utilizando o citômetro de fluxo FACSCantoTM II (Becton Dickinson, 

San Jose, CA.), com a aquisição de 10.000 eventos por amostra. A análise da 

porcentagem do conteúdo de DNA nas diferentes fases do ciclo celular foi realizada 

utilizando o software FlowJo™ Software v10.5.3 Software (Ashland, BD Life 

Sciences). 

 

4.12. Análise estatística 

A verificação de diferenças estatísticas entre os parâmetros analisados das 

células leucêmicas K562 e Lucena em cultura ou cocultura com células-tronco 

mesenquimais de indivíduos saudáveis e acometidos pela leucemia mieloide aguda, 

foi realizada utilizando a análise da variância (ANOVA), quando da comparação de 
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mais de dois grupos, com comparações múltiplas de Tukey; ou utilizando o teste t de 

student para comparação de dois grupos. Para essas análises foi utilizando o pacote 

estatístico GraphPad Prism 9.3.0®. Os resultados são expressos como média ± erro 

padrão (SEM), considerando estatisticamente significantes valores de p ≤ 0,050. Os 

dados foram verificados quanto a presença de “outliers” utilizando o método de ROUT 

e Q = 1 %, sendo os dados considerados “outliers” desconsiderados nas análises.
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5. RESULTADOS 

5.1. Caracterização das células 

5.1.1. Células-tronco mesenquimais 

As células-tronco mesenquimais utilizadas nesta tese, oriundas de indivíduos 

saudáveis ou pacientes acometidos pela leucemia mieloide aguda, foram previamente 

isoladas e caracterizadas pelo grupo de pesquisa, obedecendo aos critérios mínimos 

estabelecidos para que essas fossem consideradas células-tronco mesenquimais: 

a) Adesão ao plástico; 

b) Expressão dos antígenos de superfície CD29, CD44, CD90 e CD105, com 

ausência da expressão dos antígenos de superfície CD34, CD45 e CD11b; 

c) Diferenciação osteogênica, condrogênica e adipogênica (Paz et al., 2019). 

De forma didática, a figura 02 ilustra duas culturas de células-tronco 

mesenquimais, diretamente de suas garrafas de cultivo celular. Essas células são 

identificadas deste ponto em diante apenas como CTM-LMA para as células-tronco 

mesenquimais oriundas da medula óssea de pacientes acometidos pela leucemia 

mieloide aguda (figura 02A) e como CTM-HMO para as células-tronco mesenquimais 

oriundas da medula óssea de indivíduos saudáveis (figura 02B). 

 

Figura 02. Fotomicrografia de células-tronco mesenquimais 

        

Fotomicrografia de células-tronco mesenquimais de: A) medula óssea de paciente com leucemia 
mieloide aguda (CTM-LMA); B) medula óssea de indivíduo saudável (CTM-HMO). Células aderidas ao 
fundo das garrafas de cultivo celular. Imagens obtidas com microscópio invertido Zeiss Axio A.1 com 
objetiva de 5 X. Escala igual a 20 µm. Fonte: de autoria própria. 

A B 
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5.1.2. Células K562 e Lucena 

Originalmente, as células-tronco mesenquimais são cultivadas em meio DMEM 

Low 20 % SFB e as células leucêmicas das linhagens K562 e Lucena são cultivadas 

em meio RPMI 1640 10 % SFB. No entanto, para a realização das coculturas é 

importante que ambos os tipos celulares fossem cultivados em um mesmo meio de 

cultivo, para minimizarmos possíveis variáveis durante os experimentos e análises. 

Devido a esse fato, foi necessária a adaptação do cultivo das células K562 e Lucena 

ao meio DMEM Low 10 % SFB. Foi escolhida a adaptação das células leucêmicas, 

pois essas apresentam maiores taxas de proliferação em relação às CTM e por se 

tratar de linhagens estabelecidas, dessa forma, facilitando sua posterior 

caracterização. 

A adaptação do cultivo das células leucêmicas (K562 e Lucena) ao novo meio 

de cultura se deu pela manutenção dessas células, por 20 passagens consecutivas, 

em meio DMEM Low 10 % SFB, em incubadora a 37 ºC, com atmosfera úmida e 5 % 

de CO2. No caso das células Lucena, foi mantida a adição de vincristina ao meio de 

cultivo, na concentração final de 60 nM, para manutenção do fenótipo MDR 

apresentado por essa linhagem celular em particular. 

Ao término do processo de adaptação do cultivo das células K562 e Lucena em 

meio DMEM Low, realizamos a extração do DNA de uma amostra de ambas as 

linhagens para sua caracterização, de acordo com seu perfil de STR. 

O perfil de STR obtido para a amostra de células K562, adaptadas ao cultivo com 

meio DMEM Low (anexo 02), apresenta 100 % de homologia com o perfil de STR 

descrito nas fichas técnicas da American Type Culture Collection (ATCC) e do Banco 

de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) para essa linhagem, conforme pode ser 

verificado na tabela 03. Apesar de a amostra de células K562 apresentar o alelo 17 

no Locus vWA e esse alelo não ser reportado nas especificações técnicas da ATCC 

e do BCRJ, a linhagem K562 adaptada ao meio DMEM Low foi considerada validada. 

O perfil de STR obtido para a amostra de células Lucena, adaptadas ao cultivo 

com meio DMEM Low (anexo 03), apresenta 86 % de homologia com o perfil de STR 

descrito na ficha técnica do BCRJ para essa linhagem, conforme pode ser verificado 
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na tabela 03. Apesar da ausência dos alelos 11 no Locus D16S539 e 9 no Locus 

D7S820, a linhagem Lucena adaptada ao meio DMEM Low foi considerada validada. 

 

Tabela 03. Perfil de STR das linhagens leucêmicas K562 e Lucena 

Locus 

Alelos 

ATCC 

K562 

BCRJ 

K562/Lucena 

Amostra  

K562 

Amostra 
Lucena 

Amelogenin X X X X 

CSF1PO 9, 10 9, 10 9, 10 9, 10 

D13S317 8 8 8 8 

D16S539 11, 12 11, 12 11, 12 12 

D5S818 11, 12 11,12 11, 12 11, 12 

D7S820 9, 11 9, 11 9, 11 11 

TH01 9.3 9.3 9.3 9.3 

TPOX 8, 9 8, 9 8, 9 8, 9 

vWA 16 16 16, 17 16 

Comparativo do perfil de STR das linhagens leucêmicas K562 e Lucena, adaptadas ao cultivo em meio 

de cultura DMEM Low 10 % SFB, às especificações da ATCC e do BCRJ. Por se tratar de uma célula 
parental à linhagem K562, a linhagem Lucena apresenta o mesmo perfil de STR dessa. ATCC: 
American type culture collection; BCRJ: Banco de células do Rio de Janeiro; DMEM Low: Dulbecco's 
Modified Eagle Medium Low glucose; SFB: soro fetal bovino. Fonte: Dados de autoria própria e dados 
extraídos da ATCC e BCRJ (ab). 

 

Quando comparamos os perfis de STR completos obtidos para as linhagens 

K562 e Lucena, considerando todos os 27 loci analisados (anexos 02 e 03), 

observamos que a homologia entre as duas linhagens é superior a 90 %, confirmando 

que se tratam de linhagens parentais. Esse fato era esperado devido à linhagem 

Lucena derivar da linhagem K562, que foi tratada para o desenvolvimento e seleção 

de uma linhagem com fenótipo de resistência à múltiplas drogas. 

Com caráter ilustrativo, apresentamos na figura 03 a fotomicrografia de uma 

cultura de células K562, exibindo os tradicionais agrupamentos celulares com forma 

de “cachos de uva” (figura 3A), e a fotomicrografia de uma cultura de células Lucena, 

onde, apesar das células apresentarem morfologia e tamanho semelhantes aos das 
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células K562, não há a formação de agrupamentos celulares (figura 3B). Ambas as 

imagens se referem às culturas adaptadas ao crescimento em meio DMEM Low, que 

não difere do cultivo com o meio RPMI. 

 

Figura 03. Fotomicrografias de células K562 e Lucena 

     

A) cultura de células K562, apresentando os clássicos agrupamentos celulares com forma de “cachos 
de uva”, escala de 50 µm; B) cultura de células Lucena, apresentando as células isoladas, sem a 

presença de agrupamentos celulares, escala de 50 µm. Imagens obtidas com microscópio invertido 
Zeiss Axio A.1 com objetiva de 20 X. Fonte: de autoria própria. 

 

5.2. Análise da contagem total de células K562 e Lucena controle e cocultivadas 

com CTM-LMA e CTM-HMO 

Um dos primeiros experimentos que realizamos foi a avaliação da quantidade de 

células leucêmicas presente nas coculturas após as 48 horas de incubação, 

comparando-as com seus respectivos controles. Por motivos intrínsecos à técnica de 

preparação das suspensões celulares, há variação do número de células inicial em 

cada experimento. Portanto, para uma adequada comparação dos dados obtidos, foi 

realizada a normalização das contagens celulares. Essa normalização se deu pelo 

cálculo da razão entre o número de células das amostras (células K562 ou Lucena 

cocultivadas com CTM-LMA ou CTM-HMO) e o número de células de seus respectivos 

controles. Nessa situação, os controles assumem o valor 1,0 e os dados obtidos são 

apresentados no gráfico da figura 04. 

A B 
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Figura 04. Representação gráfica da razão entre o número de células leucêmicas 

(K562 ou Lucena) cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO e o número de células 

leucêmicas de seus respectivos controles 
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Controles K562 e Lucena n = 8; Coculturas CTM-LMA K562 e Lucena n = 10; Coculturas CTM-HMO 
K562 e Lucena n = 6. Dados apresentados como média e erro padrão. Realizado teste de ANOVA 
(K562 p = 0,020 e Lucena p < 0,001) e pós teste de Tukey para comparação de grupos. Foram 
considerados estatisticamente significantes valores de p ≤ 0,050 (*). Análises realizadas com software 
GraphPad Prism 9.3.0. Fonte: de autoria própria. 

 

Nas coculturas, não foram observadas diferenças estatísticas significantes entre 

a razão do número de células da cultura K562 controle e a cocultura K562/CTM-LMA 

(1,00 e 0,81 respectivamente, p = 0,209), tampouco entre as coculturas 

K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO (0,81 e 0,63 respectivamente, p = 0,269). Porém, 

foi observada uma redução significante de 37 % entre a razão do número de células 

da cocultura K562/CTM-HMO quando comparada à cultura K562 controle (0,63 e 1,00 

respectivamente, p = 0,015). Na linhagem Lucena, foi observado o mesmo padrão. 

Não sendo encontradas diferenças significantes entre a razão da contagem de células 

da cultura Lucena controle e a cocultura Lucena/CTM-LMA (1,00 e 0,80 

respectivamente, p = 0,077) e entre as coculturas Lucena/CTM-LMA e 

Lucena/CTM-HMO (0,80 e 0,55 respectivamente, p = 0,054). No entanto, houve uma 

redução significante de 45 % na razão da contagem de células da cocultura 

Lucena/CTM-HMO, quando comparada à cultura de células Lucena controle (0,55 e 

1,00 respectivamente, p < 0,001). 
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Observamos, após esta análise, que houve redução significante da contagem 

das células K562 e Lucena quando essas foram cocultivadas com as CTM-HMO, não 

havendo diferenças significante na contagem de células quando as células leucêmicas 

foram cocultivadas com as CTM-LMA. 

 

5.3. Viabilidade das células K562 e Lucena controle e cocultivadas com 

CTM-LMA e CTM-HMO 

Além da razão da contagem das células K562 e Lucena presentes nas culturas 

e coculturas, a viabilidade dessas células também foi avaliada, como pode ser 

verificado na figura 05. 

 

Figura 05. Representação gráfica da viabilidade das células K562 e Lucena controle 

e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO 
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Dados apresentados em porcentagem como média e erro padrão. Controles K562 e Lucena n = 8; 
Coculturas CTM-LMA: K562 n = 10 e Lucena n = 9; Coculturas CTM-HMO: K562 e Lucena n = 6. 
Realizado teste de ANOVA (K562 p < 0,001; Lucena p = 0,011) e pós teste de Tukey para comparação 
de grupos. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p ≤ 0,050 (*). Análises 
realizadas com o software GraphPad Prism 9.3.0. Fonte: de autoria própria. 

 

Na linhagem K562, não foi observada diferença estatística significante entre o 

controle e a cocultura K562/CTM-LMA (96,94 % e 91,41 % respectivamente, 

p = 0,144), porém, foi observada redução de 30 % na viabilidade da cocultura 
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K562/CTM-HMO em comparação com a cultura K562 controle (67,61 % e 96,94 % 

respectivamente, p < 0,001) e uma redução de 26 % na viabilidade quando 

comparamos a cocultura K562/CTM-HMO com a cocultura K562/CTM-LMA (67,61 % 

e 91,41 % respectivamente, p < 0,001). Já para linhagem Lucena, observamos 

redução de 16 % na viabilidade da cocultura Lucena/CTM-LMA em comparação à 

cultura Lucena controle (78,46 % e 93,89 % respectivamente, p = 0,037) e redução de 

21 % na viabilidade da cocultura Lucena/CTM-HMO em comparação à cultura Lucena 

controle (73,75 % e 93,89 % respectivamente, p = 0,016). No entanto, não foram 

observadas diferenças significantes na viabilidade das células Lucena entre as 

coculturas Lucena/CTM-HMO e Lucena/CTM-LMA (73,75 % e 78,46 % 

respectivamente, p = 0,737). 

Esses resultados mostram que a cocultura entre as células leucêmicas e as 

CTM-HMO reduzem significantemente a viabilidade das células K562 e Lucena 

quando comparadas ao controle. No caso das coculturas com células K562, a redução 

da viabilidade dessas células também é significante quando comparamos as 

coculturas K562/CTM-HMO e K562/CTM-LMA, sendo que as células CTM-HMO são 

responsáveis por uma menor viabilidade das células K562 quando comparadas às 

células CTM-LMA. 

 

5.4. Análise de morte celular nas células K562 e Lucena controle e cocultivadas 

com CTM-LMA e CTM-HMO 

Ao verificarmos a redução na viabilidade das células leucêmicas K562 e Lucena 

nas coculturas com CTM-HMO, avaliamos qual o tipo de morte celular (apoptose e 

necrose) envolvida na alteração da viabilidade dessas células. 

5.4.1. Apoptose 

Na figura 06 são apresentados os dados obtidos com a determinação da 

porcentagem de apoptose encontrada nas células K562 e Lucena controle e 

cocultivadas com células CTM-LMA e CTM-HMO. 
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Figura 06. Representação gráfica da porcentagem de morte celular por apoptose nas 

células K562 e Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO 
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Dados apresentados em porcentagem como média e erro padrão. Controles: K562 e Lucena n = 6; 
Coculturas CTM-LMA: K562 e Lucena n = 6; Coculturas CTM-HMO: K562 e Lucena n = 6. Realizado 
teste de ANOVA (K562 e Lucena p < 0,001) e pós teste de Tukey para comparação de grupos. Foram 
considerados estatisticamente significantes valores de p ≤ 0,050 (*). Testes realizados com software 
GraphPad Prism 9.3.0. Fonte: de autoria própria. 

 

Na linhagem K562, não foi observada diferença significante entre os índices de 

apoptose das células K562 controle e a cocultura K562/CTM-LMA (4,89 % e 0,00 % 

respectivamente, p = 0,426). No entanto, foi observado aumento maior que 5 vezes 

nos índices de apoptose da cocultura K562/CTM-HMO comparada à cultura K562 

controle (26,01 % e 4,89 % respectivamente, p < 0,001) e maior que 26 vezes quando 

comparada à cocultura K562/CTM-LMA (26,01 % e 0,00 % respectivamente, 

p < 0,001). Para a linhagem Lucena, foi observado um padrão muito semelhante, não 

sendo encontrada diferença significante entre os índices de apoptose da cultura 

Lucena controle e Lucena/CTM-LMA (0,00 % e 4,75 % respectivamente, p = 0,394). 

Por outro lado, foi encontrado aumento superior à 17 vezes nos índices de apoptose 

da cocultura Lucena/CTM-HMO comparada à cultura Lucena controle (17,06 % e 

0,00 % respectivamente, p < 0,001) e aumento superior à 3 vezes quando comparada 

à cocultura Lucena/CTM-LMA (17,06 % e 4,75 % respectivamente, p = 0,009). 

Desta forma, observamos elevação nos níveis de apoptose nas células K562 e 

Lucena cocultivadas com as CTM-HMO, não havendo alterações nos níveis de 

apoptose das células leucêmicas cocultivadas com as CTM-LMA. 
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5.4.2. Ativação de caspases 3/7 

Em paralelo à análise dos índices de apoptose, realizamos, também, a análise 

de ativação das caspases 3/7 nas células K562 e Lucena controle e cocultivadas com 

células CTM-LMA e CTM-HMO (figura 07). 

 

Figura 07. Representação gráfica da porcentagem de ativação das caspases 3/7 nas 

células K562 e Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO 

K562 Lucena

0

10

20

30

C
a

s
p

a
s

e
 3

/7
 (

%
)

✱

✱

✱

✱

CTM-HMO

CTM-LMA
Controle

 

Dados apresentados em porcentagem como média e erro padrão. Controles: K562 n = 8 e Lucena 
n = 6; Coculturas CTM-LMA: K562 e Lucena n = 6; Coculturas CTM-HMO: K562 e Lucena n = 6. 
Realizado teste de ANOVA (K562 p < 0,001 e Lucena p = 0,003) e pós teste de Tukey para comparação 
de grupos. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p ≤ 0,050 (*). Testes 
realizados com software GraphPad Prism 9.3.0. Fonte: de autoria própria. 

 

As células K562 controle não apresentam ativação das caspases 3/7, em 

cocultura há aumento superior a 24 vezes nos índices de ativação das caspases 3/7 

quando comparamos a cocultura K562/CTM-LMA à cultura K562 controle (24,18 % e 

0,00 % respectivamente, p = 0,002) e aumento superior a 21 vezes nos índices de 

ativação das caspases 3/7 quando comparamos a cocultura K562/CTM-HMO à cultura 

K562 controle (21,42 % e 0,00 % respectivamente, p = 0,005). No entanto, não foi 

observada diferença significante nos índices de ativação das caspases 3/7 entre as 

coculturas K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO (24,18 % e 21,42 % respectivamente, 

p = 0,896). Quando avaliamos as células Lucena, foi observado um padrão muito 

semelhante ao encontra com as células K562. As células Lucena controle apresentam 
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índices de ativação das caspases 3/7 muito próximo à zero. Houve aumento superior 

a 15 vezes na ativação das caspases 3/7 na cocultura Lucena/CTM-LMA em 

comparação às células Lucena controle (15,01% e 0,00 % respectivamente, p = 0,003) 

e aumento superior à 11 vezes na ativação das caspases 3/7 na cocultura 

Lucena/CTM-HMO em comparação às células Lucena controle (11,65 % e 0,00 % 

respectivamente, p = 0,017). No entanto, não foi observada diferença significante nos 

índices de ativação das caspases 3/7 entre as coculturas Lucena/CTM-LMA e 

Lucena/CTM-HMO (15,01 % e 11,65 % respectivamente, p = 0,640). 

Esses achados demonstram que as células K562 e Lucena apresentaram 

aumento dos níveis de ativação das caspases 3/7 quando cocultivadas tanto com as 

CTM-HMO quanto com as CTM-LMA. 

5.4.3. Necrose 

Avaliamos também os índices de morte celular por necrose nas células K562 e 

Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO, sendo os dados obtidos 

representados na figura 8. 

 

Figura 08. Representação gráfica da porcentagem de morte celular por necrose nas 

células K562 e Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO 
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Dados apresentados em porcentagem como média e erro padrão. Controles: K562 e Lucena n = 6; 
Coculturas CTM-LMA: K562 e Lucena n = 6; Coculturas CTM-HMO: K562 e Lucena n = 6. Realizado 
teste de ANOVA (K562 p = 0,041 e Lucena p = 0,003) e pós teste de Tukey para comparação de grupos. 
Foram considerados estatisticamente significantes valores de p ≤ 0,050 (*). Testes realizados com 
software GraphPad Prism 9.3.0. Fonte: de autoria própria. 
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Realizada a avaliação da morte celular por necrose, observamos que a linhagem 

K562 controle apresenta níveis de necrose muito próximos à zero. Apesar de haver 

um ligeiro aumento nos índices de necrose na cocultura K562/CTM-LMA, esse não se 

se mostrou significante quando comparado à cultura K562 controle (1,32 % e 0,38 % 

respectivamente, p = 0,875), tampouco quando comparada à cocultura 

K562/CTM-HMO (1,32 % e 5,41 % respectivamente, p = 0,111). No entanto, houve 

aumento significante, superior à 5 vezes, nos índices de necrose da cocultura 

K562/CTM-HMO quando comparada à cultura K562 controle (5,41 % e 0,38 % 

respectivamente, p = 0,045). As células Lucena controle, igualmente às células K562 

controle, apresentam índices de necrose basal muito próximos à zero. Embora tenha 

havido um ligeiro aumento no índice de necrose das células Lucena da cocultura 

Lucena/CTM-LMA, esse não foi significante em comparação às células Lucena 

controle (1,65 % e 0,33 % respectivamente, p = 0,705). No entanto, observa-se 

aumento significante nos índices de necrose, superior à 7 vezes, quando comparamos 

as células Lucena da cocultura Lucena/CTM-HMO com as células Lucena controle 

(6,93 % e 0,33 % respectivamente, p = 0,003) e um aumento superior à 4 vezes 

quando comparamos essa cocultura com a cocultura Lucena/CTM-LMA (6,93 % e 

1,65 % respectivamente, p = 0,014). 

Portanto, observamos o aumento da morte celular por necrose nas células K562 

e Lucena cocultivadas com as CTM-HMO. Por outro lado, não foi encontrado aumento 

significante da morte celular por necrose nas células leucêmicas K562 e Lucena 

cocultivadas com CTM-LMA. 

 

5.5. Dosagem semiquantitativa de citocinas nas coculturas de células K562 e 

Lucena com CTM-LMA e CTM-HMO 

Além dos estudos ligados à investigação da proliferação e viabilidade das células 

leucêmicas K562 e Lucena nas coculturas com as CTM-HMO e CTM-LMA, foi 

realizada a dosagem semiquantitativa das citocinas produzidas nas coculturas. Foram 

investigados o conjunto dos sobrenadante de 3 experimentos de coculturas entre 

células K562 e Lucena cocultivadas com CTM-HMO e CTM-LMA.  Os resultados 

obtidos são reportados na tabela 04. 
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Tabela 04. Dosagem semiquantitativa de citocinas no sobrenadante das coculturas 

de células K562 e Lucena com CTM-LMA e CTM-HMO. 

Citocinas 

K562  Lucena 

CTM-LMA             

(𝒙̅ ± SEM) 

CTM-HMO              

(𝒙̅ ± SEM) 
p 

 CTM-LMA            

(𝒙̅ ± SEM) 

CTM-HMO             

(𝒙̅ ± SEM) 
p 

CCL2 / MCP-1 22,7 ± 3,6 113,4 ± 16,1 0,016  17,5 ± 0,9 78,5 ± 7,0 0,007 

CXCL12 / SDF-1 5,1 ± 1,5 8,5 ± 0,1 0,080  4,4 ± 0,1 3,1 ± 0,1 0,012 

IL-6 83,1 ± 3,9 65,4 ± 1,6 0,027  84,4 ± 8,8 128,5 ± 2,1 0,021 

IL-8 28,7 ± 3,4 15,7 ± 0,1 0,032  23,9 ± 3,3 43,0 ± 3,1 0,027 

MIF 27,4 ± 2,5 32,8 ± 2,5 0,167  22,6 ± 1,5 20,8 ± 1,6 0,369 

Serpin E1 / PAI-1 172,9 ± 7,2 188,6 ± 29,5 0,540  136,7 ± 3,6 182,0 ± 3,2 0,006 

 
Dados apresentados em pixels como média ± erro padrão (SEM). CTM-LMA: células-tronco 
mesenquimais de medula óssea de óssea de pacientes portadores de leucemia mieloide aguda; 
CTM-HMO: células-tronco mesenquimais de medula óssea de indivíduos saudáveis; CCL2: C-C motif 
chemokine ligand 2; MCP-1: monocyte chemoattractant protein 1; CXCL12: C-X-C motif chemokine 12; 
SDF-1: stromal cell-derived factor 1; IL-6: Interleucina 6; IL-8: Interleucina 8; MIF: Macrophage migration 
inhibitory factor; PAI-1: Plasminogen activator inhibitor-1. A comparação das médias foi realizada 
utilizando o teste t de Student.  Análise realizada no softwareGraphPad Prism 9.3.0. Foram 
considerados significantes valores de p ≤ 0,050. Fonte: de autoria própria. 

 

Quando comparamos a cocultura K562/CTM-HMO com a cocultura 

K562/CTM-LMA, observamos que não houve diferença significante na produção de 

CXCL12/SDF-1, MIF e Serpin E1/PAI-1. No entanto, observamos aumento significante 

da produção de CCL2/MCP1, associado a redução significante na produção de IL-6 e 

IL-8 na cocultura K562/CTM-HMO em relação à cocultura K562/CTM-LMA. Já na 

comparação entre as coculturas Lucena/CTM-HMO e Lucena/CTM-LMA, observamos 

que não houve diferença significante na produção apenas do MIF entre as duas 

coculturas. No entanto, observamos aumento significante na produção de 

CCL2/MCP-1, IL-6 e IL-8, associado com a redução significante da produção de 

CXCL12/SDF-1 na cocultura Lucena/CTM-HMO em relação à cocultura 

Lucena/CTM-LMA e redução de Serpin E1/PAI-1 na cocultura Lucena/CTM-LMA em 

relação à cocultura Lucena/CTM-HMO. 

Dessa forma, observamos diferenças na produção de CCL2/MCP-1, IL-6 e IL-8 

entre as coculturas K562/CTM-HMO e K562/CTM-LMA, e diferenças na produção de 
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CCL2/MCP-1, CXCL12/SDF-1, IL-6, IL-8 e Serpin E1/PAI-1 entre as coculturas 

Lucena/CTM-HMO e Lucena CTM-LMA. MIF foi a única citocina que não apresentou 

diferenças em seus níveis de produção em nenhum dos sistemas de cocultura 

avaliados. 

 

5.6. Análise da expressão gênica de proteínas ABC, CCND1 e CCND2 

5.6.1. Expressão gênica de proteínas ABC 

Foi investigado também, como as células Lucena cocultivadas com CTM-HMO 

se comportam quanto a expressão gênica de suas proteínas ABC, quando 

comparadas às células Lucena cocultivadas com CTM-LMA. Para essa investigação, 

foi realizado um array dos genes das proteínas transportadoras ABC por PCR em 

tempo real, comparando a expressão das proteínas ABC das células 

Lucena/CTM-LMA (referência) e as células Lucena/CTM-HMO (figura 09). 

 

Figura 09. Array da expressão gênica das proteínas ABC de células Lucena 

cocultivadas com CTM-HMO, tendo como referência (valor zero) células Lucena 

cocultivadas com CTM-LMA 
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Dados apresentados em log de RQ (relative quantification). Valores do log de RQ ≥ 0,30 representam 
hiperexpressão das proteínas ABC e valores ≤ -0,30 indicam inibição da expressão dessas proteínas. 
Análise realizada com o software GraphPad Prism 9.3.0. Fonte: de autoria própria. 
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Hiperexpressão gênica se refere a valores de RQ (log) maiores ou iguais a 0,30 

e a inibição gênica a valores menores ou iguais a -0,30 (Stutzbach, 2015). Observa-se, 

portanto, que houve a hiperexpressão dos genes das proteínas transportadoras 

ABCA1, ABCB11, ABCC11 e ABCE1, acompanhada da inibição da expressão dos 

genes das proteínas transportadoras ABCC3, ABCC9, ABCD3 e ABCG4 nas células 

Lucena cocultivadas com CTM-HMO em comparação às cocultivadas com CTM-LMA. 

5.6.2. Expressão gênica de CCND1 e CCND2 

Foi avaliada a expressão dos genes CCND1 e CCND2 nas células K562 e 

Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO, sendo os dados obtidos 

observado na figura 10. 

Para o gene CCND1 (figura 10 A), não foi observada nenhuma diferença 

significante entre as células K562 controle e as coculturas K562/CTM-LMA (0,00 e 

0,04 respectivamente, p = 0,934) e K562/CTM-HMO (0,00 e 0,43 respectivamente, 

p = 0,059), tampouco entre as coculturas K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO (0,04 e 

0,43 respectivamente, p = 0,125). Para as células Lucena, não houve diferença 

significante na expressão do gene CCND1 entre as células Lucena controle e a 

cocultura Lucena/CTM-LMA (0,00 e 0,00 respectivamente, p > 0,999). No entanto, 

houve hiperexpressão desse gene quando comparamos a cocultura 

Lucena/CTM-HMO à cultura Lucena controle (0,35 e 0,00 respectivamente, p = 0,017) 

e à cocultura Lucena/CTM-LMA (0,35 e 0,00 respectivamente, p = 0,035). 

Para o gene CCND2 (figura 10 B), houve inibição da expressão desse gene na 

cocultura de células K562/CTM-LMA quando comparada à cultura K562 controle 

(-0,31 e 0,00 respectivamente, p = 0,011). No entanto, não houve diferença 

significante da expressão do gene CCND2 quando comparamos a cultura K562 

controle e a cocultura K562/CTM-HMO (0,00 e -0,20 respectivamente, p = 0,122) ou 

entre as coculturas K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO (-0,31 e -0,20 

respectivamente, p = 0,544). Para as células Lucena, nenhuma diferença significante 

foi observada na expressão do gene CCND2 entre as células Lucena controle e as 

coculturas Lucena/CTM-LMA (0,00 e -0,17 p = 0,229) e Lucena/CTM-HMO (0,00 e 

0,06 respectivamente, p = 0,821), tampouco entre as duas coculturas (-0,17 e 0,06 

respectivamente, p = 0,125).  
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Figura 10. Expressão dos genes da ciclina D1 (CCND1) e ciclina D2 (CCND2) nas 

células K562 e Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO 
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A) Expressão gênica de CCND1 em células K562 e Lucena controles e cocultivadas com CTM-LMA e 

CTM-HMO (K562: Controle n = 8; CTM-LMA n = 6; CTM-HMO n = 6; Lucena: Controle n = 10; CTM-LMA 

n = 6; CTM-HMO n = 6). Realizado teste de ANOVA (K562 p = 0,055; Lucena p = 0,014) e pós teste de 

Tukey para comparação de grupos; B) Expressão gênica de CCND2 em células K562 e Lucena 

controles e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO (K562 e Lucena: Controle n = 10; CTM-LMA n = 6; 

CTM-HMO n = 6). Realizado teste de ANOVA (K562 p = 0,011; Lucena p = 0,123) e pós teste de Tukey 

para comparação de grupos; Dados apresentados em log de RQ (relative quantification) como média e 

erro padrão (SEM). Foram considerados estatisticamente significantes valores de p ≤ 0,050 (*). Análises 

realizadas no software GraphPad Prism 9.3.0. CTM-LMA: células-tronco mesenquimais de medula 

óssea de pacientes com leucemia mieloide aguda; CTM-HMO: células-tronco mesenquimais de medula 

óssea de indivíduos saudáveis. Fonte: de autoria própria. 
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Portanto, observou-se a hiperexpressão do gene CCND1 nas células Lucena 

cocultivadas com CTM-HMO e a inibição da expressão do gene CCND2 nas células 

K562 cocultivadas com CTM-LMA. 

 

5.7. Análise do ciclo celular das células K562 e Lucena controle e cocultivadas 

com CTM-LMA e CTM-HMO 

Por fim, verificamos se havia alterações no ciclo celular das células K562 e 

Lucena quando cocultivadas com as CTM-LMA e CTM-HMO, conforme dados 

apresentados na figura 11. 

Comparando a cultura K562 controle com as coculturas, observou-se aumento 

de 70 % na fase G0/G1 da cocultura K562/CTM-LMA (41,48 % e 66,18 % 

respectivamente, p < 0,001) e aumento de 34 % nessa mesma fase da cocultura 

K562/CTM-HMO (41,48 % e 55,76 % respectivamente, p = 0,023). No entanto, não há 

diferença significante quando comparamos a fase G0/G1 entre as coculturas 

K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO (66,18 % e 55,76 % respectivamente, p = 0,139). 

Na fase S, quando comparamos o a cultura K562 controle com as coculturas, 

observamos redução de 62 % na cocultura K562/CTM-LMA (46,31 % e 19,38 % 

respectivamente, p < 0,001) e redução de 44 % na cocultura K562/CTM-HMO 

(46,31 % 27,13 % respectivamente, p = 0,001), porém, não há diferença significante 

entre as coculturas K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO (19,38 % e 27,13 % 

respectivamente, p = 0,252). Para a fase G2/M, observamos aumento de 38 % dessa 

fase quando comparamos a cocultura K562/CTM-HMO à cultura K562 controle 

(16,91% e 12,26 % respectivamente, p = 0,036). No entanto, não foram encontradas 

diferenças significantes quando comparamos a cultura K562 controle com a cocultura 

K562/CTM-LMA (12,26 % e 14,55 % respectivamente, p = 0,391), tampouco entre as 

coculturas K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO (14,55 % e 16,91 % respectivamente, 

p = 0,416) (figura 11A). 
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Figura 11. Representação gráfica das porcentagens das fases do ciclo celular das 

células K562 e Lucena controle e cocultivadas com CTM-LMA e CTM-HMO 
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A) K562; B) Lucena. Dados apresentados como porcentagem em média e erro padrão (SEM).  K562 e 

Lucena: Controles n = 8; CTM-LMA n = 6; CTM-HMO n = 6. Realizado teste de ANOVA e pós teste de 

Tukey para comparação de grupos. Foram considerados estatisticamente significantes valores de 

p ≤ 0,050. Símbolos diferentes em uma mesma fase do ciclo celular indicam diferenças estatísticas. 

Testes realizados com software GraphPad Prism 9.3.0. Fonte: de autoria própria. 

 

Para as células Lucena, encontramos um padrão um pouco diferente. Na fase 

G0/G1, quando comparamos a cultura Lucena controle com as coculturas, 

observamos redução de 23 % dessa fase do ciclo celular na cocultura 

Lucena/CTM-LMA (54,72 % e 41,27 % respectivamente, p = 0,010) e aumento de 

24 % na cocultura Lucena/CTM-HMO (54,72 % e 67,97 % respectivamente, 

p = 0,008). Quando comparamos as duas coculturas entre si, a fase G0/G1 da 
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cocultura Lucena/CTM-HMO é 62 % maior que a da cocultura Lucena/CTM-LMA 

(67,97 % e 41,92 % respectivamente, p < 0,001). Na fase S, quando comparamos a 

cultura Lucena controle com as coculturas, observamos aumento de 45 % dessa fase 

do ciclo celular na cocultura Lucena/CTM-LMA (33,76 % e 49,07 % respectivamente, 

p = 0,002) e diminuição de 31 % na cocultura Lucena/CTM-HMO (33,76 % e 23,38 % 

respectivamente, p = 0,028). Quando comparamos as duas coculturas entre si, a fase 

S da cocultura Lucena/CTM-LMA é aproximadamente 2 vezes maior que a da 

cocultura Lucena/CTM-HMO (49,07 % e 23,38 % respectivamente, p < 0,001). Já para 

a fase G2/M, não foram encontradas diferenças significantes na comparação da 

cultura Lucena controle com as coculturas Lucena/CTM-LMA (13,47 % e 9,76 % 

respectivamente, p = 0,483) e Lucena/CTM-HMO (13,47 % e 11,34 % 

respectivamente, p = 0,782), tampouco na comparação entre as coculturas 

Lucena/CTM-LMA e Lucena/CTM-HMO (9,76 % e 11,34 % respectivamente, 

p = 0,886) (figura 11B). 

Portanto, observamos aumento da fase G0/G1 nas coculturas das células K562 

e Lucena cocultivadas tanto com as CTM-HMO quanto com as CTM-LMA, seguida 

por diminuição de fase S e aumento de fase G2/M. Para as células Lucena, 

observamos diminuição da fase G0/G1, acompanhada de aumento de fase S 

manutenção da fase G2/M na cocultura Lucena/CTM-LMA e aumento de fase G0/G1, 

acompanhado de diminuição de fase S e manutenção de fase G2/M na cocultura 

Lucena-CTM-HMO.
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6. DISCUSSÃO 

Esta tese teve como premissa o estudo da interação entre as células-tronco 

mesenquimais de medula óssea de indivíduos saudáveis e pacientes portadores de 

leucemia mieloide aguda e as células das linhagens leucêmicas K562 e Lucena, 

através de seu secretoma. Foram avaliados parâmetros relacionados à inibição do 

crescimento, morte celular por apoptose e necrose, ativação de caspases 3/7, 

modulação da produção de citocinas, alterações na expressão dos genes da ciclina 

D1 (CCND1) e ciclina D2 (CCND2), alterações no ciclo celular e na modulação da 

expressão de genes de resistência a múltiplas drogas das células leucêmicas. Para 

tanto, foi necessária a realização de coculturas, ou seja, a realização da cultura de 

ambos os tipos celulares (CTM e células leucêmicas) em um mesmo microambiente, 

porém, sem o contato direto célula-célula entre as diferentes linhagens. 

O estudo das células-tronco é hoje uma das áreas de maior destaque na 

pesquisa biomédica, havendo diversas pesquisas em andamento, avaliando 

principalmente sua aplicação na medicina regenerativa, entre outras aplicações. Fato 

esse que pode ser verificado pela simples busca pelas palavras “stem cell 

regenerative medicine” no PubMed, que em junho de 2022 retornou 46.088 resultados 

à busca utilizando esses termos. 

Uma das primeiras células-tronco a serem conhecidas e estudadas foram as 

células-tronco da medula óssea (Wright, 2000), porém, outras células-tronco, como 

as células-tronco mesenquimais, células-tronco de cordão umbilical e as 

células-tronco pluripotente induzidas vêm ganhando destaque em uma série de 

pesquisas (Gurusamy et al., 2018). Acredita-se que o efeito terapêutico que as 

células-tronco de medula óssea desempenham, estaria ligado à secreção de fatores 

que induziriam um processo de regeneração natural do órgão afetado. Porém, o 

mecanismo pelo qual as células-tronco exercem sua ação terapêutica em algumas 

doenças não hematológicas não é plenamente conhecido, gerando controvérsias na 

comunidade científica (Pereira, 2008). 

São encontramos dois tipos de células-tronco na medula óssea, sendo elas as 

células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais. É sabido que as 

células-tronco mesenquimais são o ponto central da manutenção do nicho 
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hematopoiético, porém, essas células podem estar envolvidas no processo de 

proteção das células tumorais ao efeito da quimioterapia (Chandran et al., 2015, Diaz 

De La Guardia et al., 2017) ou em casos de recidiva (Zhu et al., 2015). 

Há indícios sugerindo que o microambiente da medula óssea apresente 

participação importante na resistência à terapia e na recidiva das leucemias 

(Chandran et al., 2015; Wang et al., 2017). Portanto, estudamos nesta tese a ação 

entre as células-tronco mesenquimais da medula óssea de doadores saudáveis e de 

pacientes portadores de LMA sobre as células leucêmicas, sendo utilizadas duas 

linhagens parentais, K562 e Lucena. 

As células K562 são derivadas de uma paciente acometida pela leucemia 

mieloide crônica em crise blástica e apesentam sensibilidade à vincristina. Já as 

células Lucena, são provenientes da linhagem K562 tratada com doses crescentes de 

vincristina até a seleção de uma linhagem com fenótipo MDR. Como resultado dessa 

seleção, as células Lucena apresentam hiperexpressão do gene ABCB1, ligado à 

produção da P-gp, um dos principais genes associados ao fenótipo MDR (Moreira et 

al., 2014).  A linhagem Lucena apresenta uma expressão do gene ABCB1 cerca de 

1400 vezes maior que sua linhagem parental K562 (Moreira et al., 2014; Carrett-Dias 

et al., 2016). Dessa forma, dispomos de duas linhagens leucêmicas parentais, sendo 

uma sensível e a outra resistente a quimioterapia, que nos permitiram uma adequada 

comparação dos resultados obtidos. 

Foram utilizadas células-tronco mesenquimais de pacientes com LMA e as 

células K562 e Lucena, que são originadas de uma paciente com LMC. Embora nessa 

situação tenhamos dois tipos distintos de leucemia, vale lembrar que as células K562 

e Lucena são originadas de uma paciente com LMC em crise blástica. 

A diferenciação entre uma leucemia mieloide crônica em crise blástica primária 

e uma leucemia mieloide aguda positiva para o cromossomo Philadelphia é um 

desafio, requerendo uma criteriosa análise clínica, molecular e citológica (Pastoret; 

Houot, 2017; Liu et al., 2019). Essa dificuldade se deve a possibilidade desses dois 

tipos de leucemia apresentarem algumas alterações genéticas em comum como a 

trissomia do cromossomo 8, por exemplo (Calabretta; Perrotti, 2004). 
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Há muitas características semelhantes entre a LMA e a crise blástica da LMC. 

Entre essas semelhanças temos a presença de porcentagem ≥ 20 % blastos 

circulantes ou na medula óssea, além de mais de uma mutação genética associada 

às células leucêmicas nesses casos (Arber et al., 2016). Mesmo que mais raros, há 

casos de LMA Ph+, sendo esses casos muito semelhantes e difíceis de distinguir dos 

casos de LMC em crise blástica. Para essa distinção são necessários uma série de 

exames citogenéticos e um histórico clínico detalhado do paciente para se determinar 

ao certo o tipo de leucemia. Além disso, mesmo sendo de tipos diferentes, ambas 

compartilham uma agressividade clínica semelhante (Soupir et al., 2007). 

Portanto, embora tenhamos trabalhado com células de dois tipos distintos de 

leucemia, temos um mesmo comportamento clínico agressivo das células de LMA e 

LMC em crise blástica, isso porque a crise blástica pode ser considerada como uma 

agudização da LMC, onde essa passa a se assemelhar a uma leucemia aguda (Biggs; 

Zhang, 2018). Como o objetivo desta tese foi avaliar o comportamento do secretoma 

das CTM saudáveis e originadas de pacientes portadores de leucemia mieloide aguda 

sobre as células leucêmicas K562 e Lucena, consideramos viável o modelo 

experimental adotado, visto as células serem de tipos de leucemia comparáveis em 

sua agressividade e gravidade clínica. 

Um fator chave na condução de nossos experimentos foi a caracterização das 

células utilizadas. As CTM-HMO e CTM-LMA foram previamente isoladas e 

caracterizadas pelo grupo de pesquisa, obedecendo todos os critérios mínimos 

estabelecidos para que essas fossem consideradas células-tronco mesenquimais 

(Paz et al., 2019). Quanto as células das linhagens K562 e Lucena, devido a essas 

linhagens terem passado por um processo de adaptação ao cultivo em meio DMEM 

Low, após o período de adaptação as células foram caracterizadas de acordo com 

seu perfil de STR. Os resultados obtidos (tabela 03) apontaram uma correspondência 

de 100 % entre o perfil de STR da linhagem K562 adaptada ao cultivo em meio DMEM 

Low e o perfil de STR apresentado nas fichas técnicas do ATCC e do BCRJ para essa 

linhagem celular. Para a linhagem Lucena, adaptada ao cultivo em meio DMEM Low, 

a correspondência foi de 86 % ente seu perfil de STR e o perfil de STR apresentado 

na ficha técnica do BCRJ para essa linhagem celular. Tendo em vista que as células 

são consideradas validadas quando seu perfil de STR apresenta correspondência 

≥ 80 % com a referência (Rubocki et al., 2000), as células K562 e Lucena adaptadas 
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ao cultivo em meio DMEM Low foram consideradas validadas e aptas à realização dos 

experimentos. 

Após as etapas de padronização e validação das linhagens celulares e dos 

procedimentos para a análise das células K562 e Lucena utilizando a plataforma de 

HCS, foi dado seguimento à condução dos experimentos para a realização desta tese. 

Lozzio e Lozzio (1979) demonstraram que na cocultura entre CTM-HMO e 

células K562, as células-tronco mesenquimais reduzem a proliferação das células 

K562 (Lozio; Lozio, 1979). De forma semelhante ao encontrado por Lozzio e Lozzio, 

nossos resultados evidenciaram uma redução significante da proliferação tanto das 

células K562 quanto das células Lucena cocultivadas com as CTM-HMO (figura 4). 

Nos chamou a atenção que a linhagem Lucena, que é sabidamente uma linhagem 

resistente (MDR), sofreu uma redução significante em sua proliferação equiparada à 

linhagem K562 quando em cocultura com as CTM-HMO. Esse achado nos mostrou 

que o secretoma das CTM-HMO pode exercer sua ação tanto nas células leucêmicas 

sensíveis quanto nas resistentes à quimioterapia. 

Por outro lado, quando as células leucêmicas foram cocultivadas com as 

CTM-LMA, observamos que não houve uma redução significante da proliferação das 

células K562 e Lucena. Dessa forma, observamos que o secretoma das CTM-LMA 

não apresenta a mesma ação que o secretoma das CTM-HMO sobre as células 

leucêmicas, não sendo capaz de reduzir a proliferação dessas células. 

Fica evidente que as CTM-HMO, quando em cocultura com as células 

leucêmicas K562 ou Lucena, promovem a inibição da proliferação das células 

leucêmicas, enquanto esse efeito não é observado com as coculturas entre as células 

leucêmicas e as CTM-LMA. 

Observamos que a inibição da proliferação das células K562 e Lucena, quando 

cocultivadas com as CTM-HMO (figura 4), está associada com uma significante 

redução da viabilidade dessas células (figura 5). Mais uma vez, podemos observar 

que o secretoma das CTM-HMO exerceu ação semelhante tanto nas células 

leucêmicas sensíveis quanto nas células leucêmicas resistentes, reduzindo 

significantemente a viabilidade de ambas. O mesmo não ocorreu quando as células 

K562 foram cocultivadas com as CTM-LMA, não havendo diferença significante na 
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viabilidade dessas células nessa cocultura em relação a seu controle, porém, 

curiosamente observamos redução na viabilidade das células Lucena cocultivadas 

com CTM-LMA frente a seu controle. No caso das células K562, observamos ainda 

uma redução significante da viabilidade dessas células quando comparamos as 

coculturas K562/CTM-HMO e K562/CTM-LMA, mostrando uma redução da viabilidade 

das células K562 quando essas foram cocultivadas com as CTM-HMO. No entanto, o 

mesmo não ocorreu com as células Lucena. 

Devido à redução da viabilidade das células K562 e Lucena relatada acima, 

investigamos o tipo de morte celular envolvida nesse processo, avaliando a apoptose 

(figura 6), ativação de caspases 3/7 (figura 7) e necrose (figura 8). 

Nossos achados mostraram que tanto as células K562, quanto as células 

Lucena, quando cocultivadas com CTM-HMO, apresentaram um aumento significante 

da morte celular por apoptose e necrose, além do aumento da ativação das caspases 

3/7. O mesmo não foi observado quando essas células foram cocultivadas com 

CTM-LMA. Apesar de observarmos redução da viabilidade das células Lucena 

cocultivadas com CTM-LMA, não observamos redução da viabilidade das células 

K562 cocultivadas com CTM-LMA. De forma muito interessante, observamos que as 

células leucêmicas K562 e Lucena não apresentam aumento significante da apoptose 

quando cocultivadas com CTM-LMA, porém, apresentam um aumento marcante da 

ativação das caspases 3/7. Conceitualmente, essa ativação de caspases efetoras está 

intimamente ligada à apoptose, no entanto, algumas células podem sobreviver à 

ativação da caspase 3 desde que o estímulo seja transitório ou subletal em relação 

ao tempo (Tang et al., 2012). Esse processo de reversão da apoptose é chamado de 

anastase e pode proteger a célula de um dano permanente pela exposição a um 

agente agressor transiente, ou ter implicações oncológicas, sendo um mecanismo de 

escape das células tumorais frente ao tratamento quimioterápico e até mesmo 

radioterápico (Ding et al., 2016; Sun et al., 2017). Dessa forma, podemos supor que o 

secretoma das CTM-LMA possui a presença, ou ausência de algum fator que protege 

as células leucêmicas, enquanto o secretoma das CTM-HMO leva as células 

leucêmicas à apoptose. 

Nossos experimentos demonstraram que o secretoma das CTM-HMO promoveu 

a inibição da proliferação, associada à redução da viabilidade e consequente aumento 
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da apoptose, necrose e ativação de caspases 3/7 na linhagem K562, assim como na 

linhagem resistente Lucena. A literatura apresenta alguns trabalhos utilizando 

diferentes fontes de CTM que demonstraram resultados semelhantes ao que 

encontramos em relação às coculturas com células K562, como por exemplo o 

trabalho de Fonseka e colaboradores (2013) utilizando CTM derivadas do sangue de 

cordão umbilical (FONSEKA et al., 2013) e o trabalho de Huwaikem e colaboradores 

(2021) utilizando CTM derivadas da geleia de Wharton (Huwaikem et al., 2021). 

Estudos recentes têm demonstrado que as células leucêmicas induzem 

alterações nas CTM, fazendo com que essas gerem um microambiente propício para 

seu desenvolvimento (Jafarzadeh et al., 2019). Esse fato é coerente com os resultados 

encontrados quando realizamos as coculturas das células leucêmicas com as 

CTM-LMA. Nesse caso, não foram observadas diferenças significantes quanto a 

proliferação, viabilidade, apoptose e necrose das células leucêmicas K562 e Lucena 

quando comparamos as coculturas aos seus controles. 

As CTM-LMA de diferentes doadores, quando em cultura, apresentam 

características heterogêneas. Algumas dessas culturas apresentam características 

semelhantes às culturas de CTM-HMO, outras não apresentam células aderentes e 

outras, apesar de apresentarem células aderentes, desempenham um crescimento 

muito lento (Chandran et al., 2015). 

As CTM-HMO e as CTM-LMA demonstraram a mesma capacidade expansiva 

de células precursoras hematopoiéticas (CD34+, CD38+). No entanto, as CTM-LMA 

demonstraram uma baixa capacidade suportiva à geração de células mais 

diferenciadas (CD34-, CD38+) em comparação às CTM-HMO (Chandran et al., 2015). 

Essa característica demonstra que as CTM-LMA tem um grande déficit em sua 

capacidade de promover a expansão de células progenitoras hematopoiéticas 

funcionais (CD34+) e efetivamente atenuam o desenvolvimento hematopoiético 

normal (Conforti et al., 2013; Chandran et al., 2015; Geyh et al., 2016; Le et al., 2016; 

Wang et al., 2017), sendo o mesmo observado nos casos de leucemia linfoide aguda 

(Vicente López et al., 2014). A expressão dos genes reguladores da quiescência 

celular (ANGPT1 e SPP1) se mostra aumentada nas CTM-LMA. Esse achado 

explicaria o porquê dessas células inibirem a proliferação e diferenciação das 

células-tronco hematopoiéticas (Chandran et al., 2015). Uma expansão significante de 
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células hematopoiéticas CD45+ se mostrou presente quando estas estavam em 

cocultura com CTM-HMO. No entanto, não houve uma expansão significante das 

células hematopoiéticas CD45+ quando essas foram cocultivadas com as CTM-LMA 

(Chandran et al., 2015). 

Dessa forma, pode-se dizer que as CTM-LMA sofreram uma “reprogramação” 

para manterem a quiescência das células progenitoras hematopoiéticas, dessa forma, 

limitando sua contribuição para a hematopoese normal na medula óssea e 

promovendo a expansão das células leucêmicas (Chandran et al., 2015; Geyh et al., 

2016; Le et al., 2016). Essa informação justifica a ausência de diferença significante 

entre a viabilidade (figura 05), apoptose (figura 6) e necrose (figura 08) quando as 

células K562 e Lucena são cocultivadas com as CTM-LMA, em relação a seus 

controles. 

As CTM-LMA exibem alta clonogenicidade e potencial imunossupressor e 

anti-inflamatório in vitro, quando comparadas às células-tronco mesenquimais 

derivadas de indivíduos saudáveis. Diaz De La Guardia e colaboradores (2017) 

demonstraram que a produção das principais citocinas pró-inflamatórias (INF-γ, 

TNF-α, IL-1β e IL-8) é significantemente inibida pelas CTM-LMA. Ainda nesse 

contexto, os níveis da citocina inflamatória IL-6 permanecem inalterados e a produção 

da citocina anti-inflamatória IL-10 é aumentada nas CTM-LMA de baixo e alto risco. 

Isso confirma a atividade imunossupressora e anti-inflamatória que células-tronco 

mesenquimais derivadas da medula óssea de indivíduos portadores de leucemia 

mieloide aguda possuem, promovendo a inibição da proliferação de linfócitos e 

modulando a secreção de citocinas. Além disso, altas concentrações de IL-10 estão 

ligadas a uma menor sobrevida dos indivíduos portadores de leucemia mieloide aguda 

(Diaz De La Guardia et al., 2017). 

Apesar dos critérios para classificarmos uma célula como sendo uma 

célula-tronco mesenquimal, observamos que nem todas as células-tronco 

mesenquimais são iguais em sua potencialidade, indicando que são populações 

celulares heterogêneas. Isso fica evidente com os diferentes perfis de expressão de 

proteínas e citocinas encontrados em células-tronco mesenquimais obtidas de 

diferentes fontes (Lv et al., 2014). 
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Alguns estudos sugerem que a capacidade de as células-tronco mesenquimais 

repararem lesões pode não estar relacionada à sua transdiferenciação em células 

próprias do tecido lesado ou na fusão celular, mas sim na secreção de fatores solúveis 

que podem alterar o microambiente tecidual. Foi demonstrado, in vitro, que 

células-tronco mesenquimais são capazes de produzir vários fatores com ações 

biológicas como angiogênese, secreção de peptídeos neuroreguladores e citocinas 

críticas para processos inflamatórios e de reparação tecidual (Ohishi; Schipani, 2009). 

Além dos fatores solúveis (citocinas e quimiocinas, por exemplo), as 

células-tronco mesenquimais produzem vesículas extracelulares, que compreendem 

os corpos apoptóticos (>1000 nm), microvesículas (100-1000 nm) e exossomos 

(30-200 nm) (Harrell et al., 2019a e Harrell et al., 2019b). Essas vesículas 

extracelulares (microvesículas e exossomos) possuem fatores parácrinos e podem 

contribuir com ações terapêuticas tanto quanto as próprias células-tronco 

mesenquimais, despertando seu interesse na medicina regenerativa (Cha et al., 

2018). Essas vesículas extracelulares possuem, em geral, tamanho inferior aos poros 

da membrana dos inserts que utilizamos (0,4 µm = 400 nm), portanto, podem ter 

contribuído com os resultados encontrados em nossos experimentos, uma vez que 

fazem parte do secretoma das CTM. 

Sabendo que a ação das CTM sobre as células leucêmicas poderia se dar por 

ação de vesículas extracelulares e citocinas, realizamos um array de citocinas nas 

coculturas entre as células K562 e Lucena cocultivadas com as CTM-LMA e 

CTM-HMO. 

O array de citocinas (tabela 04) foi capaz de detectar a produção de 6 citocinas 

nas coculturas estudadas, apresentando padrões diferentes para as coculturas das 

células K562 e Lucena com as CTM-LMA e CTM-HMO. Para as células K562, 

observamos que as coculturas com CTM-HMO apresentaram um aumento significante 

na produção de CCL2/MCP-1, associado a redução na produção de IL-6 e IL-8 e uma 

manutenção nos níveis de CXCL12/SDF-1, MIF e Serpin E1/PAI-1, quando 

comparadas às coculturas com CTM-LMA. A linhagem Lucena cocultivada com 

CTM-HMO apresentou um aumento na produção de CCL2/MCP1, IL-6, IL-8 e Serpin 

E1/PAI-1, associado à redução da produção de CXCL12/SDF-1 e manutenção dos 

níveis de MIF, quando comparado à cocultura com CTM-LMA. 
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O CCL2/MCP-1 está relacionado ao crescimento, adesão, proliferação, 

sobrevivência e mobilidade celular, além da transdução de proteínas em diversas 

células (O’Hayre et al., 2008). Além das várias funções do CCL2/MCP-1 nas células, 

sua expressão está associada à diversos fatores (Kumar; Boss, 2000). Níveis 

elevados de CCL2/MCP-1 são relacionados a um melhor prognóstico em alguns tipos 

de câncer, como por exemplo no melanoma (Gazzaniga at al., 2007) e no câncer de 

pâncreas (MONTI et al., 2003). Apesar das implicações do CCL2/MCP-1 nas 

leucemias não serem plenamente conhecidas (Macanas-Pirard et al., 2017), 

alterações em sua produção nas células leucêmicas podem causar inibição da 

proliferação dessas células por alterações no ciclo celular com parada na fase G1, 

mediada pelo CCND1 (Wu et al., 2018). 

O CXCL12/SDF-1 é uma citocina atuante na mobilização de células-tronco 

hematopoiéticas, no desenvolvimento fetal, na migração de linfócitos naive, sendo 

amplamente produzida em tecidos normais (Rossi; Zlotnik, 2000; Balkwill, 2004). Não 

encontramos diferença nos níveis de CXCL-12/SDF-1 entre as coculturas 

K562/CTM-LMA e K562/CTM-HMO, porém, encontramos diminuição dos níveis dessa 

citocina na cocultura Lucena/CTM-HMO quando comparada à cocultura 

Lucena/CTM-LMA. O CXCL12/SDF-1 é uma citocina que se liga ao receptor CXCR4 

(CXC chemokine receptor 4), que é amplamente expresso em células leucêmicas e 

atua na promoção do crescimento, além de ter ação antiapoptótica nessas células 

(Cho; Kim; Konopleva, 2017). A diminuição da expressão dessa citocina pode, ainda, 

tornar as células leucêmicas mais sensíveis à quimioterapia por tirá-las de seu estado 

quiescente (Agarwal et al., 2019). 

A IL-6 é uma citocina inflamatória que exerce ação sobre diversos processos 

biológicos, inclusive sobre o câncer (Trikha et al., 2003), além de ser amplamente 

produzida pelas células-tronco mesenquimais da medula óssea (Kiselevskii et al, 

2021). Em casos de câncer, a inibição da IL-6 pode promover a eliminação das células 

tumorais sensíveis, promovendo o estabelecimento de um nicho livre das células 

doentes. Porém, outros clones das células tumorais podem iniciar sua proliferação 

pela ação de outros fatores de crescimento (Rossi et al., 2015). Por outro lado, a IL-6 

parece estar envolvida com a indiferenciação das CTM, aumentando a proliferação e 

protegendo essas células da apoptose (Pricola et al., 2009). 
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A IL-8 é, também, uma citocina inflamatória, que pode ser produzida pelas 

células-tronco mesenquimais da medula óssea mediante um estímulo inflamatório 

(Baggiolini; Clark-Lewis, 1992; Kiselevskii et al, 2021). Em casos de LMA, os 

exossomos produzidos pelas células leucêmicas podem estimular a produção de IL-8 

pelas CTM da medula óssea, favorecendo, dessa forma, o desenvolvimento de 

resistência ao tratamento (Chen et al., 2019). 

Avaliando os resultados encontrados, observamos uma relação interessante 

entre as coculturas das células K562 e Lucena com as CTM-LMA e CTM-HMO. Houve 

uma diminuição dos níveis de IL-6 e IL-8 na cocultura K562/CTM-HMO em relação à 

cocultura K562/CTM-LMA, porém, houve um aumento nos níveis de IL-6 e IL-8 na 

cocultura Lucena/CTM-HMO em relação à cocultura Lucena/CTM-LMA. Wu e 

colaboradores (2020) demonstraram que os níveis de IL-6 e IL-8 estão aumentados 

em células de LMA resistentes, onde a IL-8 estaria ligada à proliferação e resistência 

dessas células e a IL-6 desempenharia papel importante na sobrevivência e também 

na resistência das células leucêmicas (Wu et al., 2020). Dessa forma, visto que o 

secretoma das CTM desempenha um papel importante no microambiente das 

leucemias na medula óssea, podendo ser considerada um ponto chave na progressão 

dessa doença (Ma et al., 2019), podemos supor que as CTM-HMO reagem de forma 

diferente na modulação da produção de citocinas quando em contato com células 

leucêmicas sensíveis (K562) ou resistentes (Lucena). 

MIF é uma citocina constitutiva, ubíqua, multipotente e pró-inflamatória. Essa 

citocina é secretada por células envolvidas em diversos processos fisiológicos, 

inclusive na resposta imune (Sumaiya et al., 2022). As CTM (Palumbo et al., 2014) e 

as células K562 (Georgouli et al., 2016) estão ente as células produtoras de MIF. MIF 

foi a única citocina que não apresentou alterações em seus níveis tanto nas coculturas 

das células K562 com CTM-LMA e CTM-HMO quanto para as coculturas de célula 

Lucena com CTM-LMA e CTM-HMO. Interessantemente, Xia e Hou (2018) 

demonstraram que MIF pode proteger e recuperar as CTM da senescência induzida 

pela doxorrubicina (Xia; Hou, 2018), enquanto Liu e colaboradores (2020) 

demonstraram a existência de MIF nos exossomos produzidos pelas CTM da medula 

óssea e que esses desempenham papel parácrino e atuam na sobrevivência e no 

rejuvenescimento das CTM (Liu et al., 2020a). Esses achados justificam os níveis 

balanceados de MIF em nossas coculturas. 
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Serpin E1/PAI-1 é uma citocina envolvida negativamente com a sobrevida das 

CTM, se relacionando com a apoptose e desprendimento das CTM da matriz, 

(Copland et al., 2009) e curiosamente, essa citocina teve seus níveis diminuídos na 

cocultura Lucena/CTM-LMA. 

Existe uma modulação na produção de citocinas por parte das CTM da medula 

óssea durante o curso das leucemias, favorecendo a manutenção e progressão da 

doença (Sharma et al., 2019). Nossos resultados demonstraram que ocorreu uma 

alteração significante nos perfis de produção de citocinas quando as células 

leucêmicas (K562 e Lucena) são cocultivadas com as CTM-HMO. Pôde-se observar, 

também, que esses perfis de produção de citocinas são diferentes para as células 

sensíveis (K562) e resistentes (Lucena), porém, favorecem, de alguma forma, o 

combate das células leucêmicas. 

O fenótipo de resistência a múltiplas drogas das células tumorais está 

relacionado à função e regulação das proteínas ABC. A ativação dessas proteínas 

pode estar ligada a mudanças na atividade do sistema de proteção e no sinal de 

transdução envolvidos na regulação, proliferação, diferenciação e apoptose em 

diferentes tipos celulares. A resistência a múltiplas drogas é um mecanismo de 

proteção das células e a superfamília das proteínas do cassete de ligação de ATP 

(proteínas ABC) é composta por aproximadamente 300 proteínas transportadoras, 

onde os humanos expressam sete subfamílias dessas proteínas (Marques et al., 

2010). 

Foi realizado um array da expressão gênica das proteínas ABC nas células 

Lucena/CTM-LMA (referência) e Lucena/CTM-HMO (amostra) (figura 9) para explorar 

a modulação na expressão dessas proteínas promovida nas células Lucena por ação 

das CTM. Dessa forma, observamos que ocorreu a hiperexpressão dos genes 

ABCA1, ABCB11, ABCC11 e ABCE1 e a inibição da expressão dos genes ABCC3, 

ABCC9, ABCD3, ABCG4 das células Lucena/CTM-HMO comparados às células 

Lucena/CTM-LMA. 

ABCA1, também conhecida como CERP (do termo em inglês cholesterol efflux 

regulatory protein) (Luciani at al., 1994), atua como uma bomba, no efluxo de 

colesterol na via de remoção de lipídios celulares (Schmitz; Langmann, 2001). A 
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deficiência na expressão do gene ABCA1 está ligada ao avanço de desordens 

mieloproliferativas (Viaud et al., 2020), portanto, acreditamos que a hiperexpressão 

desse gene poderia contribuir para explicar os achados relacionados à inibição da 

proliferação das células leucêmicas (K562 e Lucena) quando em cocultura com as 

CTM-HMO. 

ABCA11, também conhecida como BSEP (do termo em inglês bile salt export 

pump) ou sPgp (do termo em inglês sister of P-glycoprotein), é membro da subfamília 

MDR/TAP. A proteína codificada pelo gene ABCA11 é a principal responsável pelo 

transporte de taurocolato e outros conjugados de colato, principalmente dos 

hepatócitos para a bile (Stieger et al., 2007). A deficiência na expressão do gene 

ABCA11 pode ser associada com casos de câncer hepático, porém, sem que a via 

específica seja conhecida (Wang et al., 2021). Portanto, como a deficiência nesse 

gene está ligada a casos de câncer hepático, acreditamos que a hiperexpressão 

desse gene poderia contribuir com a explicação para os achados encontrados quando 

as células leucêmicas (K562 e Lucena) foram cocultivadas com as CTM-HMO, como 

por exemplo na redução da proliferação e viabilidade dessa células. 

ABCC11, também conhecida como MRP8 (do termo em inglês multidrug 

resistance-related protein 8) atua em processos fisiológicos envolvendo esteroides 

conjugados, ácidos biliares e nucleotídeos cíclicos (Pastor-Anglada et al., 2004; Kruh 

et al., 2007). O gene ABCC11 está envolvido, no efluxo de drogas análogas a 

nucleotídeos (Guo et al., 2003; Pastor-Anglada et al., 2004) e na resistência à 

fluoropirimidina utilizada no tratamento da leucemia linfocítica crônica (Pastor-Anglada 

et al., 2004). A hiperexpressão do gene ABCC11 encontrada na cocultura 

Lucena/CTM-HMO pode estar relacionada com o aumento do efluxo de nucleotídeos 

da célula leucêmica, com possíveis implicações nas alterações observadas em seu 

ciclo celular. 

ABCE1, também conhecida como RLI (do termo em inglês RNase L inhibitor), 

está envolvida em eventos biológicos como nas infecções virais, na proliferação 

celular, além de possuir ação antiapoptótica (Tian et al., 2016). O gene ABCE1 pode 

ter participação no desenvolvimento do fenótipo MDR nas células K562 resistentes à 

adriamicina (Wuxiao et al., 2020). A hiperexpressão desse gene, encontrada na 
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cocultura Lucena/CTM-HMO, poderia estar ligada a uma tentativa da célula leucêmica 

se proteger da ação do secretoma das CTM-HMO. 

ABCC3, também é conhecida como MRP3, ou ainda, como transportador de 

ânions orgânicos 3, sendo responsável pelo transporte de sais biliares (Hirohashi et 

al., 2000) e pelo efluxo de algumas drogas como a doxorrubicina (Balaji et al., 2016) 

e o etoposídeo (Lagas et al., 2010). A hiperexpressão do gene ABCC3 pode ser 

encontrada na crise blástica da LMC com recidiva (Radich et al., 2006). Esse gene é 

um dos responsáveis pela falha no tratamento da LMC com o imatinibe, uma vez que 

ele promove o efluxo dessa droga (Giannoudis et al., 2014). O gene ABCC3 é 

considerado um alvo em potencial no tratamento de alguns tipos de câncer (Seborova 

et al., 2021), portanto, sua inibição, encontrada na cocultura Lucena/CTM-HMO, 

provavelmente está relacionada com a perda da resistência das células Lucena frente 

ao secretoma das CTM-HMO, culminando nos efeitos de redução proliferação e 

viabilidade dessas células mencionados anteriormente. 

ABCC9, também conhecida como SUR2 (do termo em inglês sulfonylurea 

receptor 2), é responsável pela formação de canais de potássio sensíveis ao ATP 

(Bryan et al., 2007). O gene ABCC9 é expresso por células leucêmicas CD34+/CD38- , 

porém, a frequência com que esse gene é detectado é muito pequena (De Grouw et 

al., 2006). Como o gene ABCC9 está relacionado aos canais de potássio sensíveis ao 

ATP, acreditamos que sua inibição nas células Lucena cocultivadas com CTM-HMO 

possa levar a uma alteração na expressão desses canais, resultando em um possível 

desbalanço eletrolítico dessas células, o que resultaria nos efeitos de redução 

proliferação e viabilidade mencionados anteriormente. 

ABCD3 está envolvida no transporte de acil-CoA de cadeia ramificada em 

peroxissomos (Kawaguchi; Morita, 2016), podendo ainda ter participação na 

regulação da apoptose e do ciclo celular (Zhang et al. 2020). A expressão do gene 

ABCD3 é inibida em pacientes com LMC tratados por 12 meses com nilotinibe (Trojani 

et al., 2019), portanto, podemos supor que o secretoma das CTM-HMO atuou sobre 

as células Lucena inibindo a expressão desse gene, contribuindo para os resultados 

obtidos quanto a redução da proliferação e viabilidade das células leucêmicas, 

semelhante ao esperado no tratamento com nilotinibe. 
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ABCG4 participa no transporte de colesterol, oxisteróis e dos intermediários da 

síntese do colesterol (Yang et al., 2021). O gene ABCG4 está relacionado à resistência 

a certas drogas, provavelmente por promover alterações no pH ao redor das células 

tumorais (Zhang et al., 2008). Como o gene ABCG4 também está relacionado à 

resistência a certas drogas, sua inibição, conforme observamos na cocultura 

Lucena/CTM-HMO, pode favorecer a diminuição da proliferação e viabilidade das 

células Lucena frente à ação do secretoma das CTM-HMO. 

Além da expressão das proteínas ABC, avaliamos a expressão gênica das 

ciclinas D1 e D2 (CCND1 e CCND2) pelas células K562 e Lucena cocultivadas com 

CTM-LMA e CTM-HMO (figura 10). Observamos aumento da expressão de CCND1 

nas células Lucena cocultivadas com CTM-HMO e a inibição de CCND2 nas células 

K562 cocultivadas com CTM-LMA. 

As células humanas expressam 3 tipos de ciclinas: CCND1, CCND2 e CCND3, 

responsáveis pela regulação das quinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4 e 

CDK6), sendo, dessa forma, intimamente ligadas ao controle da progressão da fase 

G1 à fase S do ciclo celular (Poon, 2016; Qie; Diehl, 2016). 

A hiperexpressão de CCND1 pode promover a interrupção da proliferação celular 

(Wilhide et al., 1995), portanto, poderia justificar os resultados encontrados quanto à 

diminuição da proliferação das células Lucena quando cocultivadas com CTM-HMO. 

Por outro lado, a hiperexpressão de CCND2 pode ser associada a um aumento da 

proliferação das células leucêmicas (Song et al., 2004), portanto, sua inibição 

justificaria a diminuição da proliferação dessas células (Chen et al., 2012). 

Esses achados nos fazem supor que embora haja a diminuição da proliferação 

das células K562 e Lucena quando cocultivadas com as CTM-HMO, os mecanismos 

envolvidos são diferentes entre as células sensíveis (K562) e resistentes (Lucena), 

porém, ambos afetando o ciclo celular. 

O ciclo celular é composto por um conjunto de fases ao qual uma célula passa 

para sua duplicação. Ele está dividido em 4 fases, sendo elas: 

1. G1: fase em que a célula acumula os nutrientes necessários para a 

replicação do DNA (primeiro “gap”); 
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2. S: fase em que ocorre a replicação do DNA; 

3. G2: fase essencial para garantir a precisa replicação do DNA (segundo 

“gap”); 

4. M:  fase em que ocorre a segregação do DNA e a divisão celular. 

Existe também a fase G0, uma fase não cíclica, porém reversível. Nessa fase as 

células estão em estado quiescente, ocorrendo principalmente após a mitose ou em 

estados de diferenciação terminal (Schafer, 1998; Sherr et al., 2016; Wenzel; Singh, 

2018). 

Há no ciclo celular os chamados “checkpoints”, responsáveis por evitar a 

replicação de células com alguma falha na duplicação do DNA. Esses “checkpoints” 

estão presentes nas fases G1/S, G2/M e metáfase/anáfase, sendo regulados pelos 

complexos das ciclinas-CDK (Murray, 1994; Wenzel; Singh, 2018). 

Observamos em nossos experimentos que houve um aumento da fase G0/G1 e 

diminuição da fase S nas células K562 e Lucena quando cocultivadas com as 

CTM-HMO (figura 10), podendo esses achados serem relacionados à diminuição da 

proliferação e viabilidade das células leucêmicas nessa condição de cocultura. Outros 

estudos utilizando células leucêmicas corroboram que a parada do ciclo celular na 

fase G0/G1 pode apresentar ação antitumoral, como por exemplo os promovidos 

pelos derivados da 2,4-dinitrobenzenesulfonamida sobre células de leucemia aguda 

(Alves Almeida et al., 2021), do TH-39 sobre células K562 (ZHU et al., 2016), Mere-15 

sobre célula K562 (Liu et al., 2012) e tio-Cl-IB-MECA sobre células de leucemia 

promielocítica humana HL-60 (Lee et al., 2005). Da mesma forma, o aumento da fase 

G2/M das células K562 cocultivadas com CTM-HMO pode estar envolvido com o 

aumento da apoptose dessas células, assim como reportado por Liu e colaboradores 

(2019) com os testes do fármaco LW-213 sobre células K562 (Liu et al., 2020b). 

Observamos também que as células Lucena quando cocultivadas com 

CTM-LMA têm redução da sua fase G0/G1, com aumento acentuado de fase S e 

manutenção da fase G2/M, mostrando que de certa forma o secretoma das CTM-LMA 

parece promover a proteção e a proliferação das células leucêmicas. 

Estima-se que a concentração de CTMs na medula óssea seja de 1 em 

10.000 células nucleadas (Williams; Hare, 2011), no entanto, utilizamos na condução 
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dos experimentos dessa tese uma proporção inicial de 1 CTM para 5 células 

leucêmicas (K562 ou Lucena). Embora essa não seja uma condição encontrada 

fisiologicamente, ela se justifica na proposição de terapias utilizando o secretoma das 

CTM. Essa proposição se dá pelo fato que uma linhagem de CTM produtora de 

secretoma combatente às leucemias poderia ser selecionada, isolada e cultivada em 

laboratório. O secretoma dessas células poderia ser purificado, sendo então utilizado 

no tratamento de leucemias, outras doenças hematológicas e possivelmente outros 

tipos de câncer.
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7. CONCLUSÕES 

O secretoma produzido pelas CTM-HMO foi capaz de diminuir a proliferação de 

células K562 (sensíveis à quimioterapia) e Lucena (resistentes à quimioterapia), 

associado à diminuição da viabilidade dessas células pelo aumento dos índices de 

apoptose, necrose e ativação de caspases 3/7. A ação do secretoma das CTM-HMO 

foi capaz, também, de promover alterações nos perfis de produção de citocinas e 

modular a expressão das ciclinas D1 e D2 e proteínas ABC nessas células, além de 

implicar em alterações em seu ciclo celular. Porém, o mesmo não foi observado 

quando as células leucêmicas foram cocultivadas com as CTM-LMA. 

Nossos achados demonstram que as CTM-LMA perdem a capacidade de 

combater as células leucêmicas, tornando-se permissivas ao seu desenvolvimento. 

No entanto, as CTM-HMO combatem as células leucêmicas K562 e Lucena com a 

mesma eficiência, mostrando que mesmo as células resistentes podem ser afetadas 

por sua ação. 

O secretoma produzido pelas CTM de doadores saudáveis tem grande potencial 

para ser explorado como uma terapia auxiliar no tratamento das leucemias. A 

imortalização de linhagens de CTM produtoras de secretoma ativo e sua exploração 

comercial em prol da saúde pública pode ser considerada.
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10. ANEXOS 

Anexo 01. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Anexo 02. Perfil de STR da amostra de células K562 adaptadas ao cultivo em meio 
DMEM Low glucose 
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Anexo 03. Perfil de STR da amostra de células K562-Lucena 1 adaptadas ao cultivo 
em meio DMEM Low glucose 
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