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RESUMO 

Reichert CO. Características da ação dos oxisteróis 7-ketocholesterol e colestane-3β,5α,6β-triol 

nas proteínas transportadoras ABCs e LRP das células-tronco mesenquimais derivadas de 

medula óssea de pacientes com leucemia mieloide aguda [tese]. São Paulo:  Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

As proteínas ABCs e LRP (Lung resistance-related protein) fazem o transporte de lipídios e de 

xenobióticos, e estão associadas ao fenótipo de resistência a múltiplas drogas. As células-tronco 

mesenquimais (CTM) são células multipotentes presentes na medula óssea e fazem parte do 

nicho hematopoiético. Alterações fenotípicas em CTMs estão relacionadas a progressão da 

leucemia mieloide aguda (LMA). Os oxisteróis, 7-KC e Triol, são derivados do colesterol; e 

apresentam funções na sinalização, proliferação e morte celular. Sendo assim, este estudo 

avaliou a ação do 7-KC (30 µM, 50 µM e 70 µM) e de Triol (20 µM, 30 µM e 40 µM) nas 

proteínas ABC-A1, ABC-D4, ABC-G1, ABC-G2 e LRP e, em suas respectivas vias de 

modulação, LXR-α/β e Sonic Hedgehog (SHh), das CTM derivadas de medula óssea de 

pacientes com LMA (CTM-D), sendo utilizado como controle CTM de indivíduos saudáveis 

(CTM-S). Primeiro, foi observado que a quantidade de LRP, ABC-A1 e do receptor LXR-β 

diminuíram em CTM-D, enquanto houve aumento de glutationa oxidada e das proteínas 

relacionadas a resistência a apoptose, a proliferação e invasão celular: a survivina, o receptor 

SHh, a proteína SMO, Gli3 e do CD147 − correceptor da proteína ABC-G2 − respectivamente. 

Em seguida, após o tratamento com 7-KC por 24 horas, foi observado que em CTM-S ocorreu 

aumento de ABC-A1 na concentração de 30 µM, e translocação da proteína SMO para o núcleo; 

com 70 µM de 7-KC foi observado aumento de survivina, de glutationa oxidada e diminuição 

da proteína LRP. Esses efeitos não foram observados em CTM-D tratadas com 7-KC. Em 

ambas as linhagens, foi observado, que em nível molecular, o tratamento com 7-KC apresentou 

efeito no processo de fusão e fissão mitocondrial. O tratamento com Triol por 24 horas, 

diminuiu a quantidade de ABC-A1 e de seu modulador, o receptor LXR-β em CTM-S. Esses 

resultados foram associados ao aumento da proteína SMO e, de sua translocação para o núcleo 

na contração de 20 µM. Esse efeito não foi observado em CTM-D. Em ambas as linhagens 

tratadas com Triol ocorreu aumento de glutationa oxidada e diminuição de glutationa reduzida. 

Além disso, foi observado, em nível molecular, inversão no processo metabólico de fusão e 

fissão mitocondrial, enquanto em CTM-S houve aumento na expressão de genes relacionados 

fusão, em CTM-D houve aumento dos genes relacionados a fissão. Em CTM-D tratadas com 

Triol, foi observado aumento de ABC-D4 no citoplasma; e aumento de LRP apenas na 

concentração de 20 µM de Triol, seguida de diminuição nas concentrações de 30 µM e 40 µM 

de Triol. Esses efeitos não foram observados em CTM-S. O tratamento com 40 µM de Triol 

aumentou a quantidade de CD147 em CTM-D e diminuiu em CTM-S. Aqui, foi encontrado a 

proteína ABC-D4 presente no citoplasma e no núcleo das CTMs. Em suma, as linhagens CTM-

S e CTM-D são diferentes fisiologicamente. E, nas mesmas concentrações utilizadas de 7-KC 

e de Triol em CTMs foi observado efeito diferente, e em partes, oposto sendo que essa diferença 

é decorrente da origem das células. Além disso, nossos resultados são característicos da ação 

metabólica citotóxica dos oxisteróis 7-KC e Triol nas CTMs.  

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais. Leucemia. Proteínas ABCs. Fenótipos. 

Oxisteróis. 7-cetocolesterol. Medula óssea. 



 

ABSTRACT 

Reichert CO. Characteristics of the action of oxysterols 7-ketocholesterol and 

cholestane-3β,5α,6β-triol on ABCs and LRP transport proteins of mesenchymal stem cells 

derived from bone marrow of patients with acute myeloid leukemia [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo;” 2023. 

The ABCs and LRP (Lung resistance-related protein) proteins transport lipids and xenobiotics, 

and are associated with the multidrug resistance phenotype. Mesenchymal stem cells (MSC) 

are multipotent cells present in the bone marrow and are part of the hematopoietic niche. 

Phenotypic changes in MSCs are related to the progression of acute myeloid leukemia (AML). 

The oxysterols, 7-KC and Triol, are derived from cholesterol; and have functions in cell 

signaling, proliferation and death. Therefore, this study evaluated the action of 7-KC (30 µM, 

50 µM and 70 µM) and Triol (20 µM, 30 µM and 40 µM) on proteins ABC-A1, ABC-D4, 

ABC-G1, ABC -G2 and LRP and, in their respective modulation pathways, LXR-α/β and Sonic 

Hedgehog (SHh), from MSCs derived from bone marrow of patients with AML (MSC-D), 

being used as control MSCs in healthy individuals (MSC-S). First, it was observed that the 

amount of LRP, ABC-A1 and the LXR-β receptor were decreased in MSC-D, while there was 

an increase in oxidized glutathione and proteins related to resistance to apoptosis, proliferation 

and cell invasion: survivin, the SHh receptor, the SMO protein, Gli3 and CD147 −ABC-G2 

protein co-receptor− respectively. Then, after treatment with 7-KC for 24 hours, it was observed 

that in MSC-S there was an increase in ABC-A1 at a concentration of 30 µM, and translocation 

of the SMO protein to the nucleus; with 70 µM of 7-KC, an increase in survivin, oxidized 

glutathione and a decrease in LRP protein was observed. These effects were not observed in 

MSC-D treated with 7-KC. In both strains, it was observed that, at the molecular level, 

treatment with 7-KC influenced the process of mitochondrial fusion and fission. Treatment with 

Triol for 24 hours decreased the amount of ABC-A1 and its modulator, the LXR-β receptor in 

MSC-S. These results were associated with an increase in SMO protein and its translocation to 

the nucleus in a 20 µM contraction. This effect was not observed in MSC-D. In both strains 

treated with Triol there was an increase in oxidized glutathione and a decrease in reduced 

glutathione. Furthermore, at the molecular level, an inversion in the metabolic process of 

mitochondrial fusion and fission was observed, while in MSC-S there was an increase in the 

expression of genes related to fusion, in MSC-D there was increase in genes related to fission. 

In MSC-D treated with Triol, an increase of ABC-D4 in the cytoplasm was observed; and LRP 

increase only in the 20 µM Triol concentration, followed by a decrease in the 30 µM and 40 

µM Triol concentrations. These effects were not observed in MSC-S. Treatment with 40 µM of 

Triol increased the amount of CD147 in MSC-D and decreased in MSC-S. Here, the ABC-D4 

protein was found to be present in the cytoplasm and nucleus of MSCs. In summary, the MSC-

S and MSC-D strains are physiologically different. And, in the same used concentrations of 7-

KC and Triol in MSCs, a different effect was observed, and in parts, opposite, being that this 

difference is due to the origin of the cells. Furthermore, our results are characteristic of the 

cytotoxic metabolic action of the oxysterols 7-KC and Triol on MSCs. 

Keywords: Mesenchymal stem cells. Leukemia. ABC proteins. Phenotypes. Oxysterols. 7-

Ketocholesterol. Bone marrow 
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TMD: Transmembrane domain 
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1. INTRODUÇÃO 

 A ausência, ou diminuição do efeito da quimioterapia continua sendo um desafio no 

tratamento de indivíduos portadores de leucemia mieloide aguda (LMA), que mesmo em 

acompanhamento clínico-terapêutico sofrem de doença persistente, recidivas e doença residual 

mínina (1). O fenótipo de resistência a múltiplas drogas, ou MDR (Multidrug Resistance), é 

caracterizado pela falha terapêutica devido à falta de resposta biológica esperada a fármacos 

com estruturas, mecanismos de ação e classes terapêuticas diferentes durante o período do 

tratamento quimioterápico realizado pelo paciente. Dentre os mecanismos associados ao 

fenótipo MDR, o aumento da expressão de proteínas de efluxo ABCs (Adenosine 

triphosphate-Binding Cassette) e LRP (Lung Resistance-related Protein) em células 

leucêmicas, são uns dos mais frequentes associados ao fracasso da quimioterapia e à crise 

blástica (2–5). 

 Além disso, alterações no microambiente medular entre as células-tronco 

hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais (CTM) também estão associados a 

recidivas e falhas na quimioterapia. Sabe-se que alterações fenotípicas em células-tronco 

mesenquimais mantém um ambiente permissível ao desenvolvimento do clone leucêmico, bem 

como à progressão, proliferação e invasão de células leucêmicas (6, 7). Até hoje não se sabe se 

a alteração de determinados fatores nas células-tronco mesenquimais favorecem o 

desenvolvimento de um clone leucêmico que promove a LMA, ou se o desenvolvimento do 

clone leucêmico altera as células-tronco mesenquimais. O que se sabe é que ambas se 

encontram alteradas e proporcionam um nicho hematopoiético próprio para o desenvolvimento 

da LMA, com alterações na expressão de proteínas e com fenótipo MDR (8, 9). 

 Os oxisteróis são compostos derivados da oxidação enzimática e não-enzimática da 

molécula do colesterol (10). Em condições fisiológicas, são encontrados em concentrações 

baixas a moderadas no corpo humano. Esses compostos apresentam características biológicas, 

descritas in vitro e in vivo, e atuam como mediadores para induzir vias de sinalização 

intracelular envolvidas no crescimento, na renovação, na diferenciação e na morte celular. Os 

oxisteróis são indutores e/ou inativadores de genes e fatores de transcrição, bem como são 

moduladores de proteínas ABCs através da ligação a receptores nucleares e de proteínas 

plasmáticas (11, 12). 

 Em um estudo conduzido por Silva et al., (13) foi demonstrada a ação apoptótica e a 

citotoxidade do 7-cetocolesterol (7-KC:7-ketocholesterol) em células-tronco mesenquimais 

derivadas do tecido adiposo, através da hiperpolarização da membrana mitocondrial e 
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desorganização da actina. Em 2019, nosso grupo de pesquisa descreveu a ação citotóxica do 

7-KC na morte celular em células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea de 

indivíduos com LMA, observando a indução simultânea da apoptose e da autofagia associadas 

ao aumento de espécies reativas do oxigênio (ERO) e ativação da via de sinalização Sonic 

Hedgehog (SHh) (14). 

 Sendo assim, a adequação e a utilização de determinados oxisteróis como potenciais 

fármacos e/ou como adjuvantes no tratamento da LMA pode ser um aliado na quimioterapia 

tradicional, por meio da alteração na expressão de proteínas relacionadas ao fenótipo MDR em 

células-tronco mesenquimais de indivíduos com leucemia mieloide aguda. 

 Dessa forma, a hipótese testada no desenvolvimento deste trabalho foi que o tratamento 

com os oxisteróis 7-KC e Triol por um período de 24 horas apresenta efeito, in vitro, na 

quantidade das proteínas ABCs e LRP, bem como em suas respectivas vias de modulação, em 

células-tronco mesenquimais derivadas de pacientes com LMA. 

 

1.1 Objetivo 

 Verificar o efeito do tratamento com os oxisteróis 7-KC e Triol nas proteínas 

transportadoras ABC e LRP de células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea de 

pacientes com leucemia mieloide aguda.
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Fenótipo de resistência a múltiplas drogas  

 Atualmente, sabe-se que vários mecanismos se encontram envolvidos no 

desenvolvimento do fenótipo MDR em células tumorais, tais como o processo de transição 

epitelial-mesenquimal (15), o ciclo celular alterado, e as vias de sinalização intracelular 

relacionadas a morte e sobrevivência celular (16, 17). Outro fator importante associado ao 

fenótipo MDR são as alterações presentes no metabolismo extra e intracelular de fármacos: o 

sequestro em organelas como os lisossomos, a diminuição da captação, alteração do alvo 

molecular e aumento do efluxo de fármacos por proteínas transportadoras presentes na 

membrana celular (18, 19). 

 Inicialmente, o fenótipo MDR associado as proteínas de bombas de efluxo foi atribuído 

à glicoproteína P ou ABC-B1, codificada pelo gene ABCB1 ou MDR1. A proteína ABC-B1, faz 

parte da família de proteínas transportadoras ABC, subfamília ABC-B. A expressão de 

ABC-B1 foi descrita em culturas de células de carcinoma humano KB (carcinoma epidermoide 

de boca) no final da década de 1980 (20). É a principal proteína atribuída à resistência a 

doxorrubicina (21). O aumento da expressão do gene MDR1 tem sido associado a vários 

mecanismos envolvendo o fenótipo MDR, incluindo a atividade alterada de fatores de 

transcrição, rearranjo gênico e/ou mudança de metilação na região promotora do gene (22). 

 A expressão da proteína ABC-B1 é diversificada tanto em células tumorais, quando em 

células e tecidos saudáveis com metabolismo elevado. Fisiologicamente, ela mantém a 

homeostase celular/tecidual através do efluxo de compostos tóxicos presentes no citoplasma, 

decorrentes do metabolismo (anabolismo e catabolismo) celular (23, 24). A proteína ABC-B1 

é amplamente expressa em células embrionárias e na placenta, bem como em células-tronco 

presentes na medula óssea (23, 24). 

 Após a descrição e a associação da proteína ABC-B1 à resistência aos quimioterápicos, 

foi observado que várias linhagens de células tumorais quimiorresistentes não expressavam 

ABC-B1, sendo atribuído o fenótipo MDR a outras proteínas transportadoras pertencentes a 

família ABC e as proteínas vaults (25). Este trabalho está concentrado nas proteínas: ABC-A1, 

ABC-D4, ABC-C1, ABC-C2, ABC-G1, ABC-G2 e LRP 

 

2.1.1 Família de proteínas ABCs  

 As proteínas de efluxo ABCs fazem parte de uma grande família de proteínas presentes 

em vários órgãos dos sistemas humano. São proteínas transmembranares, que apresentam 
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interação com o meio extra e intracelular, sendo responsáveis pelo transporte de diversos 

substratos, bem como, por auxiliar na estruturação e como receptoras na sinalização celular 

(26). As proteínas ABCs estão amplamente presentes tanto nas membranas celulares e no 

núcleo, quanto nas membranas de organelas citoplasmáticas: retículo endoplasmático, 

lisossomos, complexo de Golgi, endossomos, peroxisomos e nas mitocôndrias (27). 

 Em humanos, as proteínas ABCs estão classificadas em sete subfamílias (A-G). A 

classificação é baseada nas sequências de aminoácidos do domínio protéico em que ocorre a 

ligação ao ATP (Adenosine TriPhosphate) (28–30). A ligação ao ATP é necessária para que 

seja gerada energia a partir de sua hidrólise, sendo esta utilizada para translocar substratos 

específicos por meio das membranas de organelas e das células. Sabe-se que 49 genes codificam 

as proteínas ABCs em humanos (28–30). 

 A estrutura global de uma proteína ABC consiste em quatro domínios. As proteínas 

apresentam dois domínios transmenbranares (TMD) e dois domínios de ligação ao nucleotídeo 

(NBD), denominados de domínio ABC. Ademais, os quatro domínios podem estar presentes 

em quatro polipeptídeos separados ou em um ou dois polipeptídeos de múltiplos domínios, 

dependendo da subfamília ABC  (31–34). 

 O domínio NBD pode se ligar e/ou hidrolisar o ATP, enquanto o domínio TMD está 

associado ao reconhecimento e transporte de substratos. O processo de efluxo de compostos 

(ou xenobióticos) é caracterizado por alterações conformacionais dinâmicas do transportador 

ABC, que incluem principalmente a dimerização dos domínios NBDs, que levam o efluxo de 

droga devido à hidrólise de ATP e, em seguida, o retorno ao estado basal ou inativo (31–34). A 

figura 1 apresenta o mecanismo de efluxo de um transportador ABC. 

 Estudos de mecanismos de transporte das proteínas ABCs indicam que alguns substratos 

fisiológicos das subfamílias ABCs incluem, dentre outros, sais biliares, lipídeos, colesterol, 

moléculas iônicas, aniônicas, hidrofóbicas e moléculas com tais afinidades e características 

bioquímicas (34, 35). As proteínas ABCs encontram-se envolvidas na resistência a 

quimioterápicos em diferentes tipos de cânceres, principalmente as proteínas pertencentes as 

subfamílias ABC-A, ABC-B, ABC-C e ABC-G (36, 37).  Estas proteínas são capazes de retirar 

as moléculas de quimioterápicos do meio intracelular, transportando-as para o meio 

extracelular, independentemente da concentração, impactando negativamente na resposta ao 

tratamento e na sobrevivência do paciente (38, 39). 
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Figura 1. Mecanismo de efluxo geral de um transportador da família ABC. 

 

Ilustração apresentando a estrutura básica de um transportador ABC. Fonte: A autora. 

 

 

2.1.1.1 Proteínas ABC-A1  

 A proteína ABC-A1 foi o primeiro membro de proteínas de efluxo descrito pertencente 

a subfamília -A (ABC-A). A subfamília ABC-A consiste em 12 membros, denominados de 

ABC-A1 a ABC-A13 (o gene ABCA11 não é funcional em humanos). Todos os membros da 

subfamília ABC-A estão amplamente distribuídos no corpo humano. Sua função fisiológica é 

integrar a homeostase lipídica em diferentes compartimentos das células e dos tecidos. A 

subfamília ABC-A é dividida em dois subgrupos de acordo com sua localização cromossômica 

e análise filogenética. Um subgrupo dá origem a um cluster gênico localizado no cromossomo 

17, sendo formado por cinco genes: ABCA5, ABCA6, ABCA8, ABCA9 e ABCA10. O outro 

subgrupo é composto pelos demais genes: ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA4, ABCA7, 

ABCA12 e ABCA13) localizados em seis cromossomos diferentes (40, 41). 

 O gene ABCA1 encontra-se localizado no cromossomo 9q31.1, é expresso de forma 

ubíqua, e codifica uma proteína de 2.261 aminoácidos, com massa molecular de 220 kD, 

composta por dois domínios de ligação ao ATP altamente conservados, incluindo domínios 

Walker A e B. A região promotora do gene ABCA1 apresenta vários locais de ligação para 

diferentes fatores de transcrição, contendo sete sítios de ligação para o fator de transcrição SP1 
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(Specificity Protein 1) e quatro sítios para ligação de fatores SREs (Sterol Regulatory Element), 

dentre outros. No organismo humano, a função da proteína ABC-A1 é mediar o efluxo de 

colesterol e fosfolípides para as apolipoproteínas (Apo), Apo-A1 e Apo-E com baixo teor de 

lipídeos, formando as lipoproteínas nascentes de alta densidade (HDL) (42). A proteína 

ABC-A1 está presente na membrana plasmática, no retículo endoplasmático, no complexo de 

Golgi e no citoesqueleto. Fisiologicamente, o aumento da expressão da proteína ABC-A1 

ocorre na placenta, fígado, pulmão e glândulas adrenais; enquanto sua hipoexpressão ocorre 

nos rins, pâncreas, hipófise, glândula mamária e na medula óssea (43). 

 A relação direta entre ABC-A1 e a quimiorresistência ainda é controversa. Entretanto, 

alguns estudos indicam que o aumento da expressão de ABC-A1 está associado a um mau 

prognóstico no desenvolvimento do câncer (44, 45).  Hedditch et al., (46), demonstraram que 

o aumento da expressão da proteína ABC-A1 estava associado a baixa sobrevivência em 

pacientes com câncer de ovário epitelial seroso. Ademais, a supressão da proteína ABC-A1 

inibiu o crescimento e a migração de células de câncer de ovário in vitro (46). A expressão 

elevada da proteína ABC-A1 no câncer colorretal levou à transição epitelial para mesenquimal 

e aumento da invasão celular por meio da estabilização da caveolina-1 (47). Brevemente, a 

transição epitélio-mesenquimal no câncer é o processo em que células tumorais primárias não 

invasivas passam por uma mudança fenotípica com alterações de marcadores de superfície e 

vias de sinalização e, em seguida, apresentam características de migração e invasão, instalando 

o processo de metástase em diferentes órgãos e tecidos distantes do tumor de origem (48). Em 

células de câncer de mama triplo-negativo, a inibição da proteína ABC-A1 levou à apoptose 

mediado por doxorrubicina, associada a desregulação da homeostase do colesterol (49). 

 

2.1.1.2 Proteínas ABC-C1 e ABC-C2 

 As proteínas ABC-C1 e ABC-C2 fazem parte da subfamília ABC-C, também 

denominadas de família MRP (Multidrug Resistence-associated protein). A subfamília ABC-C 

é composta por treze proteínas, sendo que nove proteínas (ABC-C1 a ABC-C9) estão associadas 

ao fenótipo MDR em diversos tipos diferentes de tumores (50). As demais proteínas fazem 

parte dos receptores SURs (sulfonylurea receptors) e CFTR (cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) (51).  

 A primeira proteína descrita que compõe a subfamília -C foi a proteína ABC-C1, 

encontrada na linhagem celular NCI-H69, uma linhagem celular multirresistente derivada de 

câncer de pulmão de pequenas células (52). A proteína ABC-C1 é codificada pelo gene ABCC1 
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presente no cromossomo 16p13.11. É uma glicofosfoproteína composta de 1.531 aminoácidos 

que atua como um transportador ativo de efluxo presente na membrana plasmática (52). 

 Fisiologicamente, a principal ação de transporte da ABC-C1 é o efluxo da glutationa 

(GSH) intracelular e de seus derivados metabólitos endógenos e exógenos que contém GSH em 

sua estrutura. A ABC-C1 atua na resposta inflamatória através do transporte de mediadores 

inflamatórios, tais como: a) leucotrieno C4 e prostaglandina E2; b) efluxo de metabólitos 

gerados na fase 2 do metabolismo de fármacos (conjugados com glutationa, glicuronídeo ou 

com sulfatos); e c) no mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (51, 53). A proteína 

ABC-C1 é expressa de forma ubíqua no corpo humano, está presente em maior concentração 

na barreira hematoencefálica; na placenta e em todas as fases do desenvolvimento do embrião 

(53, 54). 

 Em células de fibrossarcoma humano, Lorico et al., (55) demonstraram que a glutationa 

intracelular pode atuar como um cofator na resistência mediada por ABC-C1 a oxiânions de 

metais pesados. A atividade da proteína ABC-C1 é diretamente proporcional ao conteúdo de 

GSH presente nas células. Em cultura de células com fenótipo MDR, uma estratégia utilizada 

para reverter a quimiorresistência, além da inibição da ABC-C1 com verapamil e ciclosporina 

A, é ativar o efluxo de GSH, induzindo a morte celular devido ao aumento do estresse oxidativo 

induzido por peróxido de hidrogênio (H2O2) (56). 

 O aumento na expressão proteica da ABC-C1 induz o efluxo de antraciclinas 

(doxorrubicina e daunorrubicina), alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina), e do 

etoposídeo, aumentando a quimiorresistência (22, 57, 58). As sondas de fluorescência 

(rodamina 123 e calceína, por exemplo) também são considerados substratos para a proteína 

ABC-C1 (56). 

 A proteína ABC-C2 ou MRP2 foi o segundo membro descrito pertencente subfamília 

ABC-C. O gene ABCC2 presente no cromossomo 10q24, possui 32 exons, e codifica uma 

glicoproteína de membrana integral com aproximadamente 190 kD. Estruturalmente, a proteína 

ABC-C2 apresenta três domínios TMDs e dois domínios NDBs. É expressa majoritariamente 

na membrana canalicular das células hepáticas, nos rins, intestino, pulmão, placenta e na 

barreira hematoencefálica (59, 60). 

 A proteína ABC-C2 é necessária na proteção celular, sendo responsável pelo transporte 

de conjugados aniônicos endógenos e exógenos na excreção renal. Além disso, é responsável 

pela secreção de sais biliares conjugados na bile (61). Semelhantemente à ABC-C1, a 

hiperexpressão de ABC-C2 está envolvida no fenótipo MDR em células tumorais; ambas 

compartilham os mesmos substratos quimioterápicos (62). 
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2.1.1.3 Proteína ABC-D4 

 A proteína ABC-D4, é codificada pelo gene ABCD4, presente no cromossomo 14q24.3 

e pertence à subfamília ABC-D. Quando descrita, a proteína ABC-D4 foi considerada uma 

proteína peroxissomal devido à elevada similaridade estrutural com as proteínas ABC-D1, 

ABC-D2, ABC-D3 localizadas nos peroxissomos (63, 64). Essas proteínas, respectivamente, 

estão envolvidas no transporte de ácidos graxos de cadeia longa e muito longa, dos derivados 

da ação da coenzima A (CoA), e no transporte de acil-CoA de cadeia ramificada. Na membrana 

dos peroxissomos, as proteínas ABC-D1, ABC-D2 e ABC-D3 se dimerizam para formar um 

transportador ativo, uma vez que são denominadas de “meios-transportadores ABCs” (65). 

 A proteína ABC-D4 está presente na membrana dos lisossomos, colocalizada entre as 

proteínas LAMP1 (Lysosomal-associated membrane protein 1) e LMBD1, também pode ser 

encontrada em menor concentração no retículo endoplasmático (66). É considerada um 

meio-transportador homodimérico expresso de forma ubíqua, contendo 2, 9 e 6 hélices 

transmembranas com extensões citosólicas. Na ligação da ABC-D4 com a molécula de ATP, o 

domínio transmembranar fica aberto ao lisossomo e os domínios de ligação ao nucleotídeo 

formam dímeros de cabeça-a-cauda com duas moléculas de ATP na interface do dímero. O 

domínio transmembranar forma uma cavidade, delimitada por resíduos hidrofóbicos na entrada, 

e é fechada no limite do citosol (66). 

 Até hoje pouco se sabe sobre a função fisiológica da proteína ABC-D4. No entanto, 

mutações no gene ABCD4 estão associadas a defeitos hereditários no metabolismo da 

cobalamina (vitamina B12) intracelular nos lisossomos e ao desenvolvimento de anemia 

megaloblástica, sugerindo que ela possa estar envolvida no transporte de cobalamina (67–69). 

Entretanto, não foi demonstrado de forma direta que a cobalamina é um substrato para a 

ABC-D4. É possível que a proteína ABC-D4 seja uma proteína reguladora necessária para a 

função da proteína LMBD1, realizando o transporte de cobalamina. Alternativamente, a 

proteína LMBD1 pode ser uma proteína acessória, necessária para o tráfego lisossomal de 

cobalamina via ABC-D4 (70). 

 Por meio de análises de imunoprecipitação e microscopia confocal em células de 

hepatoma humano, em células renais embrionárias, e células de ovário de hamster 

chinês, Kawaguchi et al., (71) demonstraram que ABC-D4 estava presente em lisossomos e no 

retículo endoplasmático, e que interagia diretamente com a proteína LMBD1; ABC-D4 foi 

localizada nos lisossomos de maneira dependente da capacidade de direcionamento de LMBD1 

lisossomal. Além disso, o knockout do gene LMBRD1 perturbou a localização de ABC-D4 nos 
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lisossomas, mas não no retículo endoplasmático (ER). A translocação de ABC-D4 do retículo 

endoplasmático para os lisossomos requer, pelo menos em parte, interação com a LMBD1 (66, 

71). 

 

2.1.1.4 Proteínas ABC-G1 e ABC-G2 

 A proteína ABC-G1 foi a primeira proteína da subfamília ABC-G a ser descrita, seguido 

pela descrição da proteína ABC-G2. A subfamília ABC-G possui cincos membros: ABC-G1, 

ABC-G2, ABC-G4, ABC-G5 e ABC-G8. Estruturalmente, os membros ABC-Gs apresentam 

um único domínio ABC na região N-terminal, seguida por seis domínios transmembranar; para 

se tornarem funcionalmente ativos, é necessário que ocorra a homo e/ou heterodimerização. As 

proteínas ABC-G1, ABC-G4, ABC-G5 e ABG-G8 são transportadores ligados ao efluxo de 

colesterol, de fosfolípides e de lipídios (36, 72). 

 A proteína ABC-G1 é um regulador do colesterol e do transporte de fosfolipídios, 

principalmente em macrófagos. A região promotora do gene ABCG1, localizado no 

cromossomo 21q22.3, contém elementos de silenciamento que podem mediar a repressão 

transcricional funcional; apresenta locais de ligação ao fator de transcrição SP1, ao NF- ĸB 

(factor nuclear-kappa B), ao elemento de resposta a esterol (ERE) e locais de ligação dos 

receptores nucleares LXR (Liver X Receptor) e RXR (Retinoid X Receptor). Essas regiões são 

consideradas responsivas ao hidroxicolesterol e ao ácido retinóico (73). 

 A proteína ABC-G2, também denominada de BCRP (Breast cancer resistance protein), 

é codificada pelo gene ABCG2, no cromossomo 4q22.1. A região promotora do gene ABCG2 

não possui elemento de resposta ao esterol. Diferente dos demais membros da subfamília 

ABC-G, a proteína ABC-G2 não é um transportador de lipídios e/ou colesterol (36, 72). 

Entretanto, há regiões de elementos reguladores positivos e negativos da transcrição gênica 

associados ao transporte de xenobióticos. A proteína ABC-G2 está ancorada na membrana 

plasmática. Fisiologicamente, é uma proteína transportadora de alta capacidade para a excreção 

de ácido úrico no rim, fígado e no intestino (74). 

 A proteína ABC-G2 foi descrita em 1998 por Doyle et al., na linhagem celular MCF-7 

de câncer de mama multirresistente a mitoxantrona, doxorrubicina e daunorrubicina (75). Em 

meados de 2011, Qin et al., (76) relataram que a quimiorresistência à doxorrubicina, observada 

em células de linfoma primário de efusão, era devido ao aumento da expressão de ABC-G2 na 

membrana celular, induzida positivamente pelo receptor CD147 ( também conhecido como 

EMMPRIN (Extracelular Matrix Metalloproteínase-Indutor)) – uma glicoproteína 
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transmembranar membro da superfamília de receptores de imunoglobulinas − havendo 

co-interação entre ambos e, como consequência, inibição da apoptose celular (76). 

O domínio transmembranar do receptor CD147 interage com a proteína ABC-G2, 

auxiliando no processo de dimerização e na translocação da ABC-G2 do citoplasma para a 

membrana celular via PI3K /AKT/mTOR, e confere resistência ao metotrexato (76–79). Além 

disso, foi demonstrado aumento da expressão de ABC-G2 e CD147 em “side population” em 

uma linhagem celular de carcinoma de células escamosas oral, resistentes ao 5-fluorouracil 

(80). Ademais, em várias linhagens de células tumorais multirresistentes foi observado que o 

aumento da expressão da proteína ABC-G2 é regulado positivamente através da ativação da via 

de sinalização Sonic Hedgehog e da via Wnt/β−catenina (79, 81–85). A via de sinalização Sonic 

Hedgehog será descrita posteriormente, no item oxisteróis. 

 

2.1.2 Proteína LRP   

 A proteína LRP (Lung resistance-related protein) foi descrita em células de câncer de 

pulmão multirresistente negativas para ABC-B1 (86). A proteína LRP é localizada no 

citoplasma celular, podendo ser encontrada em menor quantidade nos poros do núcleo e no 

nucleoplasma. A LRP medeia o efluxo de moléculas quimioterápicas e de xenobióticos por 

meio de vesículas citoplasmáticas ou de bombas (86). A proteína LRP possui aproximadamente 

110 kD e é codificada pelo gene MVP, presente no cromossomo 16p11.2. A região promotora 

do gene MVP possui um sítio de ligação para a proteína p53 e para o fator de transcrição SP1 

(87). 

 A proteína LRP é a maior proteína pertencente às vaults, que são ribonucleoproteínas 

com estruturas semelhantes a um “barril oco”, com dimensões de aproximadamente 57 e 32 nM 

e massa nuclear de 13 KDa. A LRP é também denominada de MVP (major vault protein). 

Fazem parte dessa família: um pequeno RNA (VTRNA1-1) e duas proteínas menores, PARP4 

(Poly (ADP-Ribose) Polymerase Family Member 4) e TEP1 (Telomerase Associated Protein 1) 

(88). 

 O agrupamento de 78 cópias da proteína LRP dá origem ao compartimento denominado 

de vault, uma organela citoplasmática com o interior oco. No interior da organela encontram-

se as proteínas PARP4 e TEP1 (88). 

 A expressão da LRP é variável de acordo com o tecido e função celular. Em condições 

fisiológicas, a LRP é elevada no revestimento epitelial dos bronquíolos e do trato digestivo 

superior e inferior, túbulos proximais renais, queratinócitos e melanócitos epidérmicos, 

macrófagos e córtex adrenal. No entanto, em tecidos tumorais quimiossensíveis a expressão de 

https://omim.org/geneMap/16/310?start=-3&limit=10&highlight=310
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LRP é cerca de 5 a 8 vezes inferior quando comparado a tecidos tumorais quimiorresistentes 

(86). 

 A proteína LRP interage com proteínas oncológicas, com o receptor de estrogênio, bem 

como vias envolvidas na proliferação, invasão, migração e resistência celular como a via PI3K 

/ AKT / MAPK / ERK, via mTOR/S6K1, vias de sinalização Notch e a via Sonic hedgehog 

(32).  

 

2.2 Oxisteróis  

2.2.1 Origem e formação dos oxisteróis  

 Os oxisteróis são esteróis derivados da oxidação da molécula de colesterol. O colesterol 

(C27H46O) é um dos principais constituintes das biomembranas. Está envolvido em processos 

fisiológicos de sinalização, proliferação, morte celular e no fenótipo MDR (10, 18). O colesterol 

possui uma estrutura tetracíclica hidrofóbica, um núcleo de esterol contendo um grupo 

β-hidroxila na posição 3 e uma cadeia lateral iso-octila ramificada. Devido à sua alta 

distribuição corporal e sua estrutura tridimensional, a molécula de colesterol pode ser oxidada 

a oxisteróis por espécies reativas de oxigênio e radicais livres (através da reação não 

enzimática), ou por biotransformação devido à ação de enzimas (formação enzimática), tais 

como: oxidoredutase, hidrolases e redutases (89, 90). 

 Os oxisteróis apresentam em sua estrutura um ou mais átomos de oxigênio ligados à 

estrutura anelar ou à cadeia lateral, podendo ser um álcool, uma cetona, um epóxido, um 

carboxil, ou um grupamento hidroxiperoxi. Estruturalmente, esses compostos apresentam 

alguma similaridade; entretanto, suas funções fisio e patológicas são distintas (91–93). 

 Em humanos, os oxisteróis são intermediários na via de formação de ácidos biliares, 

através da oxidação do colesterol e da biossíntese de hormônios esteroides, bem como são 

produtos de auto oxidação do colesterol presente nos tecidos e membranas celulares, 

especialmente sob condições de estresse oxidativo (91–93). 

 A manutenção e homeostase dos oxisteróis ocorre por meio da dieta e pela oxidação do 

colesterol através de ação enzimática ou não-enzimática.  Por meio da ação enzimática, o 

processo de formação de oxisteróis ocorre através da ação da família de proteínas pertencentes 

ao citocromo P450 (CYP450), as quais oxidam o colesterol endógeno, acrescentando oxigênio 

a sua estrutura, com subsequente formação de oxisteróis. Os oxisteróis provenientes da dieta 

são absorvidos no trato gastrointestinal na forma de ésteres e transportados no plasma pelas 

lipoproteínas, principalmente pela LDL (89). 
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 Os 3 principais tipos de oxisteróis endógenos derivados da ação enzimática são o 

4β-hidroxicolesterol (4β-OHC), que pode ser usado como um marcador endógeno da atividade 

das enzimas CYP3A4 e CYP3A5; o 7α-hidroxicolesterol (7α-OHC),  um intermediário na 

biossíntese de ácidos biliares, metabolizado pela 7α-hidroxilase (CYP7A1), uma enzima 

hepática; e os oxisteróis derivados da modificação na cadeia lateral do colesterol (92). 

 Dentre os principais oxisteróis de cadeia lateral encontrados no corpo humano temos o 

25-hidroxicolesterol, que é um subproduto da enzima esterol 27-hidroxilase (CYP27A1), sendo 

este sintetizado por uma hidroxilase específica, a enzima colesterol 25-hidroxilase (CH25H). A 

enzima CH25H utiliza o oxigênio como cofator para a reação de hidroxilação; essa enzima não 

pertence à família das proteínas CYP450. A esterol-27-hidroxilase mitocondrial (CYP27A1) é 

expressa em vários tecidos, principalmente no fígado e em macrófagos. Essa enzima catalisa o 

primeiro passo na via alternativa para a síntese do ácido biliar, produzindo o 

27-hidroxicolesterol (27-OHC), o principal oxisterol encontrado na circulação sanguínea em 

humanos. A hidroxilase do colesterol CYP46 está localizada no retículo endoplasmático, 

particularmente em células neurais, e produz 24(S)-hidroxicolesterol (24-OHC), também 

conhecido como cerebrosterol. O 22(R)-hidroxicolesterol é produzido pela ação da CYP11A1 

durante o primeiro passo da conversão do colesterol em pregnenolona, um precursor da 

produção de hormônio  esteroide (90, 94). 

 A oxidação não enzimática ocorre nas insaturações presentes no anel B do colesterol, 

nas posições alílicas e nos carbonos terciários da cadeia lateral. Essas posições são susceptíveis 

ao ataque de espécies reativas de oxigênio, radicais livres, metais de transição, bem como do 

oxigênio atômico, do ozônio e o cloro molecular, devido ao menor efeito estérico na molécula 

(95).  Os principais oxisteróis originados pela ação não enzimática são: 7-cetocolesterol (7-KC), 

7α-hidroxicolesterol, 7β-hidroxicolesterol, 5α,6α epoxicolesterol, 5β,6β-epoxicolesterol, 

colestane-3β,5α,6β-triol (Triol), 3β,5α-dihidroxi-colestane-6-ona, 20α-hidroxicolesterol, 

3β-hidroxi-5α-colestane-6-ona (93, 96). 

 Devido à presença de grupamentos polares na estrutura molecular, os oxisteróis 

apresentam menor hidrofobia e maiores propriedades anfipáticas, difundindo-se bem através da 

bicamada lipídica das biomembranas. A taxa de difusão é dependente da concentração. Um 

determinado percentual de oxisteróis endógenos e exógenos residem na membrana plasmática 

em microdomínios de membrana (ou lipids rafts) ricos em colesterol, esfingomielina, 

fosfatidilcolina e proteínas (97). 

 O interesse em estudar a ação dos oxisteróis em diferentes tipos de células vem das 

descobertas, in vitro e in vivo, da ação biológica no desenvolvimento de algumas doenças, como 
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aterosclerose, doenças neurodegenerativas e em alguns tipos de câncer. Atualmente, sabe-se 

que os oxisteróis desempenham um papel importante na modulação da expressão gênica de 

fatores de transcrição que atuam na homeostase lipídica; transporte reverso de colesterol; 

proliferação celular em vias de sinalização relacionadas à morte apoptótica, autofagia e 

aumento de espécies reativas de oxigênio (11, 98–101). 

 Oxisteróis, predominantemente o 7-KC, exercem efeitos na indução de morte celular 

apoptótica. A indução da apoptose por oxisteróis ocorre através de duas vias: a via dependente 

do receptor de morte, também denominada de via extrínseca; ou a via mitocondrial, denominada 

de via intrínseca. Os oxisteróis podem induzir a apoptose por ambas as vias, no entanto, a 

extrínseca é mais limitada (13, 90, 98, 100, 101). 

 As vias de sinalização celular induzida por oxisteróis envolvem vários fatores de 

transcrição, dentre os quais, encontram-se o SREBP (sterol regulatory element-binding 

proteins), NF-κB, receptores Toll like, Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), LXRs, 

RXR, PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors), ROR (retinoic acid 

receptorrelated orphan receptor), receptores de estrogênio, e a via SHh (97, 102). Aqui serão 

descritas apenas as vias relacionadas às células-tronco mesenquimais: LXR e SHh 

 

2.2.2 Oxisteróis e vias de sinalização intracelular 

2.2.2.1 Receptores nucleares LXR 

 Os receptores LXR (Liver X Receptors) foram descritos em meados da década de 1990 

como heterodímeros dos receptores RXR (Retinoid X Receptors). A princípio, os receptores 

LXR foram considerados como receptores órfãos, pois não havia ligantes endógenos e 

exógenos descritos. Entretanto, foram realocados para a classe de receptores nucleares com a 

descoberta de que o 22(R)- hidroxicolesterol, o 24(S)-hidroxicolesterol e o 

24(S),25-epoxicolesterol são ligantes dos receptores LXR in vivo. Brevemente, os receptores 

nucleares são compostos por 48 receptores, os quais possuem homologia em domínios 

estruturais e função. Eles são conhecidos como fatores de transcrição induzíveis por ligantes 

lipofílicos. Os receptores nucleares apresentam 5 domínios: uma região N-terminal variável, 

uma região de ligação ao DNA, uma região variável, um domínio de ligação ao ligante e uma 

região C-terminal variável (103). As funções biológicas de ativação, síntese e tráfego de lipídios 

intra e extracelular de receptores nucleares são reguladas pelo colesterol, oxisteróis, 

esfingolipídios, fosfolipídios, fosfatidilcolina, glicocorticoides, ácidos graxos, ácido retinóico 

e vitamina D, entre outros ligantes (97, 103). 
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 Atualmente, sabe-se que existem duas isoformas de LXR: LXR-α e LXR-β (codificadas 

pelos genes Nr1h3 e Nr1h2, respectivamente), com homologia estrutural de aproximadamente 

77% (104). O LXR-α induzível é altamente expresso em tecidos metabolicamente ativos, como: 

fígado, glândula adrenal, intestino, tecido adiposo, macrófagos, pulmão e rim, enquanto o 

LXR-β é expresso em todos os tipos de tecido ou células, sendo considerado ubíquo (105). 

 A análise da relação estrutura-atividade entre a ligação de uma molécula de oxisterol e 

os receptores LXRs, demonstrou que a presença do grupo hidroxila na cadeia lateral do 

oxisterol é necessária para a ligação e ativação de alta afinidade dos receptores LXR, 

independente da isoforma. Porém, a introdução de um átomo de oxigênio no anel B da molécula 

de esterol resulta em um ligante com seletividade a isoforma LXR-α (106). 

 No núcleo, os receptores LXR permanecem heterodimerizados com os receptores RXR. 

O complexo LXR-RXR está ligado ao elemento responsivo LXR (LXRE) no DNA, uma região 

de repetição direta 4 (DR4), reconhecida como a sequência de consenso 

(5′-AGGTCA-NNNN-AGGTCA-3′) (104). 

 Na forma inativada, o complexo LXR-RXR está associado a corepressores (complexos 

contendo NCoR ou SMRT) que suprimem a expressão genética. Entretanto, a ligação de 

oxisteróis ao complexo LXR-RXR gera uma cascata de sinalização, com recrutamento de 

coativadores como o P300, CBP (Cre-element binding protein) e SRC-1 (steroid receptor 

coactivator 1), resultando na transcrição gênica de proteínas e fatores associados à regulação 

do metabolismo lipídico, incluindo colesterol, e de proteínas ABCs (90, 107).  

 Além disso, os oxisteróis controlam a absorção do colesterol (via LXR-RXR) por meio 

do aumento da expressão de proteínas ABC), principalmente da subfamília ABC-A (A1) e 

ABC-G (G1, G5 e G8). Os receptores LXRs podem modificar a transcrição de genes-alvo que 

participam da sobrevivência, metabolismo e migração de células tumorais (108–112), figura 2. 
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Figura 2. Ativação da via de sinalização LXR por oxisteróis. 

 
 

 Fonte: A autora. 

 

 

2.2.2.2 Via de sinalização Hedgehog 

 A via de sinalização Hedgehog (Hh) é responsável pela organização, desenvolvimento, 

proliferação e diferenciação celular no período embrionário. Os homólogos de mamíferos de 

Hh incluem três proteínas: Sonic Hedgehog (SHh), Indian Hedgehog (IHh) e Desert Hedgehog 

(DHh). A sinalização de SHh permanece quiescente em tecidos de mamíferos adultos. No 

entanto, em vários tecidos adultos, a sinalização SHh se torna ativa durante a diferenciação, 

proliferação e manutenção de células-tronco (113). 

 Em humanos, a sinalização de SHh depende do cílio primário, uma organela que forma 

microtúbulos projetando-se para fora da membrana plasmática. Os componentes da via de SHh 

se movem e se acumulam no cílio em diferentes estágios durante a sinalização (114, 115). A 

sinalização de SHh inicia quando o ligante SHh une-se ao receptor Patched1 (Ptch1), 

inibindo-o. Quando a via está inativa, Ptch1 suprime a expressão de Smoothened (SMO). 

Quando Ptch1 é inibido, ocorre a ativação do receptor SMO. Em seguida, uma cascata de 

sinalização inicia, com o recrutamento e ativação da família de fatores de transcrição do 

oncogene associado ao glioma (GLI). O complexo proteíco Sufu é um dos principais inibidores 

da via do SHh, que se liga às proteínas Gli1, Gli2, Gli3, inativando-as nos proteossomas. O 

SMO ativo inibe o processamento das proteínas Glis, que migram para o núcleo e atuam como 

fatores de transcrição das proteínas ABC-A1, ABC-G1 e ABC-G2 (83, 100, 114,115), figura 3. 



36 

 

Figura 3. Via de sinalização Sonic Hedgehog ativada por oxisteróis.  

 
 

Fonte: A autora. 

 

 

 A proteína SMO, um receptor acoplado à proteína G (GPCR) da classe Frizzled (classe 

F), contém dois locais distintos de ligação ao ligante: domínio transmembranar (TMD) e 

domínio rico em cisteína (CRD). Ambos são separados por domínio de ligação intermediário, 

o que estabiliza o estado inativo do SMO e o mantém na membrana plasmática (116). 

 Além disso, a inativação de Ptch1 por SHh permite que esteróis/oxisteróis ativem 

diretamente o receptor SMO. Em células humanas, os oxisteróis 24(S), 25-epoxicolesterol são 

ligantes endógenos de Ptch1, que podem estimular a via de sinalização Hedgehog e ativá-la via 

SMO (117,118). O domínio CRD extracelular do receptor SMO é o local de ação para o 

colesterol e oxisteróis, incluindo: 20(S)-hidroxicolesterol, 7-ceto-25-hidroxicolesterol e 

7-ceto-27-hidroxicolesterol, ativarem a via de sinalização SMO (116). A ativação de SMO por 

oxisteróis pode ser independente da modulação por ciclopamina e da regulação mediada por 

Ptch1 na via de SHh (119,120).  A via de sinalização SHh e SMO estão associados às vias 

Wnt/β-catenina e RUNX relacionados a diferenciação e proliferação celular (121, 122).  

 

2.3 Células-tronco 

 As células-tronco são células indiferenciadas e apresentam a capacidade de 

autorrenovação. Elas podem se diferenciar em diversas células que compõem os tecidos, desde 

os tecidos mais simples aos mais complexos. As células-tronco são classificadas de acordo com 

o grau de plasticidade celular. Dessa forma, encontra-se descrito na literatura, tipos distintos de 

células-tronco: totipotentes, pluripotentes, multipotentes e as unipotentes, sendo que, cada 
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classe de células-tronco apresenta diferentes graus quanto ao seu potencial de diferenciação 

celular (123, 124). 

 As células-tronco totipotentes são oriundas do embrião, após as primeiras 72 horas de 

fecundação. São células que apresentam maior poder de plasticidade, ou seja, podem originar 

células do folheto embrionário e extraembrionário, que formam a placenta e os anexos 

embrionários, responsáveis pelo suporte e manutenção da vida para o desenvolvimento do 

embrião (125). 

 As células-tronco pluripotentes são encontradas na fase do desenvolvimento do 

embrião denominada blastocisto, no período aproximado de sete a doze dias após a fecundação. 

As células-tronco pluripotentes, através de determinados estímulos, diferenciam-se dando 

origem às células dos folhetos germinativos; o endoderma, o mesoderma e o ectoderma (126). 

 As células-tronco multipotentes apresentam capacidade de diferenciação limitada, 

podendo dar origem a vários tipos de células dentro de uma determinada linhagem. Essas 

células encontram-se no indivíduo adulto e atuam na homeostase tecidual em que se encontram, 

através do desenvolvimento de novas células, do reparo e proteção do ambiente tecidual  (127, 

128). 

 Quanto à origem das células-tronco, elas podem ser dividas em células-tronco 

embrionárias (CTE) e células-tronco adultas (CTA). As células-tronco embrionárias são 

derivadas do blastocisto, como descrito anteriormente. A capacidade de pluripotência dessas 

células está na expressão dos genes OCT-3/4, Nanog e SOX-2. Esses genes, impedem a 

diferenciação celular, mantendo as células-tronco em estágio G0 do ciclo celular, bem como 

auxiliam na autorrenovação celular e no estado de pluripotência, tanto in vivo quanto em in 

vitro (129, 130). 

 As células-tronco adultas são células multipotentes. São encontradas no organismo 

após o desenvolvimento embrionário. Encontram-se presentes no cordão umbilical, na medula 

óssea, no tecido adiposo, dentre outros. As populações de células-tronco adultas estão presentes 

nos tecidos a fim de manter a regeneração celular e tecidual como, por exemplo, a célula-tronco 

hematopoiética (CTH), que possui a capacidade de autorrenovação e, além disso, pode se 

diferenciar em progenitores de linhagem tardia ou permanecer quiescentes. Essas células 

repõem todas as linhagens celulares sanguíneas por períodos ilimitados. As CTHs existem ao 

lado de vários tipos de células no microambiente da medula óssea ou “nicho” medular (131, 

132). 

 As CTHs originam as linhagens mieloide e linfoide. A diferenciação inicial da 

linhagem mieloide ocorre com a formação do monoblasto, proeritroblasto, megarioblasto e o 
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mieloblasto; a linfoide, com a diferenciação em linfoblasto. Em condições fisiológicas, essas 

células jovens, denominadas genericamente de blastos, estão presentes apenas na medula óssea 

(133–135). 

 Considera-se que várias células do estroma formam o microambiente de suporte da 

medula óssea em que as CTHs podem crescer, sofrer diferenciação,  maturação ou permanecer 

quienecentes. As células que formam o nicho da célula-tronco na medula óssea incluem células-

troncos mesenquimais (CTMs), adipócitos, osteoblastos, fibroblastos, células endoteliais, 

macrófagos teciduais e osteoclastos. Essas células são derivadas de CTMs ou de CTHs (136, 

137). 

 As CTMs são células multipotentes adultas semelhantes a fibroblastos, envolvidas na 

manutenção do microambiente e, portanto, na homeostase tecidual. As células-tronco 

mesenquimais podem ser derivadas da medula óssea, sangue do cordão umbilical, placenta ou 

tecido adiposo, entre outras fontes. Na medula óssea, as CTMs estão envolvidas na formação e 

organização da estrutura do microambiente hematopoiético (129, 130). 

 

2.3.1 Células-tronco mesenquimais (CTM) 

 As células-tronco mesenquimais encontram-se no topo da hierarquia dos elementos 

estromais da medula óssea. Foram descobertas por Friedenstein et al., (1970) e desde então, 

vêm ganhando destaque por sua capacidade de autorrenovação, diferenciação e plasticidade 

celular, bem como por manter e auxiliar as CTHs no progresso de hemopoiese de forma direta 

e indireta (138). 

 A definição e a caracterização de uma CTM deve atender aos critérios mínimos 

definidos pelo Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee e proposto pelo International 

Society for Cellular Therapy, no qual estabelece que em meios de cultivo celular, as CTMs 

devem ser obrigatoriamente aderentes ao plástico; devem expressar os marcadores CD73, 

CD90 e CD105; carecer na expressão dos marcadores CD11b, CD14, CD34, CD45, CD79a e 

antígenos da superfície celular relacionados ao antígeno leucocitário humano (HLA-DR), bem 

como possuir a capacidade de se diferenciar em osteoblastos, adipócitos e condroblastos in vitro 

e expressar os genes de indiferenciação celular, OCT-3/4, SOX-2 e Nanog (139). 

 No entanto, algumas populações de CTMs provenientes da medula óssea humana, são 

capazes de expressar as moléculas de superfície: Stro1, 3G5, CD51, CD146, CD271, o antígeno 

SSEA-4 (Stage-specific embryonic antigen-4), PDGFRa (platelet-derived growth factor 

receptor A), SCF (stem cell factor), Nestin e TWIST. Esses marcadores podem definir 
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populações distintas de CTMs, e, portanto, uma sobreposição fenotípica e funcional também 

pode ocorrer (140, 141). 

 Todavia, é importante ressaltar que os procedimentos relacionados ao isolamento 

celular, as condições de cultura, tanto quanto o meio de cultivo utilizado in vitro, influenciam 

na expressão de marcadores de superfície das CTMs. Além disso, há diferença de expressão 

dos marcadores de superfície e de plasticidade celular, relacionados à idade, ao sexo do 

indivíduo, bem como ao órgão de origem da CTM: células derivadas de tecido adulto, cordão 

umbilical, tecido adiposo e medula óssea, por exemplo (128, 142–144). 

 Devido a sua propriedade de inibir a proliferação e a ação citotóxica de células do 

sistema imunológico, as CTMs têm sido empregadas no tratamento de várias doenças, incluindo 

a doença do enxerto versus hospedeiro na sua forma aguda e na medicina regenerativa 

(141,145). Entretanto, estudos recentes têm demostrado a influência das CTMs no 

desenvolvimento de síndromes mielodisplásicas, principalmente na leucemia mieloide aguda 

(LMA), em que as CTMs alteradas fisiologicamente, mantendo um microambiente medular 

favorável ao desenvolvimento dessas doenças (146). 

 

2.4 Leucemias  

 As leucemias compreendem um grupo heterogêneo de neoplasias hematológicas 

malignas clonais, caracterizadas por excessiva proliferação, sobrevivência e diferenciação 

anormal de células hematopoiéticas na medula óssea e/ou nos tecidos linfoides, decorrentes de 

uma mutação em uma única célula-tronco (147).  Dados divulgados pelo Instituto Nacional do 

Câncer (INCA) estimam que no ano de 2020 no Brasil, 10.810 casos de leucemias foram 

diagnosticados, dentre os quais, 5.920 casos em homens e 4.890 casos em mulheres. Sendo que 

no ano de 2018, a taxa de mortalidade para indivíduos portadores de leucemia mieloide ou 

linfoide foi de 0,41 %, correspondendo a 7.218 das mortes registradas no Sistema de 

Informação sobre Mortalidade. 

 De maneira geral, as leucemias são classificadas em agudas e crônicas, de acordo com 

a contagem de células blásticas presentes no sangue periférico e/ou na medula óssea. De acordo 

com os critérios da Organização Mundial da Saúde (OMS, 2016), considera-se leucemia aguda 

quando a contagem de células blásticas no sangue periférico for superior a 20 % na contagem 

relativa diferencial de 200 leucócitos, e leucemia crônica quando a contagem de blastos for 

igual ou inferior a 20 % dos leucócitos. Entretanto, as leucemias apresentam características 

clínico-laboratoriais distintas, com tratamentos específicos, uma vez que são provenientes de 

alterações em células progenitoras de linhagens celulares diferentes ou ambas (147). 
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 Mudanças genéticas e/ou epigenéticas na linhagem linfoide dá origem a leucemia 

linfocítica crônica (LLC), sendo caracterizada pela expansão clonal das células B CD5 (+) 

CD23 (+) no sangue periférico, medula óssea e no tecido linfoide. A LLC é considerada a 

leucemia crônica mais frequente em adultos. Contudo, a leucemia linfoide aguda (LLA) ou 

leucemia linfoblástica é constante em crianças, porém pode ocorrer em adultos. A LLA pode 

ser resultante de alterações genéticas nas células B e/ou T ou da agudização da leucemia 

mieloide crônica (LMC) (148, 149). 

 A LMC é uma expansão clonal de uma célula progenitora hematopoiética pluripotente, 

traduzindo-se por hiperplasia mieloide com maturação celular. A doença é associada a uma 

anormalidade citogenética específica, o cromossomo Philadelphia (Ph), que resulta de uma 

translocação recíproca entre os braços longos dos cromossomos 9 e 22 t (9;22). Em decorrência 

dessa translocação, ocorre a formação do oncogene, denominado BCR-ABL, que transcreve a 

proteína tirosina quinase BCR-ABL (150). O cromossomo Philadelphia pode estar presente na 

LLC, LLA e na LMA (151). A LMC é marcada por três fases clínicas: a fase crônica (LMC-FC), 

a fase acelerada (LMC-FA) e a fase blástica (LMC-FB). Sem intervenção terapêutica, a doença 

segue uma progressão natural de LMC-FC relativamente benigna, através de LMC-FA, até a 

fase terminal LMC-FB. Na fase blástica da LMC, os blastos podem ser de linhagem linfoide, 

iniciando uma LLA, de linhagem mieloide, com progressão para leucemia mieloide aguda, 

sendo essa a mais frequente; ou ambas, caracterizando uma LMC-FB bi fenotípica (152). 

 

2.4.1 Leucemia mieloide aguda (LMA) 

 A leucemia mieloide aguda é uma forma de leucemia que compromete a diferenciação, 

maturação e a função de células da linhagem mieloide, com aumento de mieloblasto na medula 

óssea e no sangue periférico. A LMA representa cerca de 80 % das leucemias agudas em adultos 

(153). 

 A LMA faz parte das síndromes mielodisplásicas ― neoplasias hematológicas ― que 

afetam principalmente os idosos. A etiologia da LMA ainda é desconhecida, no entanto cerca 

de 30 % a 45 % dos pacientes com mielodisplasia acabam progredindo para leucemia mieloide 

aguda (154). Acredita-se que mutações genéticas transformam uma célula-tronco em uma 

célula-tronco neoplásica ou leucêmica, com aumento na capacidade de renovação. Dentre as 

principais mutações descritas, alterações nos genes FLT3, NMP1 e cEPBA são as mais 

frequentes. Esses genes, quando alterados, atuam na proliferação celular exacerbada e impedem 

a maturação celular, portanto, devem ser avaliados durante o diagnóstico da LMA, juntamente 

com a expressão do gene MDR1 (155). 
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 O tratamento quimioterápico na LMA é realizado através da associação de um fármaco 

citotóxico, da classe das antraciclinas, a daunorrubicina; e um fármaco citostático, a citarabina. 

Esta combinação é eficaz para se obter a remissão da doença (156-158). (157) 158) 

  Além disso, dependendo das condições e do avanço da LMA, podem ser utilizados 

outros fármacos como etoposídeo, tioguanina ou amsacrina, a fim de reduzir o número de 

células blásticas no sangue periférico e na medula óssea (154). Mesmo com o tratamento 

quimioterápico, cerca de dois terços dos pacientes com LMA com menos de 60 anos recaem 

após quimioterapia de indução bem-sucedida, com uma taxa ainda maior em pacientes idosos. 

Os pacientes apresentam recidivas, devido à falha e/ou a resistência aos fármacos, bem como 

por alterações na célula-tronco hematopoiética e no microambiente medular (146, 159). 

 As fases de iniciação, de propagação, progressão e resistência a medicamentos na LMA 

são definidas por eventos específicos relevantes entre a comunicação da célula leucêmica e as 

células estromais do microambiente medular, tal como as CTMs. Alterações estruturais, 

epigenéticas, e alterações quali e quantitativas  dos componentes estromais da medula óssea, 

encontram-se presentes em indivíduos com LMA (160). 

 

2.5. CTM e LMA 

 As alterações nas células-tronco mesenquimais propiciam um ambiente permissivo ao 

desenvolvimento e progressão da LMA, em que é observado alteração no sistema imunológico, 

interações anormais entre células, descontrole do ciclo celular e na produção de fatores de 

crescimento celular  (161, 162). 

 A plasticidade de células-tronco mesenquimais de pacientes com síndrome 

mielodisplásica encontram-se alteradas, quanto a capacidade de diferenciação neurogênica, 

adipogênica e ao suporte da hematopoiese in vitro. Estes resultados são consistentes com a 

hipótese de que quando alterações estão presentes no ambiente do estroma mielodisplásico 

juntamente com alterações intrínsecas em um clone de células-tronco hematopoiéticas, ambos 

os fatores podem contribuir igualmente para a hematopoiese anormal (163). 

 Células-tronco mesenquimais oriundas de pacientes com síndrome mielodisplásica 

apresentaram diminuição da expressão de moléculas de adesão e nas integrinas CD44 e CD49e. 

Essas moléculas são necessárias para que ocorra interação entre a CTH e CTM na medula óssea 

saudável (164). A molécula CD44 liga as proteínas de matriz extracelular hialuronana, 

osteopontina e E-selectina, sendo fundamental para direcionar as células de LMA para o nicho 

leucêmico. Além disso, a molécula CD44 foi associada à capacidade de repovoamento de 
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células leucêmicas humanas em modelos de xenoenxerto murino, na quimiorresistência e 

recidiva da doença na LMA  (161). 

 Em um estudo coorte realizado por Diaz et al., (165) as CTMs derivadas de 46 pacientes 

portadores de LMA foram caracterizadas, porém não foram encontradas alterações 

citogenéticas nessas células. No entanto, as CTMs derivadas de LMA apresentaram maior 

potencial clonogênico, maior imunossupressão de proliferação de linfócitos e diminuíram a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias quando comparadas a CTMs de indivíduos saudáveis. 

Os dados obtidos pelos autores sugerem que as CTMs  derivadas da medula óssea de indivíduos 

com LMA apresentam diferenças funcionais que contribuem para a resistência à terapia e 

evolução da doença. 

 Até a presente data, não há descrição na literatura do perfil de expressão de proteínas 

ABCs e LRP associadas ao fenótipo MDR em células-tronco mesenquimais derivadas de 

medula óssea de pacientes com leucemia e de individuos saudáveis. Dessa forma, esse trabalho 

foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito dos oxisteróis na expressão de proteínas ABCs 

e LRP  em CTMs derivadas de pacientes com LMA e  individuos saudáveis. 
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3. MÉTODOS 

 Este projeto foi desenvolvido no grupo “Lípides, Oxidação e Biologia Celular”, no 

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). A execução desta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP) do HC-FMUSP sob Certificado de Apresentação para Apreciação Ética (CAAE) número 

30797820.4.0000.0068, parecer número: 4.011.280, anexo 1. 

 

3.1 Casuística  

 Para a elaboração deste trabalho foram selecionadas 10 linhagens de células-tronco 

mesenquimais previamente caracterizadas e identificadas de acordo com os critérios 

estabelecidos pelo Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee e proposto pelo International 

Society for Cellular Therapy (139). Essas linhagens celulares são pertencentes ao 

biorrepositório do Grupo de Lípides, Oxidação e Biologia Celular do Laboratório de 

Histocompatibilidade e Imunidade Celular (LIM-19) do InCor, HC-FMUSP. 

 As linhagens de CTM foram divididas em dois grupos. Cada grupo foi composto por 

5 linhagens de CTM derivada de indivíduos portadores de LMA, aqui denominadas de CTM-D; 

e 5 linhagens derivada de indivíduos considerados clinicamente saudáveis para doenças 

hematológicas, aqui denominadas de CTM-S. As células-tronco mesenquimais derivadas de 

medula óssea de pacientes com LMA (CTM-D) foram obtidas por procedimento cirúrgico por 

médico cirurgião especialista para a realização de mielograma e imunofenotipagem para 

diagnóstico confirmatório de LMA. 

 As células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea de indivíduos considerados 

saudáveis (CTM-S), foram obtidas de doadores voluntários que realizaram cirurgia ortopédica 

para fins paliativos ou corretivos. Ambas as linhagens, CTM-D e CTM-S, foram obtidas de 

indivíduos adultos, de ambos os gêneros através de punção da crista ilíaca, do fêmur ou da tíbia. 

Essas células se encontram crio preservadas em passagens 1, 2 e 3 (P1, P2 e P3) em solução 

contendo 10% de dimetilsulfóxido (DMSO), 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 80% de meio 

de cultura DMEM LOW em ultra freezer a -80 ºC. 

 

3.2 Cultivo e manutenção das células-tronco mesenquimais  

As células-tronco mesenquimais de medula óssea criopreservadas foram descongeladas 

por aproximadamente 60 segundos em banho-maria a 37 °C, até a formação de um “botão de 
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gelo” (parte da solução encontra-se congelada e parte em estado líquido). Em seguida, a solução 

foi transferida por gotejamento pelas laterais para um tubo plástico de fundo cônico de 15 mL, 

contendo 10 mL de meio DMEM LOW Glucose em temperatura ambiente 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, USA) e 100 μg/mL de estreptomicina 

(Sigma-Aldrich)). O tubo foi centrifugado a 250 X g por 6 minutos à temperatura ambiente. O 

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

LOW, suplementado com 20 % de SFB e antibióticos, e cultivadas em garrafas de cultura celular 

de 75 cm2 em incubadora a 37 °C, com atmosfera úmida e 5 % de CO2 (Thermo Scientific, 

Forma II, USA). 

Após 24 horas em cultura, ocorreu a adesão das CTM viáveis ao plástico, e foi 

substituído o meio de cultivo, a fim de retirar as células mortas decorrentes do processo de 

criopreservação e descongelamento, bem como retirar resíduos de DMSO. A partir deste 

período, as culturas de CTM foram acompanhadas de uma a duas vezes por semana, sem troca 

de meio até a formação da primeira colônia de células. Transcorrido esse período, as culturas 

de CTMs foram acompanhadas a cada três dias, para observação do crescimento, da confluência 

e da morfologia celular; e a substituição completa do meio de cultivo foi realizada a cada três 

dias até as células obterem 80-90% de confluência. 

Quando as células atingiram confluência mínima de 80-90 % foi realizada a dissociação 

proteolítica enzimática. Inicialmente, o meio de cultura foi removido e a garrafa foi lavada duas 

vezes com 5 mL de PBS (Phosphate-buffered saline) para a retirada do soro fetal bovino. Em 

seguida, foi adicionado 1,5 mL de solução contendo uma associação de tripsina e versene 

(ATV) (Instituto Adolfo Lutz, Brasil). A garrafa foi mantida em incubadora úmida em 

temperatura de 37 ºC por um período de 3-5 minutos até a completa dissociação das células 

aderidas ao plástico. Após este procedimento, foi adicionado 1,5 mL de meio DMEM LOW 20 

% à garrafa para inativar a tripsina com soro fetal bovino. Este procedimento, descrito 

anteriormente, foi realizado com duas finalidades: expandir a quantidade de células necessárias 

para realizar os experimentos, colocando-as em garrafas de cultura de 182 cm2 e/ou em placas 

transparentes de 6 e de 96 poços para cultivo celular (Corning, USA), e para a realização dos 

experimentos. O período de cultura das CTMs desde o descongelamento, crescimento, 

expansão e experimento final foi em torno de 30 a 90 dias para cada linhagem celular. 

 Para a realização dos experimentos, a suspensão celular, contendo ATV e meio DMEM 

LOW 20%, foi centrifugada a 250 X g por 6 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante 

foi descartado e a massa celular ressuspendidas em 1 mL de meio DMEM LOW 20 %, e 
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contadas em câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi observada através do corante 

Trypan blue (1:1). Foi estabelecido para a realização dos experimentos viabilidade celular 

≥ 95 % e que as CTM estivessem em passagem celular entre P4−P6, sem produção intensa de 

grânulos. 

 

3.3 Tratamento das células-tronco mesenquimais  

Para a realização deste trabalho, foram escolhidos dois oxisteróis, o 7-cetocolesterol 

(7-KC: 7-ketocholesterol) e o colestane-3α-5β-6α-triol (Triol), ambos sintetizados a partir da 

molécula do colesterol (Sigma-Aldrich). A biossíntese dos oxisteróis foi realizada pela equipe 

do Prof. Dr. Alessandro Rodrigues da Universidade Federal de São Paulo – Campus Diadema 

(166,167). A pureza dos oxisteróis, 7-KC e Triol foi avaliada por cromatografia em fase gasosa 

acoplada com espectrometria de massas, apresentando índice de 98%. Para a realização dos 

experimentos, foi preparado uma solução de 10.000 µM de 7-KC e de Triol, diluídos em etanol 

absoluto. A solução foi armazenada em freezer -20 °C por período máximo de 30 dias. 

Para a realização de todos os experimentos descritos a seguir, foram utilizadas as CTMs 

cultivadas em meio basal como controle, e para o tratamento com os oxisteróis 7-KC e Triol, 

ambos foram diluídos no meio de cultivo das CTMs, DMEN LOW 20 %. 

A realização da primeira etapa dos experimentos envolve o cálculo do CI50 

(Concentração Inibitória 50 %) de 7-KC e de Triol. Para tanto, foram utilizadas quatro 

concentrações: 100 µM, 50 µM, 25 µM e 10 µM de ambos os oxisteróis. As células-tronco 

mesenquimais de ambos os grupos (CTM-S e CTM-D) foram tripsinizadas e contadas, sendo 

adicionado 5 x 103 células por poço, em microplacas pretas de fundo chato com 96 poços 

(Corning) e mantidas em incubadora úmida a 37 °C por 24 horas para que ocorresse a adesão 

da célula ao plástico. 

Após este período, foi realizado o tratamento, em duplicata, com os oxisteróis nas 

concentrações descritas acima por um período de 24 horas. Foi utilizado DMSO 20 % como 

controle positivo de morte e como controle negativo foi adicionado apenas meio de cultivo 

basal. Os ensaios apresentados a seguir foram realizados para avaliar a citotoxicidade nas CTMs 

tratadas com Triol e 7-KC. 

 

3.3.1 Ensaios de Morte celular 

3.3.1.1 Viabilidade celular – Iodeto de propídio 

Após o tratamento de 24 horas com Triol e 7-KC, foi avaliado a viabilidade celular das 

CTMs com iodeto de propídio (PI: Propidium iodide) (Molecular Probes, USA). A marcação 
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dos núcleos das células foi realizada através da adição de 0,1 µg/mL do intercalante de DNA 

Hoechst 33342 (Molecular Probes,), duas horas antes da finalização do experimento. Ao 

término das 24 horas do tratamento com 7-KC e Triol foi acrescentado 2 µL de iodeto de 

propídio de uma solução de 50 µg/mL antes da leitura. O iodeto de propídio não é permeável a 

membrana celular íntegra, corando apenas as células não viáveis, que apresentaram ruptura da 

membrana plasmática. Para realizar a aquisição das imagens das células viáveis e não viáveis 

foi utilizado o sistema ImageXpress Micro High Content Screening System (Molecular Devices, 

USA). Para tanto, foram selecionados cinco sítios por poço e dois poços por tratamento. Foi 

usado o programa Cell Scoring MetaXpress (versão 5, Molecular Devices) para analisar o 

número de células e a viabilidade celular. Os cálculos de CI50 dos oxisteróis 7-KC e Triol foram 

realizados utilizando a porcentagem de células positivas para PI através de uma curva de ajuste 

de inclinação variável no programa estatístico GraphPad Prism (GradPad Software versão 8.0, 

USA). 

 

3.3.1.2 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (PΨm) por TMRE 

As CTM foram plaqueadas 5x103 células/poço em duplicata e tratadas com os oxisteróis 

7-KC e Triol por 24 horas, nas concentrações 100 µM, 50 µM, 25 µM e 10 µM. Ao final do 

período de tratamento, as células foram incubadas com 0,1 μg/mL de Hoechst 33342 e 50 nM 

TMRE (Sigma-Aldrich) por 40 minutos a 37 ºC. O TMRE (tetramethylrhodamine, ethyl ester) 

é utilizado para marcar mitocôndrias ativas. O TMRE é um corante vermelho-alaranjado, 

carregado positivamente, que se acumula rapidamente nas mitocôndrias ativas devido à sua 

carga negativa. Mitocôndrias despolarizadas ou inativas têm potencial de membrana diminuído 

e falham ao sequestrar o corante TMRE, sendo que o resultado gerado é apresentado em 

intensidade de fluorescência. 

 A fluorescência do TMRE foi determinada usando sistema Image X Press Micro High 

Content. Cinco sítios por poço e dois poços por tratamento foram adquiridos. A intensidade de 

fluorescência relativa ao potencial transmembranar mitocondrial foi determinado usando o 

software Cell Scoring MetaXpress. 

 

3.3.1.3 Análise da ativação da caspase 3/7 

 As CTMs foram plaqueadas 5x103 células/poço em duplicata e tratadas com os 

oxisteróis 7-KC e Triol por 24 horas, nas concentrações de 100 µM, 50 µM, e 25 µM. Foram 

adicionados 3 µL do reagente CellEvent Caspase 3/7 Green (Invitrogen Life Technologies, 

USA) juntamente com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 em cada poço da placa e essa foi incubada 
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por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a leitura da fluorescência foi realizada 

na plataforma ImageXpress Micro High Content Screening System. Cinco sítios por poço e dois 

poços por tratamento foram adquiridos e a verificação da ativação das caspases 3/7 foi realizada 

com a utilização do software Cell Scoring MetaXpress. O resultado é apresentado em 

porcentagem de células positivas para ativação das caspases 3/7. 

 

3.3.1.4 Análise de alterações na organização da F-actina 

As alterações na organização da F-actina foram investigadas com utilização do kit Faloidina 

Alexa Fluor 568 (Molecular Probes, USA).  As células tratadas com 25-100 µM de Triol e de 

7-KC foram fixadas em uma solução de paraformaldeído 4 % (Sigma-Aldrich) por 2 horas a 

4 oC. Após duas lavagens com DPBS, as células foram permeabilizadas com solução de Triton 

X-100 0,1 % (Sigma-Aldrich) a 4 ºC por 15 minutos e, após nova lavagem com DPBS, foi feita 

incubação com 3 U/mL de faloidina Alexa Fluor 568 em DPBS por 60 minutos. Após a lavagem 

com DPBS, o núcleo da célula foi marcado com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342. As placas foram 

lavadas duas vezes com DPBS e analisadas usando ImageXpress Micro High Content Screening 

System. Cinco sítios por poço e dois poços por tratamento foram adquiridos. 

 

3.4 Escolha das concentrações inferiores a CI50 de 7-KC e de Triol 

 A escolha das concentrações de 7-KC e de Triol foi baseado no valor de CI50 para o 

desenvolvimento dos experimentos. Para tanto, foram escolhidas concentrações abaixo do CI50 

afim de determinar qual a menor e a maior concentração de 7-KC e de Triol que apresentam 

efeitos nas CTMs. Para verificar se essas concentrações de oxisteróis apresentavam efeito 

metabólico nas CTMs foram realizados dois experimentos em ambas as linhagens de células, 

CTM-D e CTM-S; o ensaio de MTT e o ciclo celular. 

 

3.4.1 Ensaio de MTT 

 O ensaio de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) foi 

utilizado para determinar a metabolização celular em diferentes concentrações de 7-KC e de 

Triol. A avaliação é realizada através da quantificação do MTT reduzido pela atividade 

metabólica celular ligada as enzimas NADH e NADHP formando cristais de formazan, de cor 

roxo. Sendo assim, a quantidade de formazan, medida por espectrofotometria, é diretamente 

proporcional ao número de células viáveis e a atividade metabólica associada ao processo de 

redução enzimática. 
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 As células CTM-S e CTM-D foram plaqueadas na concentração de 5x103 células/poço 

em sextuplicatas, em microplacas transparentes de fundo chato com 96 poços e incubadas por 

24 horas em incubadora com atmosfera úmida a 37 ºC e 5 % de CO2. Transcorrido este período, 

foi realizado o tratamento com sete concentrações de 7-KC (10 μM, 20 μM, 30 μM, 40 μM, 50 

μM, 60 μM e 70 μM) e de Triol (20 μM, 25 μM, 30 μM, 35 μM, 40 μM, 45 μM e 50 μM) por 

um período de 24 horas. 

 Ao término do período de tratamento, foram adicionados 0,5 mg/mL da solução de MTT 

em cada poço de cultivo e encubado por 4 horas em incubadora com atmosfera úmida a 37 ºC 

e 5 % de CO2. Em seguida, foi removido o sobrenadante; diluído os cristais precipitados com 

100 μL de DMSO absoluto e realizado a leitura em leitor de placas SpectraMax Paradigm 

Multi-mode Detection Plataform (Molecular Devices) com o comprimento de onda de 570 nm 

e referência em 650 nm. 

 Após o tratamento das CTMs com 7-KC e Triol nas concentrações descritas 

anteriormente, foram escolhidas três concentrações abaixo do CI50 para o 7-KC (70 µM, 50 µM 

e 30 µM) e para o Triol (40 µM, 30 µM e 20 µM). 

 

3.4.2 Ciclo celular 

As CTM-S e CTM-D foram plaqueadas na concentração de 5x103 células/poço em 

duplicata, em microplacas pretas de fundo chato com 96 poços (Corning). Após 24 horas, as 

células foram incubadas com os oxisteróis 7-KC (30 µM, 50 µM e 70 µM) e Triol (20 µM, 30 

µM e 40 µM); e meio de cultivo basal (controle) por 24 horas em incubadora com atmosfera 

úmida a 37 ºC e 5 % de CO2. Em seguida, foi verificado o efeito do tratamento no ciclo celular. 

O corante Hoechst 33342 (0,1µg/mL) foi adicionado às células 2 horas antes da realização da 

leitura. As células foram analisadas na plataforma ImageXPress Micro High Content Screning. 

Cinco sítios por poço e dois poços por tratamento dos oxisteróis, 7-KC e Triol, foram 

adquiridos. O software Cell Cycle MetaXxpress foi utilizado para analisar as diferentes fases 

do ciclo celular. O resultado é apresentado em porcentagem de células nas diferentes fases do 

ciclo celular, fase G0/G1, fase S e fase G2/M. 

 

3.5 Tratamento das CTMs com 7-KC e Triol para obtenção do RNA e cDNA 

3.5.1 Extração do RNA total pelo método de trizol 

 As CTM-S e CTM-D foram plaqueadas na concentração de 8 x 103 células por poço em 

triplicatas, em placas transparentes de fundo chato com 6 poços, e cultivadas em incubadora 

com atmosfera úmida e 5% de CO2 a 37 ºC até atingir 80-90% de confluência, período 
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aproximado de 8-15 dias. Após, as CTMs foram tratadas com os oxisteróis 7-KC (30 µM, 

50 µM e 70 µM) e Triol (20 µM, 30 µM e 40 µM); e meio de cultivo basal (controle) por 24 

horas. Em seguida, foi removido o meio de cultivo e lavado 2 vezes com 2 mL de PBS. Após 

este procedimento, foi adicionado 1000 µL de trizol em cada poço da triplicata e as amostras 

foram armazenadas em freezer -20 ºC por no mínimo 48 horas ou até o momento da extração 

de RNA. 

 Para a extração do RNA, os microtubos foram retirados do freezer e descongelados em 

temperatura ambiente por aproximadamente 30-50 minutos. Subsequentemente, foram 

adicionados às amostras, 200 µL de clorofórmio e os microtubos agitados vigorosamente com 

uma pausa de 3 minutos. Transcorrido este período, as amostras foram centrifugadas por 

15 minutos a 12.000 x g, a 4ºC. Após a centrifugação, a fase aquosa da mistura foi transferida 

para um novo tubo estéril previamente tratado com DEPC (dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich) 

para inativação de nucleases. 

Para precipitação do RNA, 500 µL de álcool isopropílico gelado foram adicionados à 

solução aquosa. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e, após 

esse período, centrifugadas por 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado 

e acrescentou-se ao RNA precipitado, 1 ml de etanol 75 %, diluído em água livre de RNAse. 

As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. 

Novamente o sobrenadante foi descartado; foi aguardado a secagem em temperatura ambiente 

e em seguida, o RNA foi ressuspendido em 50 µL de água DEPC e armazenado em 

freezer -20 ºC até síntese do cDNA. 

 

3.5.2 Tratamento com DNAse 

 As amostras de RNA diluídas em água DEPC, foram quantificadas em 

espectrofotômetro NanoDrop. O grau de pureza foi determinado pela razão entre as 

absorbâncias medidas a 260 e 280 nanômetros.  Foi aceito um grau de pureza igual ou superior 

a 1,5. Após a quantificação, foram diluídos 1.000 ng de RNA em 8 µL de água DEPC. Em 

seguida foi adicionado à solução de RNA, 1 µL da enzima RQ1 RNAse-Free DNAse 1UI/μL e 

1 µL de Reaction Buffer 1X. A solução foi homogeneizada e incubada em termociclador 

PTC-200® (Peltier Engine, EUA) a 37 ºC durante 30 minutos, para que ocorre a digestão do 

DNA genômico. Em seguida, foi adicionado 1µL do tampão de parada da reação, RQ1 DNAse 

Stop solution (Promega, USA), para inativar a enzima DNAse. A solução foi homogeneizada e 

incubada em termociclador PTC-200® (Peltier Engine, EUA) a 65 ºC por 10 minutos. 
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3.5.3 Síntese do DNA complementar (cDNA)  

 Para realizar a síntese do DNA complementar a partir do RNA tratado, foi utilizado o 

kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied BiosystemsTM, EUA). A reação de 

transcrição reversa foi realizada através de uma solução contendo os seguintes componentes: 

as bases nitrogenadas (dNTPs: 4 mM de cada dNTP); iniciadores aleatórios (20 pM); 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase (enzima transcriptase reversa) (1,0 µL) e RT buffer (2,0 

µL); e 3,2 µL de água DEPC para obter volume final de 9 µL de solução. O mix da reação foi 

homogeneizado e adicionado ao RNA tratado (11 µL no total). O volume final contendo o mix 

da reação foi de 20 µL. A reação de transcrição reversa foi realizada em termociclador 

PTC-200® (Peltier Engine, EUA). As condições da reação foram: um ciclo de 25 ºC por 10 

minutos, em seguida, 37 ºC por 120 minutos e 85 ºC por 5 minutos. Após o término dos ciclos, 

foi adicionado 180 uL de água DEPC, com volume final de 200 µL (5 ng de cDNA em 1 µL) e 

o cDNA foi armazenado a 4 ºC até a realização da PCR em tempo real. 

 

3.6 Análise dos genes BCL2, NF-kB, IKKB1, Mfn1, Mfn2, OPA1, DRP1, CYT-B e ND1 

 Utilizando a técnica de PCR em tempo real, foi avaliado a expressão relativa dos genes 

BCL2, NF-kB, IKKB1, Mfn1, Mfn2, OPA1, DRP1, CYT-B e ND1 em ambos os grupos de CTMs, 

CTM-S e CTM-D, tratadas com 7-KC (70 µM, 50 µM e 30 µM) e com Triol (40 µM, 30 µM e 

20 µM) por 24 horas. As CTMs cultivadas em meio basal foram utilizadas como controle. O 

RNA mensageiro e o cDNA foram preparados como descrito anteriormente. 

Os sistemas de detecção de sequências utilizados para avaliar a expressão dos genes 

estudados neste trabalho foram diferentes, sendo que para avaliar a expressão dos genes BCL2, 

NF-kB e IKKB1 foi utilizado o sistema de detecção de sequências com sondas de hidrólise, 

TaqMan® (ou “ensaio para nuclease 5´ fluorescente”); e para avaliar a expressão dos genes 

Mfn1, Mfn2, OPA1, DRP1, CYT-B e ND1 foi utilizado o sistema de detecção de sequências por 

meio do corante SYBR® Green I. 

Para ambos os sistemas de detecção, os ensaios foram realizados em duplicatas e a 

variação do valor de CT (Cycle of threshold) entre as duplicatas foi igual ou inferior a 0,5 CT 

(≤ 0,5). Todos os ensaios utilizaram um controle de amplificação ao qual não foi adicionado 

amostra, apenas água DEPC. A expressão do RNA mensageiro foi normatizada em relação ao 

gene endógeno. As sequências de iniciadores utilizadas nesses experimentos foram adquiridas 

da Applied BiosystemsTM. As reações de PCR foram realizadas no equipamento 7500 Fast 

Real-Time PCR System. 
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Para o sistema de detecção TaqMan®, foram utilizadas as sondas hidrolisáveis para 

BCL2 (Hs00153350_m1); NF-KB (Hs00968440_m1); IKKB1 (Hs00233284_m1). A expressão 

do RNA mensageiro foi normatizada em relação ao gene endógeno β-glucuronidase (Thermo 

Fisher USA). A solução completa da reação de PCR foi composta por volume total de 10 µL, 

sendo: 3 µL de cDNA; 5 µL de Mastermix (TaqMan Universal PCR Master Mix- Applied 

Biosystem); 0,5 µL de sonda e 1,5 µL de água DEPC. A solução da reação foi homogeneizada 

e adicionado 7 µL em cada poço da placa de 96 poços para PCR (Scientific Specialities Inc, 

USA), em seguida, foi adicionado 3 µL de cDNA referente a cada condição de tratamento. Após 

esse procedimento, a placa foi selada com o adesivo óptico MicroAmp™ (Applied Biosystem), 

e centrifugada a 250 X g por 2 minutos a temperatura ambiente. 

As condições iniciais das reações foram: a temperatura das amostras foi elevada para 

95 ºC por 5 minutos para que ocorresse a desnaturação inicial das duplas fitas de cDNA, em 

seguida a temperatura diminuiu para 60 ºC por 30 segundos para a ligação (anelamento) das 

sondas de hidrólise e extensão, em seguida, ocorreu a desnaturação da dupla fita em 95 ºC por 

15 segundos. A reação foi realizada em 40 ciclos completos. 

As reações de expressão dos genes mitocôndrias Mfn1, Mfn2, OPA1, DRP1, CYT-B e 

ND1 foram realizadas utilizando o sistema de detecção de sequências SYBR Green I. A 

expressão do RNA mensageiro foi normatizada em relação ao gene endógeno GAPDH (Thermo 

Fisher). A solução completa da reação de PCR foi composta por um volume total de 10 µL. 

Para todas as reações foi utilizado 3 µL de cDNA e 5 µL de Mastermix (SYBR Green Master 

Mix - Applied Biosystem), sendo variável o volume de cada iniciador, devido as diferentes 

concentrações (tabela 1), e a quantidade final de água DEPC. A solução da reação foi 

homogeneizada e adicionado 7 µL em cada poço da placa de 96 poços para PCR, em seguida, 

foi adicionado 3 µL de cDNA referente a cada condição de tratamento. Após esse 

procedimento, a placa foi selada com o adesivo óptico MicroAmp™ e centrifugada a 250 X g 

por 2 minutos a temperatura ambiente. 

As condições iniciais das reações, no equipamento, foram de 2 minutos na temperatura 

de 50 ºC, seguida de aumento para temperatura para 95 ºC por 10 minutos, para que ocorresse 

a primeira desnaturação da dupla fita de cDNA. A propagação da reação ocorreu em uma 

quantidade total foi de 35 ciclos. Sendo que a temperatura de anelamento foi de 60 ºC por 

2 segundos, seguida de aumento da temperatura para extensão da fita até 65 ºC por 60 segundos 

e desnaturação da dupla fita em temperatura de 95 ºC por 15 segundos. As condições das 

reações foram iguais para todos os genes avaliados. No final do ciclo foi verificado a 
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temperatura de melting para a sequência de iniciadores. A tabela 1 apresenta as sequências 

senso (Forward) e antisenso (Reverse) dos iniciadores. 

 

Tabela 1. Gene, sequência de iniciadores e concentração 

 

Gene 

 

Código 

 

Sequência de Iniciadores 

(5’−3’) 

 

Concentração 

(nM)# 

Mitofusina 1 (Mfn1) NM_033540.2 F: TCCGCCTTTAACTTCTCGGG 

R: GCCATTATGCTAAGTCTCCGC 

400 

Mitofusina 2 (Mfn2) NM_014874.3 

 

F: AATCTGAGGCGACTGGTGAC 

R: CTCCACCAGTCCTGACTTCAC 

200 

OPA1 NM_015560.2 F: AGCCCTTCCTAGTTCAGAAGA 

R: TCTTCCGGAGAACCTGAGGTAA 

600 

DRP1 NM_012062.4 F: GGGAGTAAGCCCTGAACCAAT 

R: CCTACAGGCACCTTGGTCAT 

600 

MT-CYTB NC_012920.1 F: ACCCCCTAGGAATCACCTCC 

R: GCCTAGGAGGTCTGGTGAG 

200 

MT-ND1 NC_012920.1 F: ATACCCATGGCCAACCTCCT 

R: GGGCCTTTGCGTAGTTGTAT 

200 

# Concentração para cada uma das sequências de iniciadores (senso e antisenso) para 10 µL de reação final.  

 

 

A aquisição e análise dos resultados foi realizada através do software 7500 softwares 

v2.0.5 (Applied Biosystem). Usualmente, é considerado biologicamente relevante quando a 

expressão relativa for igual e/ou superior e/ou inferior a 2 vezes a quantificação relativa (RQ: 
relative quantification). A quantificação relativa da expressão gênica foi realizada utilizando a 

fórmula aritmética de 2 – ΔΔCT descrita por Livak et al. (168). 

 

3.7 Avaliação da expressão gênica das proteínas ABCs 

 Para avaliar o efeito dos oxisteróis Triol e 7-KC na expressão gênica das proteínas 

ABCs, foi escolhido duas concentrações: Triol (20 µM) e 7-KC (25µM). Dessa forma, ambos 

os cDNAs foram utilizados para um amplo estudo de expressão gênica de proteínas ABCs, 

utilizando placas de PCR em arranjo (qPCR array) (TaqMan® Array 96 Well FAST Plate 

Human ABC Transporters, Applied Biosystems). 

 Foram verificadas a expressão de 44 proteínas transportadoras ABC, sendo elas: 

ABCA1, ABCA12, ABCA2, ABCA3, ABCA4, ABCA5, ABCA6, ABCA7, ABCA8, ABCB1, 

ABCB10, ABCB11, ABCB4, ABCB5, ABCB6, ABCB7, ABCB8, ABCB9, ABCC1, 

ABCC10, ABCC11, ABCC12, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC8, 

ABCC9, ABCD1, ABCD2, ABCD3, ABCD4, ABCE1, ABCF1, ABCF2, ABCG1, ABCG2, 

ABCG4, ABCG5, ABCG8, CFTR (ABCC7), TAP1 (ABCB2) e TAP2 (ABCB3). 
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 Para tanto, a solução para a reação conteve: 144 µL das amostras de cDNA, 96 µL de 

água DEPC e 240 µL de TaqMan universal PCR master mix 2X (Applied Biosystems). A 

solução foi homogeneizada, em seguida, foi aplicado 10 µL da solução em cada poço da placa, 

sendo essa selada com o adesivo óptico MicroAmp™ e centrifugada a 250 xg por 2 minutos a 

temperatura ambiente. 

 Foram avaliadas duas amostras por placa, sendo aplicadas uma amostra em todos os 

poços das colunas 1 a 6 (controle, não tratado) e a outra amostra em todos os poços das colunas 

7 a 12 (amostra tratada, Triol ou 7-KC). A reação de PCR foi realizada no equipamento 

7500 Fast Real-Time PCR System, nas seguintes condições: 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 expressão das proteínas ABCs foi analisada em relação 

ao controle não tratado. A aquisição e análise dos resultados foi realizada através do software 

7500 softwares v2.0.5. 

 

3.8 Detecção de proteínas por meio de imunofluorescência indireta 

 As células-tronco mesenquimais, CTM-S e CTM-D, foram plaqueadas em duplicatas, 

na densidade de 5 x 103 células/poço em microplacas pretas de fundo chato com 96 poços por 

24 horas e mantidas em incubadora com atmosfera úmida a 37 ºC e 5 % de CO2. Em seguida, 

foram tratadas com 30 µM, 50 µM e 70 µM de 7-KC e 20 µM, 30 µM e 40 µM de Triol por 

24 horas, e CTMs, cultivadas em meio basal, serviram como controle. Após o término do 

tratamento, as células foram lavadas duas vezes com 100 µL DPBS e fixadas com 50 µL de 

paraformaldeído 4 % por duas horas a 4 ºC. Após a fixação, as células foram lavadas duas vezes 

com 100 µL de DPBS e armazenadas com 200 µL de DPBS a 4 ºC até a realização do 

experimento de imunofluorescência indireta. 

 Para realizar a imunofluorescência, primeiro, as células foram permeabilizadas com 

Triton X-100 0,1% (Sigma-Aldrich), por 15 minutos a 4 ºC. Em seguida, as células foram 

lavadas  duas vezes com 100 µL de DPBS para remover todo o detergente. Logo após, foi 

realizado o bloqueio com BSA 5 % (Bovine Serum Albumin - SigmaAldrich), por 40 minutos, 

sob agitação moderada em temperatura ambiente. O bloqueio com BSA 5% é necessário para 

evitar ligações inespecíficas dos anticorpos. Transcorrido este período, foi adicionado o 

anticorpo específico (ou primário) diluído em BSA 5 %, nas concentrações indicadas na 

tabela 2. 

 As placas permaneceram em incubação por um período de 12-14 horas, em agitação 

moderada e temperatura de 4 ºC. Após incubação, foi removido o anticorpo primário, lavado 
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2 vezes com 100 µL de DPBS e adicionado o anticorpo secundário diluído em DPBS nas 

concentrações descritas na tabela 2. As células ficaram incubadas por 90 minutos sob agitação 

moderada em temperatura ambiente. Em seguida, foi removido o anticorpo secundário e lavado 

duas vezes com 100 µL de DPBS. Após a lavagem com DPBS, o núcleo das células foi marcado 

com 1 µL (0,1 µg/mL) de Hoechst 33342 por poço e analisadas usando a plataforma 

ImageXpress High Content Screning. Cinco sítios por poço e dois poços por tratamento foram 

adquiridos. O resultado para cada uma das marcações das proteínas avaliadas é apresentado em 

intensidade de fluorescência. 

 Para as marcações das proteínas ABC-A1, LXR-α e ABC-G2 foi utilizado Cell Mask 

(1:1000) (HCS CellMask™ Blue Stain-, Thermo Fisher Scientific), um corante de delineamento 

celular para a plataforma HCS. Para a análise das proteínas ABC-A1, LXR-α e ABC-G2 foi 

utilizado o software Multi-Wavelength Cell Scoring MetaXpress. Para análise de todas as outras 

proteínas foi utilizado o software Cell Scoring MetaXpress. As análises e aquisições na 

plataforma ImageXpress High Content Screning foram realizadas pela pesquisadora Dra. 

Débora Levy. 

 

Tabela 2. Anticorpos utilizados na imunofluorescência indireta  

Anticorpo Primário Marca Diluição Anticorpo Secundário Diluição  

Anti ABC-A1 Novus Biologicals 1:200 R-phycoerythrin 1:500 

Anti ABC-C1 ABCam 1:50 R-phycoerythrin 1:500 

Anti ABC-C2 ABCam 1:50 R-phycoerythrin 1:500 

Anti ABC-D4 Novus Biologicals 1:500 AlexaFluor 488 1:500 

Anti ABC-G1 Novus Biologicals 1:100 R-phycoerythrin 1:500 

Anti ABC-G2 Novus Biologicals 1:250 R-phycoerythrin 1:500 

Anti LRP ABCam 1:100 R-phycoerythrin 1:500 

Anti CD147 ABCam 1:100   

Anti SHh ABCam 1:400 AlexaFluor 488 1:500 

Anti SMO  Novus Biologicals 1:100 AlexaFluor 488 1:500 

Anti Gli3 Novus Biologicals 1:100 R-phycoerythrin 1:500 

Anti LXR-α ABCam 1:50 R-phycoerythrin 1:500 

Anti LXR-β Sigma-Aldrich 1:200 AlexaFluor 488 1:500 

Anti PPAR-γ Novus Biologicals 1:200 AlexaFluor 488 1:500 

Anti Caveolina-1 ABCam 1:500 AlexaFluor 488 1:500 

Anti Survivina  ABCam 1:500 AlexaFluor 488 1:500 
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3.9 Quantificação de glutationa celular por meio de luminescência 

A quantificação de glutationa celular foi realizada por meio do kit comercial 

GSH/GSSG-Glo™ Assay (Promega Corporation, RU) conforme as instruções no fabricante 

com algumas alterações. Ao término do experimento, realizado por luminescência, obtêm-se o 

teor de glutationa total (GSH) e de glutationa oxidada (GSSH). Com esses dois parâmetros é 

calculado a razão entre glutationa total e glutationa oxidada (GSH/GSSH), que reflete de 

maneira indireta o teor de glutationa reduzida na célula. A seguir é descrito como foi realizado 

o experimento, bem como o cálculo de GSH/GSSH. 

Para a realização deste experimento, ambas as linhagens de CTMs foram descongeladas, 

em garrafa de 75 cm3, em incubadora úmida a 37 ºC com atmosfera de 5% de CO2. 

Sendo assim, as CTM-S e CTM-D foram plaqueadas em duplicatas, na densidade de 

7 x 103 células/poço em microplaca branca (Corning Costar) de fundo plano e transparente com 

96 poços por um período de 24 horas. Após esse período, o meio de cultivo foi removido e 

ambas as CTMs foram tratadas com 30 µM, 50 µM e 70 µM de 7-KC e 20 µM, 30 µM e 40 µM 

de Triol por 24 horas, as CTMs cultivadas em meio basal serviram como controle. Passado o 

período de tratamento com os oxisteróis, o meio de cultivo foi removido e as CTMs foram 

lavadas duas vezes com PBS em temperatura ambiente. 

Para quantificar o teor de glutationa total foi adicionado às CTMs e ao branco (controle 

da reação sem células) 50 µL do reagente de lise celular sendo composto por: 1,0 µL de 

luciferina-NT, 10 µL de Passive Lise Buffer (5X) e 39 µL de água DPEC. 

Para quantificar o teor de glutationa oxidada foi adicionado às CTMs e ao branco 50 µL 

do reagente de lise celular, sendo composto por: 1,0 µL de luciferina-NT, 0, 5 µL de NEM 

(25 mM), 10 µL de Passive Lise Buffer (5X) e 38,5 µL de água DPEC. Todos os reagentes 

foram utilizados em até 30 minutos após o preparo. 

Após a adição do reagente de lise celular tanto para glutationa total quanto para 

glutationa oxidada, as CTMs permaneceram em agitação moderada em temperatura ambiente 

por um período de 15 minutos. Em seguida foi adiciona 50 µL do reagente de geração de 

luciferina, sendo composto por: 1,25 µL de DTT (100 mM), 3,0 µL de Glutationa-S-transferase 

e 45,75 µL do Buffer de reação para glutationa. Ao término dessa etapa, o volume foi de 100 µL. 

A solução permaneceu sob agitação moderada por 15 minutos para facilitar a reação, e em 

seguida, em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente. 

Após esse período foi adicionado 100 µL do reagente de detecção de luciferina, 

composto por uma solução tampão de reconstituição de esterase e luciferina liofilizada. A 

reação completa, composta por 200 µL no total, ficou em agitação moderada por 5 minutos e 
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em seguida em repouso absoluto por 20 minutos. Transcorrido esse período, foi realizado a 

leitura de luminescência com tempo de integração de 0,3 segundos por poço na plataforma 

GloMax® Discover (Promega Corporation, USA). 

Após a leitura no equipamento, o resultado da luminescência é dado em unidades 

relativas de luz (URL), sendo necessário diminuir o valor de URL do branco, tanto de glutationa 

total quanto da glutationa oxidada, e em seguida pode-se calcular a razão entre GSH/GSSH, 

por meio da fórmula: 

(RLU de glutationa total - RLU de GSSG) / [RLU de GSSG/2]) 

 

3.10 Análise de dados 

 A análise de dados foi realizada através dos valores obtidos, em duplicata de 

experimentos independentes, realizados nas linhagens de CTM-S e CTM-D. Foi verificado a 

diferença dos parâmetros avaliados entre CTM-D e CTM-S, a fim de observar a 

heterogeneidade entre as duas linhagens. Para tanto, foi utilizado o teste T de Student 

não-pareado. 

 Em seguida, foi observado se os tratamentos com 7-KC e com Triol nas CTMs 

impactariam nos parâmetros avaliados. Quando a análise foi referente a apenas um grupo de 

CTM (intragrupo) foi utilizado a análise de variância de uma via ou fator (ANOVA) com pós 

Teste de Tukey (para múltiplas comparações) ou pós Teste de Dunnet (comparação com o 

controle). 

 Para verificar o efeito dos tratamentos com 7-KC e Triol nas linhagens de CTM 

(intragrupos), bem como entre as linhagens (intergrupos: CTM-D e CTM-S), foi utilizado a 

análise de variância (ANOVA) de duas vias ou dois fatores com pós teste de Tukey ou pós Teste 

de Dunnet. O teste de ANOVA de duas vias, fornece quatro (4) valores de P (probabilidade), 

sendo: 3 valores de P relacionados ao teste global (1 valor de P para cada fator e 1 valor de P 

para a interação entre os fatores); e 1 valor de P relacionado ao pós-teste. Foi considerado 

significante quando pelo menos 1 valor de P do teste global foi igual ou inferior a 0,0500 

(P ≤ 0,0500), associado ao valor de P do pós-teste de P ≤ 0,0500. 

 Após a finalização das análises foi realizado uma análise global de interação com as 

variáveis estudadas. Este dado é apresentado em forma de gráfico de rede. Em seguida, foi 

construído um mapa de calor ou heatmap em que foi observado o efeito de 7-KC e de Triol nas 

CTM-S e CTM-D. Para realizar essa avaliação todas as variáveis foram transformadas em 

Z-score, a fim de garantir que todas as variáveis ficassem na mesma escala de medida. 
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 Os resultados são expressos em média e erro padrão (média ± EP). Para realizar a análise 

de dados e a apresentação gráfica dos resultados foi utilizado o programa estatístico GraphPad 

Prism 8.0.1 ® para Windows. Foi considerado significante quando P ≤ 0,0500.
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4. RESULTADOS 

4.1 Citotoxicidade dos oxisteróis em células-tronco mesenquimais 

 Neste trabalho, foi avaliado a citotoxicidade dos oxisteróis Triol e do 7-KC nas CTM-S 

e CTM-D durante o período de 24 horas de tratamento nas concentrações de 10 µM, 25 µM, 

50 µM e 100 µM. Nota-se que há diferença entre as concentrações inibitórias médias (CI50) 

para o oxisterol Triol quando comparada entre as linhagens CTM-S e CTM-D. A CI50 do Triol 

nas linhagens CTM-S foi de 102,0 µM, enquanto nas linhagens CTM-D foi de 55,0 µM, figura 

4A. Referente ao tratamento com o oxisterol 7-KC, foi observado nas linhagens CTM-S CI50 

de 98,0 µM, e nas linhagens CTM-D a CI50   foi de 82,0 µM, figura 4B. 

 

Figura 4. Citotoxicidade dos oxisteróis Triol e 7-KC nas linhagens de CTM-S e CTM-D. 

 
Análise da citotoxicidade do oxisterol Triol (A) e 7-KC (B) em CTM-S e CTM-D após 24 horas de tratamento. 

Ensaio realizado com Hoechst 33342 e iodeto de propídio. Análise realizada por meio do ajuste de curva com 

regressão não-linear. Fonte: Autoria própria. 

 

 

4.2 Análise da organização citoplasmática da proteína F-actina 

Neste trabalho, foi avaliado nas CTMs o efeito do tratamento com concentrações de 

25−100 µM dos oxisteróis7-KC e Triol, por um período de 24 horas na organização da proteína 

F-actina por meio da técnica de imunofluorescência indireta. 

A F-actina é uma proteína dispersa no citoplasma, nas fotomicrografias é possível 

observá-la na coloração verde. A avaliação do efeito dos oxisteróis na organização da F-actina 

é visual. 

Nota-se que, em relação ao controle cultivado em meio basal, no tratamento com 50 µM 

de 7-KC ocorre, perda da formação das fibras de F-actina com diminuição de volume e com 

bordas celulares soltas. Na concentração de 100 µM de 7-KC, a F-actina perde sua integridade 

conformacional, com diminuição na área total do citoplasma nas CTMs, figura 5. 
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Figura 5. Desorganização da F-actina em linhagem de CTM-S tratada com 7-KC por 24 horas. 

 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína F-actina (FITC-verde) em linhagem de CTM-S tratada 

com 7-KC por 24 horas. A: Controle cultivado em meio basal. B: Tratamento com 25 µM de 7-KC. C: Tratamento 

com 50 µM de 7-KC. D: Tratamento com 100 µM de 7-KC. Marcação do núcleo celular com Hoechst 33342 

(DAPI-azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 40 X (A, B e 

C) − escala igual a 20 µm; objetiva de 10 X (D) − escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Referente ao tratamento com o oxisterol Triol, foi observado que a desorganização da 

F-actina e diminuição da área do citoplasma iniciam-se na concentração de 25 µM, com 

aumento na concentração de 50 µM, seguida de total desorganização da F-actina e ruptura da 

membrana celular na concentração de 100 µM de Triol, figura 6. 
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Figura 6. Desorganização da F-actina de linhagem de CTM-S tratada com Triol por 24 horas. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína F-actina (FITC-verde) em linhagem de CTM-S tratada 

com Triol por 24 horas. A: Controle cultivado em meio basal. B: Tratamento com 25 µM de Triol. C: Tratamento 

com 50 µM de Triol. D: Tratamento com 100 µM de Triol. Marcação do núcleo celular com Hoechst 33342 

(DAPI-azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 40 X (A, B e 

C) − escala igual a 20 µm; objetiva de 10 X (D) − escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

4.3 Análise da ativação das caspases 3/7 

 As enzimas caspases estão associadas a via de morte celular apoptótica. Foi analisado 

se o tratamento com 7-KC e com Triol nas linhagens de CTMs podem ativar as caspases 3/7. 

Referente ao tratamento com concentrações tóxicas de 7-KC foi observado aumento da ativação 

de caspase 3/7 (p = 0,002). No entanto não houve diferenças entre as linhagens quanto a 

ativação de caspases (p= 0,1694) ou interação entre o tratamento e as linhagens CTM-D e CTM-

S (0,0972). A diferença observada na ativação da caspase foi na linhagem CTM-D na 

concentração de 100 µM em relação ao controle (p = 0,0003) e as concentrações de 25 µM 

(0,0003) e 50 µM (p = 0,0004), figura 7A. 

O tratamento em concentrações tóxicas de Triol por 24 horas ativa as caspases 3/7 

(p = 0,0001). Além disso, o aumento da atividade das caspases 3/7 é diferente em entre as 
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linhagens CTM-D e CTM-S (p = 0,0339), bem como, em relação a interação das linhagens 

CTMs e o tratamento com Triol (p = 0,0023), figura 7B. 

 Nas linhagens de CTM-D há diferença entre o controle e o tratamento na concentração 

de 100 µM (p < 0,0001); e entre as concentrações de 25 µM e 50 µM em relação a concentração 

de 100 µM (p < 0,0001) de Triol. Em relação as linhagens CTM-S foi observado diferença entre 

a concentração de 100 µM em relação ao controle (p < 0,0001).  e ao tratamento com 50 µM 

(p < 0,0001). A diferença entre a ativação da caspase entre as linhagens de CTMs foi observada 

apenas na concentração de 100 µM de Triol em que houve um aumento de células positivas 

para caspase 3/7 nas linhagens de CTM-D (94 %) quando comparado a linhagem CTM-S 

(63 %) (p = 0,0012), Figura 7B. 

 

Figura 7. Ativação das caspases 3/7 em linhagens de CTM tratadas com 7-KC e Triol. 

 

Gráficos representando a porcentagem de células positivas para a ativação das caspases 3/7. A. Comparação entre 

as linhagens CTM-D e CTM-S tratadas com 7-KC por 24 horas. Comparação entre a variância das médias por 

ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0002; fator células: p = 0,1694; interação p 

= 0,0972.  B. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol por 24 horas. Comparação entre 

a variância das médias por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0001; fator 

células: p = 0,0339; interação: p = 0,0023. #: Diferença significante quando comparado os grupos dentro da mesma 

linhagem de CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos entre as da linhagens CTM-S e CTM-D. 

Fonte: A autora.  

 

 

4.4 Análise do potencial de membrana mitocondrial  

O efeito dos oxisteróis 7-KC e Triol no potencial de membrana mitocondrial nas CTMs 

foi avaliado através da intensidade de fluorescência do corante TMRE. Como mencionado 

anteriormente, o TMRE é um corante fluorescente catiônico, permeável às células, sendo 

sequestrado por mitocôndrias ativas. A coloração vermelha indica o sequestro do corante 

TMRE em ambas as linhagens de CTMs. As linhagens de CTM-S e CTM-D foram tratadas 

com 7-KC e Triol por 24 horas. Foi observado diferenças no padrão de marcação (na arquitetura 
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das mitocôndrias) tratadas com concentrações de 10 − 100 µM de 7-KC e Triol entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D. figura 8. 

Por meio da avaliação visual das fotomicrografias obtidas das mitocôndrias marcadas 

com TMRE, é observado que as CTMs cultivadas em meio basal apresentam um padrão 

homogêneo de mitocôndrias espalhadas pelo citoplasma e em formato alongado/tubular, figuras 

9A e 10A. O tratamento com 25 µM de 7-KC altera o formato das mitocôndrias, deixando-as 

em uma estrutura de rede reticular espalhadas pelo citoplasma das células, figura 9B. 

Na concentração de 50 µM de 7-KC é observado diminuição do padrão homogêneo de 

distribuição das mitocôndrias no citoplasma, com translocação perinuclear, e é observado uma 

mudança discreta na forma das mitocôndrias, com diminuição da rede reticular, figura 9C. 

Na concentração de 100 µM de 7-KC, a forma reticular das mitocôndrias nas CTMs foi 

completamente perdida. Além disso, é observado que algumas mitocôndrias apresentam perda 

da capacidade de sequestrar o corante TMRE, uma vez que é observado marcação do núcleo da 

célula (em azul) sem marcação do corante. As mitocôndrias apresentaram-se em formato 

esférico e/ou pontos; e localizaram-se, em maior parte, na região perinuclear, figura 9D. 
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  Figura 8. Efeito dos oxisteróis 7-KC e Triol no potencial de membrana mitocondrial das CTM-S e CTM-D. 

 
 

Fotomicrografia representativa das mitocôndrias coradas com TMRE (TRICT – vermelho) em linhagem de CTM-S (A−J) e de CTM-D (K−T) tratadas com 7-KC e Triol por 

um período de 24 horas. A) meio basal; B) 10 µM de 7-KC; C) 25 µM de 7-KC; D) 50 µM de 7-KC; E) 100 µM de 7-KC; F) meio basal; G) 10 µM de Triol; H) 25 µM de 

Triol; I) 50 µM de Triol; J) 100 µM de Triol; K) meio basal; L) 10 µM de 7-KC; M) 25 µM de 7-KC; N) 50 µM de 7-KC l; O) 100 µM de 7-KC; P) meio basal; Q) 10 µM de 

Triol; R) 25 µM de Triol; S) 50 µM de Triol; T) 100 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High 

Content Screening, objetiva de 10 X − escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora
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Figura 9. Efeito do tratamento com 7-KC nas mitocôndrias de CTMs. 

 
 

Fotomicrografia representativa das mitocôndrias coradas com TMRE (TRICT – vermelho) em linhagem de CTM-

S tratada com 7-KC por 24 horas. A: Controle cultivado em meio basal. B: Tratamento com 25 µM de 7-KC. C: 

Tratamento com 50 µM de 7-KC. D: Tratamento com 100 µM de 7-KC. Marcação do núcleo celular com Hoechst 

33342 (DAPI-azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 40 X − 

escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

Quanto ao efeito do tratamento com Triol nas mitocôndrias das CTMs, foi observado 

que na concentração 25 µM diminui o padrão reticular das mitocôndrias no citoplasma e que 

aumenta a quantidade de mitocôndrias perinucleares e em formato de esfera ou ponto, figura 

10B. Na concentração de 50 µM de Triol é observado alteração completa do padrão homogêneo 

de distribuição das mitocôndrias no citoplasma, com ampla translocação perinuclear e 

mitocôndrias em formato esférico e/ou pontos, figura 10C. Na concentração de 100 µM de 

Triol, é observado as mitocôndrias 100% perinucleares e em formato esférico e/ou pontos. 

Também é observado perda da capacidade das mitocôndrias em sequestrar o corante TMRE. É 

observado a marcação do núcleo da célula (em azul), sem a presença do corante, figura 10D. 
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Figura 10. Efeito do tratamento com Triol nas mitocôndrias de CTMs. 

 
 

Fotomicrografia representativa das mitocôndrias coradas com TMRE (TRICT – vermelho) em linhagem de CTM-

S tratada com Triol por 24 horas. A: Controle cultivado em meio basal. B: Tratamento com 25 µM de Triol. C: 

Tratamento com 50 µM de Triol. D: Tratamento com 100 µM de Triol. Marcação do núcleo celular com Hoechst 

33342 (DAPI-azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 40 X − 

escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Baseados na intensidade de fluorescência do TMRE, foi realizado a análise estatística 

entre os grupos e dos tratamentos, a fim de verificar o efeito dos oxisteróis 7-KC e Triol no 

potencial de membrana das mitocôndrias nas CTMs. 

A comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal foi 

semelhante quanto a intensidade de fluorescência do TMRE (p = 0,0830), figura 11A. 

Por meio da análise de variância de dois fatores, foi observado diferença na intensidade 

de fluorescência do corante TMRE entre as concentrações de tratamento de 7-KC (p = 0,0103); 

com interação do tratamento com 7-KC nas linhagens de CTM-S e CTM-D (p <0,0001). A 

diferença observada foi nas linhagens CTM-D quando comparado o controle cultivado em meio 

basal com a concentração de 100 µM de 7-KC (p<0,0001). 

Nas linhagens de CTM-S foi observado diferença na intensidade de fluorescência do 

TMRE do controle em relação aos tratamentos de 10 −50 µM (p <0,0001) de 7-KC. Sendo 

característico de hiperpolarização do potencial de membrana mitocondrial. Entre as linhagens 
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CTM-S e CTM-D, a intensidade de fluorescência do TMRE foi diferente na concentração de 

100 µM (p <0,0001), enquanto o potencial de membrana mitocondrial manteve estável nas 

linhagens de CTM-S, foi observado despolarização do potencial de membrana nas linhagens 

CTM-D figura 11B. 

 O tratamento com Triol também apresentou efeito no potencial de membrana 

mitocondrial em ambas as linhagens de CTMs, sendo que a resposta foi diferente entre as 

concentrações utilizadas (p <0,0001). Nas linhagens de CTM-S a diferença na intensidade de 

fluorescência do corante TMRE foi entre a concentração de 100 µM e 25 µM (p = 0,0315) e 

50 µM (p = 0,0484) de Triol. Nas linhagens de CTM-D a diferença observada foi entre o 

tratamento com 100 µM de Triol em relação ao controle cultivado em meio basal (p = 0,0019) 

e em relação as concentrações de 10 µM (p = 0,0061), 25 µM (p = 0,0036) e 50 µM (p = 0,0294), 

figura 11C. 

 

Figura 11. Efeito do tratamento com 7-KC e Triol no potencial de membrana das mitocôndrias 

de CTMs. 

 

Gráficos representando a intensidade de fluorescência do corante TMRE em CTMs. A. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal por 24 horas. Comparação entre médias através do Teste T 

de Student (p = 0,0830). B. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com 7-KC por 24 horas. 

Comparação entre a variância das médias por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: 

p = 0,0103; fator células: p = 0,9724; interação p <0,0001. C. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

tratadas com Triol por 24 horas. Comparação entre a variância das médias por ANOVA de duas vias com pós teste 

de Tukey; fator tratamento: p <0,0001; fator células: p= 0,5948; interação: p = 0,0738. #: Diferença significante 

quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 
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4.5 Tratamento com 7-KC e Triol em CTM 

 Baseado nos resultados anteriores, foram escolhidas concentrações abaixo do CI50 para 

dar continuidade aos experimentos, tabela 3. Os CI50 foram diferentes entre as linhagens CTM-

S e CTM-D, portanto foi optado por usar como referência para a realização dos experimentos, 

as concentrações abaixo do CI50 nas CTM-D, pois são inferiores quando comparado as CTM-

S, mantendo a viabilidade celular para a realização dos demais experimentos. Dessa forma, para 

avaliar se as concentrações dos oxisteróis 7-KC e Triol promovem alguma alteração nas CTMs 

foi optado por realizar dois experimentos: o ensaio de MTT e o ciclo celular, em ambas as 

linhagens (CTM-S e CTM-D).   

 

Tabela 3. Concentrações selecionadas de Triol e 7-KC 

Colestane- 3β,5α,6β-triol (Triol) 7-Cetocolesterol (7-KC)  

CI50: 55,0 µM CI50: 82,0 µM 

40 µM 70 µM 

30 µM 50 µM 

20 µM 30 µM 

 

 

4.5.1 Ensaio de MTT 

 O ensaio de MTT foi realizado com sete concentrações abaixo da concentração inibitória 

de 7-KC e de Triol, em ambas as linhagens de CTMs, tratadas por 24 horas. Este ensaio visa 

observar a metabolização do MTT em formazan por enzimas oxirredutases presentes na célula. 

 Inicialmente, foi realizado a comparação média da metabolização do MTT entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D. Por meio desta análise foi verificado que a metabolização do MTT 

foi maior nas CTM-S quando comparado as linhagens CTM-D (p = 0, 0292), figura 12A. 

O tratamento com 7-KC por 24 horas apresentou diferença na metabolização do MTT 

(p = 0,0363). Não houve diferenças entre as linhagens CTM-D e CTM-S (p = 0,9701), porém, 

houve interação entre tratamento com 7-KC e as CTMs (p = 0,0136). A diferença observada foi 

na linhagem CTM-D, foi no controle em relação a concentração de 70 µM (p = 0,0013), 

figura 12B. 

 O tratamento com Triol apresentou diferença na metabolização do MTT (p <0,0001), 

com diferenças entre as linhagens CTM-D e CTM-S (p = 0,0208), bem como, houve interação 

entre tratamento e as linhagens de CTMs (p <0,0001). Nas linhagens de CTM-D a diferença 
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observada foi no controle cultivado em meio basal em relação a concentração de 40 µM 

(p = 0,0057) e 45 µM (p < 0,0001), em que ocorreu diminuição na metabolização do MTT. Nas 

linhagens de CTM-S a diferença foi entre o controle e as concentrações de 35 µM (p < 0,0001), 

40 µM (p < 0,0001), 45 µM (p < 0,0001) e 50 µM (p < 0,0001), figura 12C. 

 

Figura 12. Metabolização do MTT por CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
Gráficos representando, em densidade óptica, o metabolismo do MTT. A. Comparação do metabolismo do MTT 

entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student (p = 0, 0292). B. 

Gráfico representando, em densidade óptica, o metabolismo do MTT em células tratadas com diferentes 

concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da variância média entre os 

grupos por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0363; fator células: p = 0,9701; 

interação: p = 0,0136. C. Gráfico representando, em densidade óptica, o metabolismo do MTT em células tratadas 

com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens CTM-D e CTM-S através da variância 

média entre os grupos por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p < 0,0001; fator 

células: p = 0,0208; interação: p < 0,0001. #: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento 

dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre 

as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora.  

 

 

4.5.2 Análise do ciclo celular  

 A análise do ciclo celular foi realizada com a finalidade de verificar se o tratamento no 

período de 24 horas com Triol e 7-KC, apresentavam efeito citostático nas CTM-S e CTM-D. 

Não foi observado nenhuma alteração no ciclo celular das CTMs tratadas com Triol e 7-KC, 

nas concentrações testadas, figura 13. 
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Figura 13. Efeito no ciclo celular do tratamento com 7-KC e Triol em CTMs. 

 
Gráfico representando as fases do ciclo celular em CTM-D e CTM-S tratadas em diferentes concentrações de Triol 

(A e B) e 7-KC (C e D) por 24 horas. Comparação entre as fases do ciclo celular e as diferentes concentrações de 

tratamento realizado através da do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey: fator tratamento: 

p > 0,0500; fator células: p > 0,0500; interação: p > 0, 0500.Fonte: A autora. 

 

 

4.6 Expressão gênica das proteínas ABC 

 Para escolher as proteínas ABCs utilizadas no estudo foi avaliada a expressão gênica de 

44 proteínas pertencentes à família ABC. A linhagem CTM-D foi tratada com 20 µM de Triol 

e 25 µM de 7-KC por 24 horas, e foi verificado se essas concentrações apresentavam efeito na 

expressão gênica das proteínas ABCs quando comparado ao controle (células cultivadas em 

meio basal), figura 14A e figura 14B, respectivamente. 

Dos genes pertencentes a família ABC-A, os genes ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA5 e 

ABCA8 apresentaram alteração na expressão relativa tanto com o tratamento com Triol quanto 

com 7-KC; o gene ABCA6 apresentou efeito apenas com o tratamento com 7-KC e o gene 

ABCA7 apenas com Triol. 

Dos genes pertencentes a família ABC-B, os genes ABCB2, ABCB3, ABCB6, ABCB7, 

ABCB8, ABCB9 e ABCB10 apresentaram diferença na expressão com o tratamento com 7-KC 

e com Triol. Em relação ao genes pertencentes a família ABC-C, os genes ABCC1, ABCC2, 

ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC9, ABCC10 apresentaram diferença na expressão tanto no 
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tratamento com Triol quanto com 7-KC; o gene ABCC11 apresentou diferença apenas com 

Triol. 

Dos genes pertencentes a família ABC-D, o genes  ABCD1, ABCD3 e ABCD4 

apresentaram diferença na expressão após o tratamento com ambos os oxisteróis. Dos genes 

pertencentes a família E e F, os genes  ABCE1, ABCF1, ABCF2 apresentaram diferença na 

expressão após o tratamento com ambos os oxisteróis. Dos genes pertencentes a Família G, o 

gene ABCG2 apresentou diferença na expressão após o tratamento com ambos os oxisteróis.  

  Em seguida, foram escolhidas 5 proteínas ABCs para serem avaliadas neste trabalho: 

ABC-A1, ABC-C1, ABC-C2, ABC-D4, ABC-G1 e ABC-G2, que apresentaram alteração na 

expressão gênica relativa com as concentrações tratadas de Triol e 7-KC. 

 

Figura 14. Expressão relativa das proteínas ABCs em CTM-D tratadas com Triol e 7-KC. 

 

Gráficos representando a expressão gênica relativa das proteínas ABCs em CTM-D. A: Expressão gênica das 

proteínas ABCs em CTM-D tratadas com 20 µM de Triol por 24 horas. B: Expressão gênica das proteínas ABCs 

em CTM-D tratadas com 25 µM de 7-KC por 24 horas. Fonte: A autora. 
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4.7Análise da proteína ABC-A1 

A proteína ABC-A1 foi quantificada por imunofluorescência indireta nas linhagens de 

CTM-S e CTM-D tratadas com os oxisteróis 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A ABC-

A1 é uma proteína transmembranar, sendo possível observá-la na forma de pontos, na coloração 

em vermelho, presente nas bordas da membrana plasmática celular, delimitado pela cor azul 

claro, figura 15. 

 

Figura 15. Efeito do tratamento com 7-KC e Triol na proteína ABC-A1 de linhagens de CTM-S 

e CTM-D. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína ABC-A1 (TRICT – vermelho) em uma linhagem de 

CTM-S (A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada 

em meio basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S 

cultivada com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) 

CTM-S cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio 

basal; J) CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada 

com 70 µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-

D cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 

33342 (DAPI – azul). Delineamento celular com CellMask Blue (DAPI-azul claro). Aquisição das imagens por 

meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy 

e a autora.  
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Por meio da avaliação visual é possível perceber diferenças na intensidade de 

fluorescência entre a linhagem CTM-S (figuras 15A e 15E) e a linhagem CTM-D (figuras 15I 

e 15M). Além disso, nas linhagens CTM-S tratadas com 30 µM de 7-KC (figura 15B) e com 

50 µM de 7-KC (figura 15C) a intensidade de fluorescência foi maior, sendo possível visualizar 

aumento da marcação da proteína ABC-A1 nas bordas da membrana plasmática. 

Baseados na intensidade de fluorescência da proteína ABC-A1, foi analisado a 

comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Dessa avaliação foi observado que em 

linhagens CTM-S a quantidade da proteína ABC-A1 é maior quando comparado as linhagens 

de CTM-D (p = 0,0084), figura 16A. 

A análise do efeito do tratamento com 7-KC demonstrou que há diferença na quantidade 

da proteína ABC-A1 nas CTMs (p = 0,0008), entre as linhagens (p = 0,0018); e que há interação 

entre o tratamento com 7-KC e o tipo de resposta nas linhagens de CTMs ( p = 0,0148), figura 

16B. 

Essa diferença na resposta quanto a quantidade da proteína ABC-A1 foi observada nas 

linhagens de CTM-S, em que o tratamento com a concentração de 30 µM de 7-KC aumentou a 

proteína ABC-A1 em relação ao controle cultivado em meio basal (p = 0,0098). A intensidade 

de fluorescência da proteína ABC-A1 nas concentrações de 50 µM e 70 µM de 7-KC foram 

similares ao controle cultivado em meio basal (p > 0,0500), no entanto, diferentes quando 

comparado a concentração de 30 µM de 7-KC (p = 0,0399 e p = 0,0004).  Quanto a resposta ao 

tratamento entre as linhagens de CTM-S e CTM-D, foi observado que na concentração de 30 

µM e 50 µM de 7-KC houve aumento da proteína ABC-A1 nas linhagens de CTM-S, enquanto 

nas linhagens de CTM-D não houve diferença (p < 0,0500). Além disso, com as concentrações 

testadas de 7-KC, nas linhagens de CTM-D não foi observado efeito na proteína ABC-A1, 

figura 16B. 

O tratamento com o oxisterol Triol diminuiu a quantidade da proteína ABC-A1 

(p = 0,0107), sendo que foi observado diferença entre as linhagens de CTMs (p = 0,0319), bem 

como interação entre linhagem de CTM e o tratamento (p = 0,0029). As diferenças observadas 

foram nas linhagens de CTM-S, em que ocorreu diminuição na proteína ABC-A1 nas 

concentrações tratadas com 30 µM (p= 0,0039) e 40 µM (p = 0,0006) de Triol quando 

comparadas ao controle cultivado em meio basal. Na concentração de 20µM de Triol foi 

observado diferença entre as linhagens CTM-S e CTM-D, em que houve aumento da proteína 

ABC-A1 nas linhagens de CTM-S em relação as linhagens de CTM-D (p = 0,0279).  O 

tratamento com Triol não apresentou efeito na proteína ABC-A1 em linhagens de CTM-D 

(p > 0,0500), figura 16C. 
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Figura 16. Análise do tratamento com 7-KC e Triol na quantidade da proteína ABC-A1 em 

linhagens de CTM-S e CTM-D. 

 
Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-A1. A. Comparação da 

proteína ABC-A1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student 

(p = 0,0084). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-A1 em 

células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através 

da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0088; fator 

células: p = 0,0183; interação: p = 0,0148. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade 

da proteína ABC-A1 em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,0107; fator células: p = 0,0319; interação: p = 0,0029. #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 

 

 

4.8 Análise das proteínas ABC-C1 e ABC-C2 

As proteínas ABC-C1 e ABC-C2 foram avaliadas por meio da técnica de 

imunofluorescência indireta em ambas as linhagens de CTMs tratadas com 7-KC e Triol por 

um período de 24 horas. No entanto, não foram encontradas essas proteínas nas linhagens de 

CTM-S e de CTM-D. 

 

4.9 Análise da proteína ABC-G1 

A proteína ABC-G1 foi avaliada por meio da técnica de imunofluorescência indireta em 

ambas as linhagens de CTMs tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A ABC-G1 
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é uma proteína transmembranar, sendo possível observá-la na cor vermelha, em padrão de 

marcação difuso na célula, figura 17. 

 

Figura 17. Efeito do tratamento com 7-KC e Triol na proteína ABC-G1 de linhagens de CTM-

S e CTM-D. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína ABC-G1 (TRICT – vermelho) em uma linhagem de 

CTM-S (A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada 

em meio basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S 

cultivada com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) 

CTM-S cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio 

basal; J) CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada 

com 70 µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-

D cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 

33342 (DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 

10 X - escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Foi analisado a quantidade da proteína ABC-G1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D, 

bem como, em ambas as linhagens tratadas com 7-KC e Triol por 24 horas. Neste trabalho, a 

quantidade média da proteína ABC-G1 não foi diferente entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

(p = 0, 1324), figura 18A. No entanto, o tratamento com o oxisterol 7-KC demonstrou que há 

interação entre o tipo de linhagem de CTM e a concentração de 7-KC (p = 0, 0251), sendo que 
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a diferença observada foi na concentração de 50 µM de 7-KC, em que houve aumento da 

proteína ABC-G1 nas linhagens de CTM-S em relação as linhagens de CTM-D (p = 0, 0002), 

figura 18B. Ademais, não foi observado diferença significante nas linhagens de CTMs tratadas 

com o oxisterol Triol após período de 24 horas (p = 0, 3853), em nenhuma das concentrações 

testadas, figura 18C.  

 

Figura 18. Análise do tratamento com 7-KC e Triol na proteína ABC-G1 de linhagens de CTM-

S e CTM-D.  

 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-G1. A. Comparação da 

proteína ABC-G1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student 

(p = 0,1324). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-G1 em 

células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através 

da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,4240; fator 

células: p = 0,3542; interação: p = 0,0251. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade 

da proteína ABC-G1 em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,3853; fator células: p = 0,6680; interação: p = 0,1260. #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: Autora.  

  

 

4.10 Análise da proteína ABC-G2 

A proteína ABC-G2 foi avaliada por meio da técnica de imunofluorescência indireta em 

ambas as linhagens de CTMs tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A proteína 
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ABC-G2 está localizada na membrana plasmática, sendo possível observá-la por meio da 

marcação em cor vermelha e em formato de pontos, nas bordas das células, delimitadas pela 

cor azul claro, figura 19. A intensidade de fluorescência da cor vermelha é proporcional a 

quantidade de proteína ABC-G2 nas linhagens de CTM-S e de CTM-D.  

 

Figura 19. Efeito do tratamento com 7-KC e Triol na proteína ABC-G2 em linhagens de 

CTM-S e CTM-D. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína transmembranar ABC-G2 (TRICT – vermelho) em 

linhagem de CTM-S (A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S 

cultivada em meio basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; 

D) CTM-S cultivada com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM 

de Triol; G) CTM-S cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada 

em meio basal; J) CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-

D cultivada com 70 µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N: CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; 

O) CTM-D cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com 

Hoechst 33342 (DAPI – azul). Delineamento celular em azul por meio da utilização do corante CellMask™ Blue. 

Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala igual a 100 µm. 

Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Por meio da análise de dados, foi comparado a quantidade da proteína ABC-G2 entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D, bem como após o tratamento com os oxisteróis 7-KC e Triol por 
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24 horas. A concentração de proteína ABC-G2 entre as linhagens CTM-S e CTM-D foi similar 

(p = 0,4609), figura 20A. Na análise de variância global, o tratamento com 7-KC apresentou 

diferença significante diminuindo a concentração de ABC-G2 em ambas as linhagens, CTM-S 

e CTM-D, na concentração de 70 µM de 7-KC (p = 0,0116). No entanto, na comparação entre 

pares ou pós-hoc por meio do teste de Tukey não foi observado diferença significante (p > 

0,0500), figura 20B. O tratamento com Triol não apresentou diferença significante na 

quantidade da proteína ABC-G2 nas linhagens de CTMs avaliadas, em nenhuma das 

concentrações testadas (p = 0,1575), figuras 20C. 

 

Figura 20. Análise do tratamento com 7-KC e Triol na proteína ABC-G2 em linhagens de 

CTM-S e CTM-D.  

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a proteína ABC-G2. A. Comparação da quantidade da 

proteína ABC-G2 entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student 

(p = 0,4609). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-G2 em 

células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através 

da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0116; fator 

células: p = 0,9616; interação: p = 0,9151. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade 

da proteína ABC-G2 em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,1575; fator células: p = 0,6541; interação: p = 0,9448. #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 
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4.11 Análise da proteína LRP 

Por meio da técnica de imunofluorência indireta, foi avaliado a quantidade da proteína 

LRP entre linhagens de CTM-S e de CTM-D, e, após o tratamento com os oxisteróis 7-KC e 

Triol por um período de 24 horas. A seguir são apresentadas as fotomicrografias obtidas uma 

linhagem representativa de CTM-S e de CTM-D para marcação da proteína LRP tratadas com 

7-KC e com Triol, figura 21.  

 

Figura 21.  Proteína LRP em CTMs tratadas com 7-KC e com Triol. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína transmembranar LRP (TRICT – vermelho) em linhagem 

de CTM-S (A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada 

em meio basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S 

cultivada com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) 

CTM-S cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio 

basal; J) CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada 

com 70 µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 

(DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala 

igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

A marcação da proteína LRP apresenta um padrão reticular denso, na cor vermelha, 

espalhada pelo citoplasma e no núcleo das células. Também é possível observá-la em forma de 
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pontos. Por meio da avaliação visual é observado que a intensidade de fluorescência da proteína 

LRP é diferente entre os controles cultivados em meio basal, figuras 21A, 21E, 21I e 21M. 

Além disso, tanto o tratamento com 7-KC quanto com Triol alteram o padrão de marcação da 

proteína LRP, figura 21. 

Após a análise estatística, foi observado que a concentração de LRP é maior em 

linhagens CTM-S quando comparado as linhagens CTM-D (p = 0,0356), figura 22A. 

O tratamento com 7-KC apresentou efeito na quantidade da proteína LRP (p = 0,0023), 

bem como, houve interação entre o tratamento e o tipo de linhagem de CTM (p = 0,0284). 

Dessa forma, foi observado que o tratamento com 7-KC manteve a concentração da proteína 

LRP constante entre os grupos das linhagens de CTM-D (p > 0,0500). Por outro lado, nas 

linhagens de CTM-S o tratamento com 70 µM de 7-KC diminuiu a concentração de LRP 

quando comparado ao tratamento de 50 µM de 7-KC (p = 0,0013) e ao controle cultivado em 

meio basal (p = 0,0068). Na comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D, foi observado 

diferença nas concentrações de 30 µM (p = 0,0248) e 50 µM (p < 0,0001) de 7-KC, figura 22B. 

O tratamento com o oxisterol Triol apresentou efeito na quantidade da proteína LRP nas 

linhagens de CTMs avaliadas (p = 0,0241), sendo que o efeito foi diferente entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D (p = 0,0138). Sendo assim, por meio da análise de variância de um fator nas 

linhagens CTM-S o efeito do oxisterol Triol na quantidade da proteína LRP foi limítrofe, devido 

a elevada amplitude dos resultados (p = 0,0950). Por outro lado, nas linhagens de CTM-D, o 

tratamento com 20 µM de Triol aumentou a quantidade da proteína LRP quando comparado ao 

controle cultivado em meio basal (p = 0,0493), sendo este, o maior aumento da proteína LRP 

observado nas linhagens CTM-D. As demais concentrações de Triol, 30 µM (p = 0,0779) e 

40 µM (p = 0,0005), apresentaram diminuição da proteína LRP quando comparada a 

concentração de 20 µM; e mantendo-se similar ao controle (p > 0, 0500), figura 22C. 
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Figura 22. Análise do tratamento com 7-KC e Triol na proteína LRP de linhagens de CTM-S 

e CTM-D. 

 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína LRP. A. Comparação da 

quantidade da proteína LRP entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de 

Student (p = 0,0356). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína LRP 

em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0116; 

fator células: p = 0,9616; interação: p = 0,9151. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a 

quantidade da proteína LRP em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,0241; fator células: p = 0,3478; interação: p = 0,0138. #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as da linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 
 

 

4.12 Análise dos receptores LXR-α e LXR-β 

Neste trabalho, foi avaliado os receptores nucleares LXR-α e LXR-β, por 

imunofluorescência indireta, nas linhagens de CTMs tratadas com 7-KC e Triol por 24 horas. 

O receptor LXR-α encontra-se localizado no citoplasma e no núcleo das CTMs, sendo 

possível observá-lo em forma de pontos, na cor vermelha, figura 23. Por meio da avaliação 

visual é possível observar aumento da intensidade de fluorescência nos controles cultivados em 

meio basal das linhagens de CTM-D (figuras 23I e 23M). 
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Figura 23. Receptor LXR-α em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 

Fotomicrografia representativa da marcação do receptor LXR-α (TRICT – vermelho) em linhagem de CTM-S 

(A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio 

basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada 

com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S 

cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) 

CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 

µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 

(DAPI – azul). Delineamento celular marcado com CellMask™ Blue. Aquisição das imagens por meio da 

plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 
 

 

Após a análise estatística, foi observado que há diferença na quantidade proteíca do 

receptor LXR-α, sendo que, em linhagens CTM-S a intensidade de fluorescência para a 

marcação do LXR-α foi menor quando comparado as linhagens CTM-D (p = 0,0086), figura 

24A. Tanto o tratamento com 7-KC (p = 0,2207) quanto com Triol (p = 0,0804) não apresentou 

efeito significante na quantidade do receptor LXR-α e/ou interação do tratamento com as 

linhagens de CTMs (p > 0,0500). As diferenças observadas foram apenas entre as linhagens de 

CTM-S e CTM-D independente do grupo de tratamento com 7-KC (p = 0,0192) ou Triol 

(p = 0,0128), figuras 24B e 24C. 

 



82 

 

Figura 24. Análise do receptor LXR-α de CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor LXR-α. A. Comparação da 

quantidade do receptor LXR-α entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T 

de Student (p = 0, 0086). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor 

LXR-α em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e 

CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 

0,2207; fator células: p = 0,0192; interação: p = 0,7605. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, 

a quantidade do receptor LXR-α em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,0804; fator células: p = 0,0128; interação: p = 0,1930. #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: Autora. 

 

 

O receptor LXR-β está presente no citoplasma e no núcleo das CTMs, por meio das 

fotomicrografias é observado a marcação do receptor LXR-β, na cor verde, figura 25. 
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Figura 25. Receptor LXR-β em CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação do receptor LXR-β (FITC – verde) em linhagem de CTM-S (A−H) e 

de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio basal; B) 

CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada com 

70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S 

cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) 

CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 

µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 

(DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala 

igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Referente a análise estatística da quantidade do receptor LXR-β, não foi observado 

diferença significante entre as linhagens de CTM-S e CTM-D (p = 0,0737), figura 26A. Embora 

o tratamento com 7-KC por 24 horas tenha diminuído a quantidade do receptor LXR-β em 

ambos os grupos de CTMs, essa alteração não foi significante, sendo limítrofe (p = 0,0750), 

figura 26B. 

Por outro lado, o tratamento com o oxisterol Triol diminuiu a concentração do receptor 

LXR-β (p = 0,0125) e apresentou interação entre o tipo de linhagem de CTM e a resposta ao 

tratamento (p = 0,0450). Essas diferenças observadas foram nas linhagens de CTM-S, em que 

nas concentrações de 20 µM (p = 0,0120), 30 µM (p = 0,0032) e 40 µM (p = 0,0075) de Triol 
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a quantidade proteica do receptor LXR-β diminuiu em relação ao controle cultivado em meio 

basal. Não foi observado diferença entre as linhagens de CTMs (p = 0,8680), figura 26C. 

 

Figura 26. Análise do receptor LXR-β de CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 
 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor LXR-β. A. Comparação da 

quantidade do receptor LXR-β entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T 

de Student (p = 0,0737). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor LXR-

β em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0750; 

fator células: p = 0,3375; interação: p = 0,1935. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a 

quantidade do receptor LXR-β em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,0125; fator células: p = 0,8680; interação: p = 0,0450. #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: Autora. 

 

 

4.13 Análise do receptor PPAR-γ 

Neste trabalho, foi avaliado o receptor nuclear PPAR-γ, por imunofluorescência 

indireta, nas linhagens de CTM-S e CTM-D tratadas com 7-KC e Triol por 24 horas. 

 Por meio da avaliação visual das fotomicrografias é possível observar a marcação do 

receptor PPAR-γ, em padrão pontilhado na cor verde, espalhado pelo citoplasma e no núcleo 

das CTMs, figura 27. 
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Figura 27. Receptor PPAR-γ em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação do receptor PPAR-γ (FITC – verde) em uma linhagem de CTM-S 

(A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio 

basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada 

com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S 

cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) 

CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 

µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 

(DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala 

igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Foi analisado a quantidade do receptor PPAR-γ em ambas as linhagens de CTMs 

tratadas com 7-KC e Triol por 24 horas. A quantidade do receptor PPAR-γ foi semelhante entre 

as linhagens de CTM-S e CTM-D (p = 0,4154), figura 28A. Além disso, não foi observado 

diferença significante do receptor PPAR- γ nas CTMs tratadas com 7-KC (p = 0,0509) ou com 

Triol (p = 0,0540), embora na análise de dados o valor da probabilidade tenha sido limítrofe, 

figuras 28B e 28C, respectivamente. 
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Figura 28. Análise da quantificação do receptor PPAR-γ em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor PPAR-γ. A. Comparação da 

quantidade do receptor PPAR-γ entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T 

de Student (p = 0,4154). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor 

PPAR-γ em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e 

CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 

0,0509; fator células: p = 0,7718; interação: p = 0,9910. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, 

a quantidade do receptor PPAR-γ em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,0540; fator células: p = 0,7782; interação: p = 0,7779. #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 
 

 

4.14 Análise da proteína caveolina-1 

Neste trabalho, foi avaliado a quantidade da proteína caveolina-1, por 

imunofluorescência indireta, nas linhagens de CTM-S e CTM-D tratadas com 7-KC e Triol por 

24 horas. A caveolina-1 está localiza na membrana plasmática, pode estar presente no complexo 

de Golgi, bem como, nas vesículas denominas cavéolas. 

Por meio da avaliação visual nas fotomicrografias é possível observar a marcação da 

proteína caveolina-1, na coloração verde, em padrão difuso no citoplasma e na membrana 

plasmáticas das células, figura 29. 
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Figura 29. Proteína caveolina-1 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína caveolina-1 (FITC – verde) em linhagem de CTM-S 

(A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio 

basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada 

com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S 

cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) 

CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 

µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 

(DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala 

igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Por meio da análise estatística foi observado que a quantidade da proteína caveolina-1 

foi semelhante entre as linhagens de CTM-S e CTM-D (p = 0,4391), figura 30A. Embora seja 

possível observar diferença na quantidade média da proteína caveolina-1 nas linhagens de 

CTMs tratadas com 7-KC e com Triol, na análise de variância nenhum dos tratamentos 

apresentou efeito significante (p > 0,0500), devido a ampla dispersão dos resultados obtidos, 

figuras 30B e 30C, respectivamente.  
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Figura 30. Análise da proteína caveolina-1 de CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína caveolina-1. A. Comparação 

da quantidade da proteína caveolina-1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do 

teste T de Student (p = 0,4391). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da 

proteína caveolina-1 em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,7886; fator células: p = 0,0958; interação: p = 0,7112. C. Gráfico representando, em intensidade 

de fluorescência, a quantidade da proteína caveolina-1 em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. 

Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com 

pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,2449; fator células: p = 0,6665; interação: p = 0,5480.Fonte: A autora. 

 

 

4.15 Análise do receptor CD147 

O receptor CD147 é um correceptor da proteína ABC-G2. Sendo assim, foi comparado, 

por meio da técnica de imunofluorescência indireta, a quantidade do receptor CD147 entre as 

linhagens de CTM-S e de CTM-D; e após o tratamento com 7-KC e Triol por 24 horas. 

O receptor CD147 é uma proteína transmembranar presente na membrana plasmática. 

Por meio da avaliação visual das fotomicrografias é possível observar a marcação, em 

vermelho, do receptor transmembranar CD147, em um padrão contínuo espalhado por toda a 

membrana das CTMs, figura 31. Além disso, nas fotomicrografias, a intensidade de 

fluorescência do receptor CD147 é maior na linhagem de CTM-D quando comparado a 

linhagem de CTM-S, figura 31. 
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Figura 31. Receptor CD147 de CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação do receptor transmembranar CD147 (TRICT – vermelho) em 

linhagem de CTM-S (A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-

S cultivada em meio basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; 

D) CTM-S cultivada com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM 

de Triol; G) CTM-S cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada 

em meio basal; J) CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-

D cultivada com 70 µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; 

O) CTM-D cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com 

Hoechst 33342 (DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva 

de 10 X − escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora.  

 

 

Por meio da análise estatística foi observado que a quantidade do receptor CD147 foi 

menor em linhagens CTM-S quando comparado as linhagens CTM-D (p = 0,0137), figura 32A.  

A quantidade do receptor CD147 foi similar após o tratamento com 7-KC (p = 0,1695), 

sendo que a diferença observada foi apenas entre as linhagens de CTMs (p < 0,0500), 

figura 32B. 

O tratamento com Triol nas linhagens de CTMs foi diferente (p = 0,0031). Enquanto 

ocorreu aumento na quantidade de CD147 nas linhagens de CTM-S, sendo gradativo de acordo 
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com a concentração de Triol, nas linhagens de CTM-D, na concentração de 40 µM de Triol 

ocorreu diminuição da concentração do receptor CD147 (p = 0,0002), figura 32C. 

 

Figura 32. Análise do receptor CD147 de CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 
Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, o receptor CD147. A. Comparação da quantidade do 

receptor CD147 entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student 

(p = 0,0137). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor CD147 em 

células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através 

da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,1695; fator 

células: p = 0,0905; interação: p = 0,8391. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade 

do receptor CD147 em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,1245; fator células: p = 0,0031; interação: p = 0,0860. *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as da linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 

 

 

4.16 Análise das proteínas da via de sinalização Hedgehog 

 Alguns oxisteróis podem ativar a via de sinalização Sonic Hedgehog. Neste trabalho foi 

avaliado se os oxisteróis 7-KC e Triol podem alterar a concentração do receptor SHh, da 

proteína SMO e da proteína Gli3 nas linhagens de CTM-S e de CTM-D. Essas proteínas são 

componentes chaves na sinalização Hedgehog. 

 

4.16.1 Análise do receptor Sonic Hedgehog 

A quantidade do receptor SHh foi avaliada por imunofluorência indireta nas linhagens 

de CTM-S e de CTM-D tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. 
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O receptor SHh é uma proteína transmembranar presente na membrana plasmática e no 

citoplasma, como fator de transcrição. Por meio da avaliação visual das fotomicrografias o 

receptor SHh pode ser observado na cor verde nas linhagens de CTM-S e CTM-D. A marcação 

apresenta um padrão difuso pontilhado nas células e aglomeração perinuclear, figura 33. Além 

disso, é observado diferença na intensidade de fluorescência entre a linhagem de CTM-S e 

CTM-D, sendo que a maior intensidade de fluorescência do receptor SHh é observada na 

linhagem CTM-D, figura 33. 

 

Figura 33. Receptor SHh em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação do receptor SHh (FITC – verde) em linhagem de CTM-S (A−H) e de 

CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio basal; B) 

CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada com 70 

µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S cultivada 

com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) CTM-D 

cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 µM de 

7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D cultivada com 

30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (DAPI – azul). 

Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala igual a 100 µm. 

Fonte: Dra Débora Levy e a autora.  
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Na comparação da quantidade do receptor SHh entre as linhagens CTM-S e CTM-D, 

foi verificado que em linhagens CTM-S a quantidade do receptor SHh é menor quando 

comparado as linhagens de CTM-D (p = 0,0011), figura 34A. Ademias, tanto o tratamento com 

7-KC quanto com Triol por 24 horas não apresentou efeito significativo na quantidade do 

receptor SHh nas linhagens de CTM-S e CTM-D (p > 0,0500), figuras 34B e 34C, 

respectivamente.  

 

Figura 34. Análise do receptor SHh de CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor SHh. A. Comparação da 

quantidade do receptor SHh entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de 

Student (p = 0,0011). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade do receptor SHh 

em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0699; 

fator células: p = 0,1152; interação: p = 0,2040. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a 

quantidade do receptor SHh em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,4425; fator células: p = 0,1228; interação: p = 0,6617. *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as da linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora.  
 

  

4.16.2 Análise da proteína SMO 

A proteína SMO foi avaliada por imunofluorência indireta nas linhagens de CTM-S e 

de CTM-D tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A proteína SMO é um 

receptor transmembranar encontrado na membrana plasmática, após sua translocação pode estar 
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presente tanto no citoplasma quanto no núcleo da célula. Por meio da avaliação visual das 

fotomicrografias é possível observar a marcação da proteína SMO, em cor verde, em padrão 

pontilhado contínuo na membrana, no citoplasma e no núcleo das CTMs tratadas com 7-KC e 

Triol, figura 35. 

 

Figura 35. Proteína SMO de CTMs tratadas com Triol e 7-KC.  

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação do receptor SMO (FITC – verde) em linhagem de CTM-S (A−H) e 

de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio basal; B) 

CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada com 

70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S 

cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) 

CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 

µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 

(DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala 

igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Referente a quantidade da proteína SMO no citoplasma e na membrana plasmática das 

CTMs, foi verificado que a concentração da proteína SMO é menor em linhagens CTM-S 

quando comparado as linhagens CTM-D (p < 0,0001), figura 36A. Além disso, foi observado, 

por meio da análise de variância de um fator, que o tratamento com 7-KC por 24 horas 



94 

 

aumentou a concentração da proteína SMO no citoplasma das CTM-S, sendo concentração 

dependente (p = 0,0364).  A principal diferença observada no aumento da concentração da 

proteína SMO no citoplasma foi na concentração de 70 µM de 7-KC quando comparado ao 

controle cultivado em meio basal (p = 0,0244), figura 36B. 

Quanto ao tratamento com o oxisterol Triol, foi observado diferença entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D (p = 0,0016) e interação entre o tipo de CTMs e o tratamento (p = 0,0477). 

Na comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D, a diferença observada foi na concentração 

de 40 µM de Triol, em que ocorreu aumento da concentração de SMO no citoplasma em ambas 

as linhagens de CTMs (p = 0,0106). Na comparação dentro da mesma linhagem por meio da 

análise de variância de um fator, o aumento na concentração da proteína SMO no citoplasma 

ocorreu apenas nas linhagens de CTM-S tratadas nas concentrações de 20 µM (p = 0,0334) e 

30 µM (p = 0,0343) de Triol quando comparadas ao controle cultivado em meio basal 

(p = 0,0186), figura 36C. 

 

Figura 36. Análise da proteína SMO no citoplasma das CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 
Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína SMO citoplasmática. A. 

Comparação da proteína SMO citoplasmática entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal 

através do teste T de Student (p < 0,0001). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade 

da proteína SMO citoplasmática em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,2521; fator células: p = 0,0458; interação: p = 0,1224. C. Gráfico representando, em 

intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína SMO citoplasmática em células tratadas com diferentes 

concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por 

ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,3024; fator células: p = 0,0016; interação: 

p = 0,0477. #: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de 

CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. 

Fonte: A autora. 
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A quantidade de SMO nuclear foi menor nas linhagens CTM-S quando comparado as 

linhagens CTM-D (p = 0,0058), figura 37A. O tratamento com 7-KC por 24 horas aumentou a 

concentração de SMO nuclear (p = 0,0079), sendo que a resposta ao tratamento com 7-KC foi 

diferente entre as linhagens CTM-S e CTM-D (p = 0,0311), a interação entre linhagens de CTM 

e o tratamento com 7-KC foi limítrofe (p = 0,0642). Essa alteração observada foi na linhagem 

CTM-S, em que ocorreu aumento da concentração de SMO nuclear nas concentrações de 

30 µM (p = 0,0128) e 50 µM (p = 0,0314) de 7-KC quando comparadas ao controle cultivado 

em meio basal. Ademais, as linhagens CTM-D não apresentam variância significante com o 

tratamento com 7-KC (p > 0,0500), figura 37B. O tratamento com o oxisterol Triol por 24 horas 

apresentou interação com o tipo de linhagem de CTM (p = 0,0108), sendo que as principais 

diferenças observadas foram nas linhagens CTM-S. O tratamento com Triol aumentou a 

concentração de SMO nuclear na concentração de 20 µM quando comparado ao controle 

cultivado em meio basal (p = 0,0106). Nas concentrações de 30 µM e 40 µM o aumento de 

SMO nuclear não foi significante (p > 0,0500). Nas linhagens de CTM-D não foi observado 

diferença na presença do SMO no núcleo após o tratamento com Triol (p> 0,0500), figura 37C.  
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Figura 37. Análise da proteína SMO no núcleo de CTMs tratadas com 7-KC e com Triol.  

 
 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína SMO nuclear. A. Comparação 

da quantidade da proteína SMO nuclear entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do 

teste T de Student (p = 0, 0058). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da 

proteína SMO nuclear em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,0079; fator células: p = 0,0311; interação: p = 0,0642. C. Gráfico representando, em intensidade 

de fluorescência, a quantidade da proteína SMO nuclear em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. 

Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com 

pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,2839; fator células: p = 0,1616; interação: p = 0,0108. #: Diferença 

significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença 

significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora.  
 

 

4.16.3 Análise da proteína Gli3 

A proteína Gli3 é repressora da via SHh. A quantidade da proteína Gli3 foi menor nas 

linhagens CTM-S quando comparado as linhagens CTM-D (p = 0,0010), figura 38A. O 

tratamento com os oxisteróis 7-KC (p = 0,6988) e Triol (p = 0,0992) por 24 horas não 

apresentou alteração significante na quantidade da proteína Gli3 em ambas as linhagens de 

CTM, figuras 38B e 38C, respectivamente.  
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Figura 38. Análise da proteína Gli3 de CTMs tratadas com 7-KC e com Triol.  

 

 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína Gli3. A. Comparação da 

quantidade da proteína Gli3 entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de 

Student (p = 0,0010). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína Gli3 

em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0116; 

fator células: p = 0,9616; interação: p = 0,9151. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a 

quantidade da proteína Gli3 em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,1575; fator células: p = 0,6541; interação: p = 0,9448. *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora.  
 

 

4.17 Análise da proteína ABC-D4 

 Foi avaliado nas linhagens de CTM-S e de CTM-D a presença da proteína ABC-D4 

tratadas com os oxisteróis 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A concentração de 

ABC-D4 foi determinada por meio de imunofluorescência indireta. Na avaliação visual das 

fotomicrografias foi observado a presença da proteína ABC-D4 no núcleo das células-tronco 

mesenquimais, em padrão pontilhado, tipo “bola de golfe”, na cor verde, em ambas as linhagens 

de CTMs. No citoplasma das células, a marcação da proteína ABC-D4 é observada em forma 

de ponto, na cor verde, figura 39. Para confirmar a ligação específica do anticorpo anti-ABC-D4 

e a localização da proteína ABC-D4, foi realizado a marcação da proteína por meio de 
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imunofluorescência indireta nas linhagens MDA-MB-231 (linhagem de adenocarcinoma 

mamário) e MRC-5 (linhagem de fibroblasto de pulmão de feto humano), em que foi observado 

a presença da proteína ABC-D4 apenas no citoplasma. Não foi observado marcação da proteína 

ABC-D4 no núcleo dessas células, figuras 39Q e 39R. 

 

Figura 39. Proteína ABC-D4 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol e nas linhagens MDA-MB-

231 e MRC-5 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína ABC-D4 (FITC – verde) em uma linhagem de CTM-S 

(A−H) e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio 

basal; B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada 

com 70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S 

cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) 

CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 

µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Q) Marcação da proteína ABC-D4 no 

citoplasma da linhagem celular MDA; R) Marcação da proteína ABC-D4 no citoplasma da linhagem celular MRC-

5. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High 

Content Screening, objetiva de 10 X − escala igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e autora. 
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Baseados nos resultados anteriores obtidos pelas fotomicrografias, foi realizado a 

análise da concentração citoplasmática (figura 40) e da concentração nuclear da proteína ABC-

D4 nas CTM-S e CTM-D tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas, (figura 41). 

 A quantidade de ABC-D4 citoplasmática foi maior nas linhagens de CTM-S quando 

comparada as linhagens de CTM-D, embora o valor de probabilidade tenha sido limítrofe (p = 

0,0566), figura 40A. O tratamento com o oxisterol 7-KC por 24 horas não alterou 

significativamente a concentração citoplasmática de ABC-D4 em ambas as linhagens de CTMs 

(p = 0,3662), figura 40B. Por outro lado, o tratamento com o oxisterol Triol aumentou a 

concentração de ABC-D4 citoplasmática (p = 0,0141); e foi observado interação entre o tipo de 

linhagem de CTM e a resposta ao tratamento com Triol (p = 0,0099), sendo que a diferença 

observada foi na linhagem de CTM-D tratadas com 20 µM (p = 0,0044), 30 µM (p = 0,0172) e 

40 µM (p = 0,0001) de Triol quando comparadas ao controle cultivado em meio basal. A 

comparação entre as linhagens de CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foram diferentes nas 

concentrações de 20 µM (p = 0,0263) e de 40 µM (p = 0,0062), figura 40C. 
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Figura 40. Análise da proteína ABC-D4 no citoplasma CTMs tratadas com Triol e 7-KC.  

 
 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-D4 citoplasmática. A. 

Comparação da quantidade da proteína ABC-D4 citoplasmática entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas 

em meio basal através do teste T de Student (p = 0,0566). B. Gráfico representando, em intensidade de 

fluorescência, a quantidade da proteína ABC-D4 citoplasmática em células tratadas com diferentes concentrações 

de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas 

vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,3662; fator células: p = 0,6954; interação: p = 0,1160. C. 

Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-D4 citoplasmática em 

células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através 

da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0141; fator 

células: p = 0,0900; interação: p = 0,0099. #: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento 

dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre 

as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 
 

 

 A concentração de ABC-D4 nuclear foi similar entre as linhagens de CTM-S e CTM-D 

(p = 0,0561), figura 41A. Além disso, tanto o tratamento com 7-KC (p = 0,1442) quanto com 

Triol (p = 0,8547) não apresentou efeito significante no aumento e/ou diminuição na 

concentração nuclear da proteína ABC-D4, figuras 41B e 41C, respectivamente. 
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Figura 41. Análise da proteína ABC-D4 no núcleo de CTMs tratadas com Triol e 7-KC.  

 
 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-D4 nuclear. A. 

Comparação da quantidade da proteína ABC-D4 nuclear entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio 

basal através do teste T de Student (p = 0,0561). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a 

quantidade da proteína ABC-D4 nuclear em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação 

entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de 

Tukey; fator tratamento: p = 0,1442; fator células: p = 0,4529; interação: p = 0,6208. C. Gráfico representando, 

em intensidade de fluorescência, a quantidade da proteína ABC-D4 nuclear em células tratadas com diferentes 

concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por 

ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,8547; fator células: p = 0,4851; interação: 

p = 0,2121. Fonte: A autora. 
 

 

4.18 Expressão de genes mitocondriais 

Neste trabalho, foi avaliado a influência dos oxisteróis 7-KC e Triol na expressão 

relativa de genes mitocondriais associadas aos processos de fusão e fissão, bem como, genes 

relacionados a cadeia transportadora de elétrons. 

 

4.18.1 Expressão dos genes relacionados a dinâmica mitocondrial 

O processo de fusão mitocondrial é regulado pelos genes Mfn1, Mfn2 e OPA1, enquanto 

o processo de fissão é coordenado pelo gene DRP1. Neste trabalho, foi avaliado a expressão 

dos genes Mfn1, Mfn2, OPA1 e DRP1 nas CTMs tratadas com Triol e 7-KC por 24 horas. A 
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análise da expressão gênica relativa foi realizada em relação ao controle cultivado em meio 

basal, portanto o valor do controle é considerado sempre um (1). 

Referente a expressão relativa do gene Mfn1 nas CTMs, tanto o tratamento com 7-KC 

(p = 0,0045) quanto com Triol (p = 0,0153) alterou a expressão gênica, figuras 42A e 42B, 

respectivamente. O tratamento com 30 µM de 7-KC aumento a expressão relativa do gene Mfn1 

nas linhagens CTM-D (p = 0,0877), enquanto o tratamento com a concentração de 70 µM de 

7-KC diminuiu a expressão relativa (p = 0,0127).  Nas linhagens de CTM-S, o tratamento com 

50 µM de 7-KC aumentou a expressão do gene Mfn1 em relação ao controle (p = 0,0125) e a 

concentração de 30 µM de 7-KC (p = 0,0183). 

O tratamento com 20 µM de Triol aumentou a expressão relativa do gene Mfn1 em 2,89 

vezes nas linhagens CTM-S, quando comparado ao controle (p = 0,0029) e ao tratamento com 

40 µM de Triol (p = 0,0216). 

 

Figura 42. Expressão relativa do gene Mfn1 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 

Gráficos representando a expressão relativa do gene Mfn1 após o tratamento com 7-KC e Triol por um período de 

24 horas em CTM-S e CTM-D. A. A comparação da expressão relativa do gene Mfn1 entre as linhagens CTM-D 

e CTM-S tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,0045; fator células: p = 0,5646; interação: p = 0,0089. B. A comparação da expressão relativa 

do gene Mfn1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através do teste de ANOVA 

de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0153; fator células: p < 0,0001; interação: p = 0,0094. 

#: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: 

Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A 

autora. 
 

 

Referente ao gene Mfn2, o tratamento com 7-KC não alterou a expressão relativa (p = 

0,5572), figura 43A. No entanto, o tratamento com Triol foi significante (p < 0,0001) em relação 

ao tipo de linhagem (p < 0,0001) e a interação entre as concentrações do tratamento com Triol 
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e o tipo de linhagem de CTM (p < 0,0001), figura 43B. Isso significa que dependendo da 

linhagem de CTM a resposta ao tratamento com Triol é diferente. 

Dessa forma, foi observado que a expressão relativa do gene Mfn2 entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D foi oposta. Enquanto foi observado aumento da expressão relativa do gene 

Mfn2 nas linhagens CTM-S tratadas com 20 µM de Triol em relação ao controle (p < 0,0001) 

e as concentração de 30 µM (p < 0,0001) e 40 µM (p < 0,0001); nas linhagens de CTM-D foi 

observado diminuição da expressão nas concentrações de 20 µM (p = 0,0002), de 30 µM 

(p = 0,0004) e de 40 µM (p < 0,0001) de Triol em relação ao controle cultivado em meio basal. 

Além disso, da interação observada entre as linhagens de CTMs e o tratamento com 

Triol foi observado que na concentração de 20 µM ocorreu aumento da expressão relativa em 

aproximadamente 2,30 vezes nas linhagens de CTM-S enquanto nas linhagens de CTM-S foi 

de 0,32 (p < 0,0001). Ademais, foi observado diferença na expressão relativa do gene Mfn2 

entre as linhagens de CTM-S e CTM-D tratadas nas concentrações de 30 µM (p < 0,0001) e 

40 µM (p < 0,0001); enquanto não houve alteração da expressão relativa nas linhagens de 

CTM-S, foi observado diminuição da expressão nas linhagens de CTM-D. 

 

Figura 43. Expressão relativa do gene Mfn2 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 

 
 

Gráficos representando a expressão relativa do gene Mfn2 após o tratamento com 7-KC e Triol por um período de 

24 horas em CTM-S e CTM-D. A. A comparação da expressão relativa do gene Mfn2 entre as linhagens CTM-D 

e CTM-S tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,5578; fator células: p = 0,2118; interação: p = 0,1812. B. A comparação da expressão relativa 

do gene Mfn2 entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através do teste de ANOVA 

de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p < 0,0001; fator células: p < 0,0001; interação: p < 0,0001. 

#: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: 

Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A 

autora. 
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Respectivo a expressão relativa do gene OPA1, o tratamento com 7-KC foi diferente 

(p < 0,0001), tanto entre as linhagens de CTMs (p < 0,0001), quanto na interação entre 

tratamento e linhagens CTM-S e CTM-D (p < 0,0001), figura 44A. A principal alteração 

observada foi na linhagem CTM-D, em que o tratamento com 30 µM de 7-KC aumentou a 

expressão relativa do gene OPA1 em aproximadamente 5 vezes quando comparado ao controle 

basal (p < 0,0001); ao tratamento com 50 µM em que o aumento foi de 3,25 vezes (p = 0,0184), 

e a concentração de 70 µM, que apresentou o menor aumento na expressão relativa, apenas 

2 vezes (p < 0,0001). Em relação a interação entre as linhagens de CTMs e o tratamento com 

7-KC foi observado que enquanto a concentração de 30 µM aumenta a expressão relativa do 

gene OPA1 em CTMs-D, o mesmo efeito não ocorreu nas linhagens de CTM-S (p < 0,0001). 

Para as demais concentrações, 50 µM e 70 µM de 7-KC, é possível observar que a expressão 

relativa foi maior nas linhagens de CTM-D em relação as linhagens de CTM-S, no entanto não 

foi significante (p = 0,5082; p = 0,7373, respectivamente). 

Em relação ao tratamento com Triol, foi observado que ocorreu modificação na 

expressão relativa do gene OPA1 (p < 0,0001), tanto entre as linhagens de CTMs (p < 0,0001), 

quanto na resposta para cada concentração de tratamento de acordo com a linhagem, CTM-S e 

CTM-D (p < 0,0001), Figura 44B. O aumento da expressão relativa do gene OPA1 foi maior 

nas linhagens de CTM-D tratadas com 20 µM de Triol, em que foi observado aumento de 

5,37 vezes, em relação ao controle basal (p < 0,0001), e as concentrações de 30 µM (p < 0,0001) 

e 40 µM (p < 0,0001 ), com aumento de  2,01 e 1,67 vezes, respectivamente. Além disso, nas 

concentrações de 20 µM e 30 µM a expressão gênica aumentou nas linhagens de CTM-D em 

comparação as linhagens de CTM-S (p < 0,0001 e p < 0,0163). 
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Figura 44. Expressão relativa do gene OPA1 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando a expressão relativa do gene OPA1 após o tratamento com 7-KC e Triol por um período 

de 24 horas em CTM-S e CTM-D. A. A comparação da expressão relativa do gene OPA1 entre as linhagens CTM-

D e CTM-S tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p < 0,0001; fator células: p < 0,0001; interação: p < 0,0001. B. A comparação da expressão 

relativa do gene OPA1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através do teste de 

ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p < 0,0001; fator células: p < 0,0001; interação: 

p < 0,0001. #: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de 

CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. 

Fonte: autora. 

 

O gene DRP1 está associado ao processo de fissão mitocondrial. O tratamento com 

7-KC alterou a expressão relativa do gene DRP1 (p = 0,0054). Além disso, a resposta ao 

tratamento foi diferente entre as linhagens CTM-S e CTM-D (p = 0,0040). No entanto, a 

expressão média global entre as linhagens foi limítrofe (p = 0,0528). As principais alterações 

observadas foram nas linhagens CTM-D, em que foi observado aumento da expressão relativa 

do gene DRP1 na concentração de 30 µM de 7-KC quando comparado ao controle basal 

(p = 0,0031), a concentração de 50 µM (p = 0,0428) e de 70 µM (p = 0,0005).  Comparando a 

resposta ao tratamento entre as linhagens, foi observado diferença na expressão relativa na 

concentração de 30 µM, em que nas linhagens de CTM-S não ocorreu alteração e nas linhagens 

CTM-S houve aumento da expressão relativa do gene DRP1, de aproximadamente 4,50 vezes 

(p = 0,0026), figura 45A. 

 Nas CTMs tratadas com Triol por 24 horas foi observado diferença na interação entre o 

tratamento e a resposta (p = 0,0477). Essa diferença foi no tratamento com 30 µM de Triol em 

que a expressão relativa do gene DRP1 aumentou nas linhagens CTM-D, quando comparado 

ao controle basal (p = 0,0443) e a concentração de 40 µM (p = 0,0418), figura 45B. Ademais, 

não foi observado diferença na expressão global entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

(p = 0,1816) ou em relação as concentrações de Triol (p = 0,0702). 
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Figura 45. Expressão relativa do gene DRP1 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando a expressão relativa do gene DRP1 após o tratamento com 7-KC e Triol por um período 

de 24 horas em CTM-S e CTM-D. A. A comparação da expressão relativa do gene DRP1 entre as linhagens CTM-

D e CTM-S tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,0054; fator células: p = 0,0528; interação: p = 0,0040. B. A comparação da expressão 

relativa do gene DRP1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através do teste de 

ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0702; fator células: p < 0,1816; interação: 

p = 0,0477. #: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de 

CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. 

Fonte: A autora. 

 

 

4.18.2 Expressão dos genes relacionados a cadeia transportadora de elétrons  

 Para verificar a influência do 7-KC e Triol na cadeia transportadora de elétrons 

mitocondrial foi avaliado a expressão relativa dos genes CYTB e ND1 em linhagens de CTM-S 

e CTM-D após o tratamento com os oxisteróis por 24 horas, figura 46. Na análise de variância 

por dois fatores, tanto o tratamento com 7-KC quanto com Triol não apresentou diferença 

significante entre as concentrações de tratamento, entre as linhagens e/ou interação entre 

tratamento e linhagem de CTM (p > 0,0500). Embora seja possível observar diferença na 

expressão relativa do gene CYTB na concentração de 30 µM de 7-KC entre as linhagens CTM-

S e CTM-D, a mesma não foi significante (p = 0,0523), figura 46A. 
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Figura 46. Expressão relativa do gene CYTB em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando a expressão relativa do gene CYTB após o tratamento com 7-KC e Triol por um período 

de 24 horas em CTM-S e CTM-D. A. A comparação da expressão relativa do gene CYTB entre as linhagens CTM-

D e CTM-S tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p < 0,0751; fator células: p < 0,0670; interação: p < 0,1032. B. A comparação da expressão 

relativa do gene CYTB entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através do teste de 

ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p < 0,7013; fator células: p < 0,8686; interação: 

p < 0,8686. #: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de 

CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. 

Fonte: A autora. 

 

 

 O segundo gene relacionado a cadeia transportadora de elétrons foi o gene ND1. O 

tratamento com 7-KC diminui a expressão relativa (p < 0,0001), não foi observado diferenças 

entre as linhagens CTM-S e CTM-D (p = 0,7495) ou diferença na interação entre tratamento e 

linhagens de CTMs (p = 0,9957). Isso significa que o tratamento com 7-KC diminui a expressão 

relativa do gene ND1 da mesma forma tanto em CTM-S quanto em CTM-D, figura 47A. 

Sendo assim, foi observado diminuição na expressão relativa do gene ND1 nas linhagens 

de CTM-S tratadas com 50 µM (p = 0,0021) e 70 µM (p = 0,0163) de 7-KC quando comparada 

ao controle cultivado em meio basal. Nas linhagens de CTM-D foi observado diminuição na 

expressão relativa do gene ND1 nas concentrações de 30 µM (p = 0,0317), 50 µM (p = 0,0004) 

e 70 µM (p = 0,0197) de 7-KC quando comparado ao controle. 

 Nas linhagens de CTM-S e CTM-D tratadas com Triol por 24 horas, a análise de 

variância de dois fatores apresentou diferença na expressão relativa do gene ND1 em relação as 

concentrações de Triol (p = 0,0459), bem como entre a interação do tratamento com as 

linhagens de CTMs (p = 0,0182). No entanto não foi observado diferença entre as linhagens de 

CTM-S e CTM-D (p = 0,9466). Na análise pós-hoc não foi verificado diferença significante 

entre as três concentrações de Triol nos seus respectivos grupos ou em comparação aos demais 

grupos (p> 0,0500). Figura 47B. 
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Figura 47. Expressão relativa do gene ND1 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando a expressão relativa do gene ND1 após o tratamento com 7-KC e Triol por um período de 

24 horas em CTM-S e CTM-D. A. A comparação da expressão relativa do gene ND1 entre as linhagens CTM-D 

e CTM-S tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p < 0,0001; fator células: p < 0,7495; interação: p < 0,9957. B. A comparação da expressão relativa 

do gene ND1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através do teste de ANOVA de 

duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p < 0,0459; fator células: p < 0,9466; interação: p < 0,0182. 

#: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; 

*: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: 

A autora. 

 

 

4.19 Expressão dos genes NF-KB e IKKB1 

 Foi avaliado a expressão relativa dos genes NF-KB e de seu repressor IKKB1 em CTMs 

tratadas com Triol e 7-KC por 24 horas. A expressão relativa foi em relação ao controle 

cultivado em meio basal, portanto o valor do controle é considerado sempre um. O tratamento 

com Triol não alterou a expressão dos genes NF-KB (p = 0,3353) e IKKB1 (p = 0,2553), 

figura 48A e 48B, respectivamente. 

 O tratamento com 7-KC aumentou a expressão relativa do gene NF-KB (p = 0,0289). 

figura 48C. Referente ao gene IKKB1 foi observado aumento na expressão relativa nas CTM-D 

tratadas com 70 µM de 7-KC em relação ao controle (p = 0,0491), figura 48D. 
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Figura 48. Expressão relativa dos genes NFKB e IKKB1 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 

Gráficos representando a expressão relativa do gene NF-KB e do gene IKKB1 após o tratamento com Triol e 7-KC 

por um período de 24 horas em CTM-D e CTM-S. A: A comparação da expressão relativa do gene NF-KB entre 

as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós 

teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,3353; fator células: p = 0,1790; interação: p = 0,2790. B: A comparação 

da expressão relativa do gene IKKB1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com Triol foi realizada através 

do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,2553; fator células: p = 0,6203; 

interação: p = 0,9630. C: A comparação da expressão relativa do gene NF-KB entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: 
p = 0,0405; fator células: p = 0,0007; interação: p = 0,1070. D: A comparação da expressão relativa do gene IKKB1 

entre as linhagens CTM-S e CTM-D tratadas com 7-KC foi realizada através do teste de ANOVA de duas vias 

com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0491; fator células: p = 0,0834; interação: p = 0,4672. #: Diferença 

significante quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença 

significante quando comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 

 

 

4.20 Expressão do gene BCL2 

 Foi avaliado a expressão do gene BCL2 nas CTMs tratadas com Triol e 7-KC, por 

24 horas. A análise da expressão relativa do gene BCL2 foi realizada em relação ao controle 

cultivado em meio basal, portanto o valor do controle é considerado sempre um. O tratamento 

com 7-KC aumentou a expressão do gene BCL2 nas linhagens de CTM-D (p =0,0297). Esse 

aumento significante foi observado na concentração de 70 µM em relação ao controle cultivado 

em meio basal (p = 0,0011). Houve diferença entre as linhagens CTM-D e CTM-S (p = 0,0010) 
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em relação as concentrações utilizadas de 7-KC. No entanto, não foram observadas interações 

entre tratamento e as linhagens CTMs (p = 0,0628). Figura 49A. O tratamento com Triol por 

24 horas não influenciou de maneira significativa na expressão relativa do gene BCL2 

(p = 0,5843). Figura 49B. 

 

Figura 49. Expressão relativa do gene BCL2 em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando a expressão relativa do gene BCL2 após o tratamento com 7-KC (A) e com Triol (B) por 

um período de 24 horas em CTM-S e CTM-D. A. A comparação da expressão relativa entre as linhagens CTM-S 

e CTM-D foram realizadas através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: 

p = 0,0297; fator células: p = 0,0010; interação: p = 0,0628. B. Comparação da expressão relativa entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D realizada através do teste de ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,5843; fator células: p = 0,1204; interação: p = 0,7835; #: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D.  Fonte: A autora. 
 

 

4.21 Análise da proteína survivina 

 Neste trabalho, foi avaliado a quantidade de survivina citoplasmática e de survivina 

nuclear entre as linhagens de CTM-S e de CTM-D, e após o tratamento com 7-KC e com Triol 

por um período de 24 horas, por imunofluorência indireta. Por meio da avaliação das 

fotomicrografias é observado a marcação da proteína survivina na coloração verde, presente no 

citoplasma, em padrão difuso pontilhado; e no núcleo, em padrão pontilhado, em ambas as 

linhagens de CTM, figura 50. 
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Figura 50. Proteína survivina de CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Fotomicrografia representativa da marcação da proteína survivina (FITC – verde) em linhagem de CTM-S (A−H) 

e de CTM-D (I−P) tratadas com 7-KC e Triol por um período de 24 horas. A) CTM-S cultivada em meio basal; 

B) CTM-S cultivada com 30 µM de 7-KC; C) CTM-S cultivada com 50 µM de 7-KC; D) CTM-S cultivada com 

70 µM de 7-KC; E) CTM-S cultivada em meio basal; F) CTM-S cultivada com 20 µM de Triol; G) CTM-S 

cultivada com 30 µM de Triol; H) CTM-S cultivada com 40 µM de Triol; I) CTM-D cultivada em meio basal; J) 

CTM-D cultivada com 30 µM de 7-KC; K) CTM-D cultivada com 50 µM de 7-KC; L) CTM-D cultivada com 70 

µM de 7-KC; M) CTM-D cultivada em meio basal; N) CTM-D cultivada com 20 µM de Triol; O) CTM-D 

cultivada com 30 µM de Triol; P) CTM-D cultivada com 40 µM de Triol. Núcleos marcados com Hoechst 33342 

(DAPI – azul). Aquisição das imagens por meio da plataforma High Content Screening, objetiva de 10 X − escala 

igual a 100 µm. Fonte: Dra Débora Levy e a autora. 

 

 

Baseados na análise da intensidade de fluorescência, foi verificado que a quantidade de 

survivina citoplasmática foi menor nas linhagens CTM-S quando comparado as linhagens 

CTM-D (p = 0,0220), figura 51A. O tratamento por 24 horas com 7-KC aumentou a quantidade 

de survivina citoplasmática nas linhagens de CTM-S, na concentração de 70 µM comparada ao 

controle cultivado em meio basal (p = 0,0099), figura 51B. Por outro lado, o tratamento com 

Triol não apresentou efeito significante na quantidade de survivina citoplasmática tanto em 

CTM-S quanto em CTM-D (p = 0,8993). As diferenças observadas forma em relação as 

linhagens CTM-S e CTM-D (p = 0,0502), figura 51C. 
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Figura 51. Análise da proteína survivina no citoplasma de CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade de survivina citoplasmática. A. 

Comparação de survivina citoplasmática entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através 

do teste T de Student (p = 0,0220). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade de 

survivina citoplasmática em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as 

linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; 

fator tratamento: p = 0,1753; fator células: p = 0,2921; interação: p = 0,4704. C. Gráfico representando, em 

intensidade de fluorescência, a quantidade de survivina citoplasmática em células tratadas com diferentes 

concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por 

ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p <0,8993; fator células: p = 0,0502; interação: p 

= 0,6807. *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre as da linhagens CTM-S e 

CTM-D. Fonte: A autora.  

 

 

 A quantidade de survivina nuclear foi semelhante entre as linhagens de CTM-S e 

CTM-D (p = 0,4836), figura 52A. Além disso, tanto o tratamento com diferentes concentrações 

de 7-KC (p = 0,8430) quanto com Triol (p = 0,3257) não apresentou efeito significante na 

quantidade de survivina nuclear nas linhagens de CTMs avaliadas, figuras 52B e 52C 

respectivamente.  
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Figura 52. Análise da proteína survivina no núcleo em CTMs tratadas com 7-KC e Triol. 

 
 

Gráficos representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade de survivina nuclear. A. Comparação de 

survivina nuclear entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student 

(p = 0,4836). B. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade de survivina nuclear em 

células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através 

da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,8430; fator 

células: p = 0,8012; interação: p = 0,2372. C. Gráfico representando, em intensidade de fluorescência, a quantidade 

de survivina nuclear em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p <0,3257; fator células: p = 0,4735; interação: p = 0,3243. Fonte: A autora. 

 

 

4.22 Quantificação de glutationa celular  

 Neste trabalho foi avaliado o teor de glutationa celular por luminescência em ambas as 

linhagens de CTMs tratadas com os oxisteróis 7-KC e Triol por 24 horas. Sendo assim, foi 

verificado a concentração de glutationa total (figura 53), de glutationa oxidada (figura 54) e a 

razão entre o teor de glutationa total e de glutationa oxidada (figura 55), o que infere o teor de 

glutationa celular reduzida. 

 A comparação média do teor de glutationa total entre as linhagens CTM-S e CTM-D 

foram similares. Embora as linhagens CTM-D tenham apresentado maior concentração de 

glutationa total quando comparado as linhagens CTM-S a análise estatística por meio do teste 

T de Student para amostras independentes demonstrou uma significância limítrofe (p = 0,0600), 

figura 53A. No entanto, o tratamento com 7-KC (p = 0,0013) e com Triol por 24 horas aumentou 

a concentração de glutationa total. Referente ao tratamento com concentrações de 7-KC foi 
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observado que as diferenças encontradas foram nas linhagens de CTM-D (p < 0,0001); entre o 

controle cultivado em meio basal quando comparado as concentrações de 50 µM (p = 0,0096) 

e 70 µM (p = 0,0388) de 7-KC. Além disso, não foi observado interação entre o tratamento com 

7-KC e as linhagens CTM-S e CTM-D (p = 0,5899), sendo que as diferenças observadas no 

aumento do teor celular de glutationa total foram nas linhagens de CTM-D tratadas com as 

concentrações de 30 µM (p = 0,0205), 50 µM (p = 0,0076) e 70 µM (p = 0,0135) quando 

comparada as linhagens de CTM-S, figura 53B. 

 Quanto ao tratamento com o oxisterol Triol foi observado que em ambas as linhagens, 

CTM-S e CTM-D, houve aumento do teor celular de glutationa total (p = 0,0002), porém não 

ocorreu interação entre tratamento e o tipo de linhagem celular (p = 0,3079). As diferenças 

observadas foram em ambas as linhagens de CTM-S e CTM-D tratadas nas concentrações de 

20 µM, 30 µM e 40 µM de Triol quando comparado ao controle cultivado em meio basal 

(p < 0,0500). Entre as linhagens, foi observado diferença entre as concentrações de 30 µM 

(p = 0,0420) e 40 µM (p = 0,0284), figura 53C. 
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Figura 53. Análise do teor de GSH total de CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 

 

Gráficos representando, em intensidade de luminescência, a quantidade glutationa (GSH) total. A. Comparação de 

GSH total entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student (p = 0,0600). 

B. Gráfico representando, em intensidade de luminescência, a quantidade de GSH total em células tratadas com 

diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de 

variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0013; fator células: p < 0,0001; 

interação: p = 0,5899. C. Gráfico representando, em intensidade de luminescência, a quantidade de GSH total em 

células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através 

da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p <0,0001; fator 

células: p = 0,0002; interação: p = 0,3079. #: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento 

dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de tratamento entre 

as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 

 

 

  A quantidade de glutationa oxidada (GSSH) foi elevada nas linhagens de CTM-D 

quando comparada as linhagens de CTM-S (p = 0,0320), figura 54A. Além disso, o tratamento 

com por 24 horas com o oxisterol 7-KC aumento a concentração celular de glutationa oxidada 

nas linhagens de CTMs (p = 0,0028), sendo que a principal alteração observada foi na linhagem 

CTM-S (p = 0,0062), em que ocorreu aumento no teor de glutationa oxidada nas linhagens de 

CTM-S tratadas com 70 µM de 7-KC quando comparada ao controle cultivado em meio basal 

(p = 0,0087), figura 54B.  

 O tratamento com o oxisterol Triol também promoveu aumento da concentração de 

glutationa oxidada nas linhagens de CTMs (p < 0,0001), não foi observado diferença entre as 

linhagens (p = 0,2305), porém, foi observada interação entre o tratamento e as linhagens de 
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CTMs (p = 0,0050). Dessa forma, em ambas as linhagens, CTM-S e CTM-D, o aumento de 

glutationa oxidada foi concentração-dependente em relação ao controle cultivado em meio 

basal (p = 0,0050), figura 54C. 

 

Figura 54. Análise da concentração de glutationa oxidada em CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 
 

Gráficos representando, em intensidade de luminescência, a quantidade glutationa oxidada (GSSH). A. 

Comparação de GSSH entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio basal através do teste T de Student 

(p = 0,0320). B. Gráfico representando, em intensidade de luminescência, a quantidade de GSSH em células 

tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da 

análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0028; fator células: 

p = 0,0062; interação: p = 0,1660. C. Gráfico representando, em intensidade de luminescência, a quantidade de 

GSSH em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação entre as linhagens CTM-S e 

CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator tratamento: p 

<0,0001; fator células: p = 0,2305; interação: p = 0,0050. #: Diferença significante quando comparado os grupos 

de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando comparado os grupos de 

tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 
 

 Após a quantificação do teor de glutationa total e de glutationa oxidada foi calculado a 

razão entre glutationa total e oxidada (GSH/GSSH). A comparação entre as linhagens de CTMs 

demonstrou que em linhagens de CTM-S a razão GSH/GSSH foi maior quando comparada as 

linhagens de CTM-D (p = 0,0149), figura 55A. Além disso, o tratamento com 7-KC diminui a 

razão GSH/GSSH (p = 0,0080) e foi observado interação entre linhagens de CTMs e resposta 

ao tratamento (p = 0,0209). A diferença significante na diminuição da razão GSH/GSSH foi 

nas linhagens de CTM-S tratadas com 70 µM de 7-KC quando comparada ao controle cultivado 



117 

 

em meio basal (p = 0,0041). Nesta análise não foi verificado diferença entre as linhagens de 

CTMs (p = 0,9821), figura 55B.  

 O tratamento com Triol apresentou efeito na razão GSH/GSSH nas linhagens de CTMs 

(p < 0,0001), sendo que a resposta entre as linhagens foi diferente (p = 0,0007). Referente as 

linhagens de CTM-S, foi observado diminuição da razão GSH/GSSH nas concentrações 

utilizadas de Triol, sendo significante a concentração de 30 µM (p = 0,0002) e 40 µM (p = 

0,0001) quando comparada ao controle cultivado em meio basal.  Por outro lado, o tratamento 

com Triol em CTM-D apresentou variações na resposta, enquanto houve aumento da razão 

GSH/GSSH em CTM-D tratadas com 20 µM (p = 0,0409) em relação as concentrações de 30 

µM (p = 0,0368) e 40 µM (p = 0, 0286) de Triol, foi observado diminuição da razão de 

GSH/GSSH quando comparado as concentrações de 30 µM (p = 0, 0368) e 40 µM (p = 0, 0286) 

de Triol em relação ao controle cultivado em meio basal, figura 55C. 

 

Figura 55. Análise da razão de GSH/GSSH em CTMs tratadas com 7-KC e Triol.  

 
Gráficos representando, em intensidade de luminescência, a razão entre glutationa total e glutationa oxidada 

(GSH/GSSH). A. Comparação da razão GSH/GSSH entre as linhagens CTM-S e CTM-D cultivadas em meio 

basal através do teste T de Student (p = 0,0149). B. Gráfico representando, em intensidade de luminescência, a 

razão GSH/GSSH em células tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Comparação entre as linhagens 

CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de Tukey; fator 

tratamento: p = 0,0028; fator células: p = 0,0062; interação: p = 0,1660. C. Gráfico representando, em intensidade 

de luminescência, a razão GSH/GSSH em células tratadas com diferentes concentrações de Triol. Comparação 

entre as linhagens CTM-S e CTM-D através da análise de variância por ANOVA de duas vias com pós teste de 

Tukey; fator tratamento: p <0,0001; fator células: p = 0,2305; interação: p = 0,0050. #: Diferença significante 

quando comparado os grupos de tratamento dentro da mesma linhagem de CTM; *: Diferença significante quando 

comparado os grupos de tratamento entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Fonte: A autora. 
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4.23   Análise da interação entre as variáveis estudadas 

 Após a avaliação final de todos os resultados, foi realizada análise de bioinformática de 

interação entre as variáveis estudadas. Sendo assim, foi observado a interação qualitativa entre 

gene-gene, proteína-gene ou proteína-proteína, figura 56A. Em seguida, foi avaliada a interação 

por agrupamentos, por meio da técnica não-hierárquica de K-means. Da interação entre as 

proteínas e os genes estudados, foi possível identificar sete agrupamentos diferentes com 

relações entre si, (figuras 56B-56F), ou seja, foram formados agrupamentos menores de relação 

entre as variáveis estudadas, no entanto, independentemente do número de agrupamentos, as 

relações entre as variáveis se mantiveram. 

Dentre os agrupamentos formados, a figura 56E, foi formada por 6 agrupamentos, sendo 

eles: em azul um grupo formado pelos genes mitocondriais: Mfn1, Mfn2, OPA1 e DRP1. Em 

roxo, um grupo formado pelos receptores LXR-α e LXR-β, e pelas proteínas ABC-A1 e ABC-

G1. Em verde esmeralda, um grupo formado pelos receptores PPAR-γ e CD147, e pela proteína 

caveolina-1. Em verde água, um agrupamento composto pelos receptores SHh e SMO, e pelas 

proteínas GLI-3 e LRP. Em amarelo, um agrupamento formado pelos genes ND1 e CYTB. Em 

vermelho, um grande agrupamento formado pelas proteínas survivina, ABC-G2, pela 

glutationa, pelas enzimas caspases 3/7 e pelos genes BCL2, NF-KB e IKKB1. A proteína ABC-

D4 não fez parte de nenhum agrupamento, ficando isolada (cor amarelo claro).  

Nota-se que o maior agrupamento é composto por proteínas e genes relacionados ao 

metabolismo e sobrevivência celular. Além disso, a principal conexão entre todas as variáveis 

e a presença das enzimas caspases 3/7. Elas formam as principais conexões entre as proteínas 

relacionadas ao transporte de colesterol e fosfolípides, bem como com a proteína ABCG2 e via 

de sinalização SHh; e com os genes relacionados a fusão e fissão mitocondrial.  
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Figura 56. Interação entre as variáveis estudadas em CTM-S e CTM-D 

 

 

 

Interação entre proteínas e genes avaliados. O agrupamento foi realizado por meio de inteligência artificial que 

utilizada a base de dados PubMed como fonte de associação entre as variáveis. A análise é apenas qualitativa, 

demonstrando as possíveis conexões entre as variáveis. Os gráficos foram gerados pela Autora no site 

string-db.org. Fonte: A autora. 
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Após verificar que todas as variáveis apresentavam o mesmo perfil de associação, 

independentemente da quantidade de agrupamentos, foi realizada uma análise de cluster por 

meio da técnica não-hierárquica de K-means, apenas com as variáveis que demonstraram 

diferença após o tratamento com 7-KC (figura 57A) e com Triol (figura 57 B). Para ambos os 

tratamentos foi formado 3 agrupamentos. 

Referente as 12 variáveis que apresentaram diferença após o tratamento com 7-KC, é 

observado que os principais efeitos da ação do 7-KC nas CTMs foram relacionados a proteínas 

e genes associados sobrevivência celular e no metabolismo energético mitocondrial. As 

proteínas SMO e LRP, bem como o gene ND1 e a glutationa não apresentaram conexões com 

nenhum dos agrupamentos após o tratamento com 7-KC. Isso ocorreu, pois, essas proteínas se 

conectavam a rede por meio de outras proteínas que não apresentaram diferença após o 

tratamento com 7-KC, figura 57A. 

O tratamento com Triol nas CTMs apresentou um perfil diferenciando. Das 12 variáveis 

que apresentaram diferença após o tratamento com Triol, vale destacar que manteve o cluster 

formado pelos genes mitocondriais de fusão e fissão associado as caspases 3/7.  Além disso, a 

proteína ABC-A1 e receptor LXR-β formaram um agrupamento independente. As proteínas 

LRP, ABC-D4, SMO e o receptor CD147 não formaram conexões fortes com as proteínas 

presentes nos agrupamentos, permanecendo isoladas. Com base nessa avaliação, o efeito da 

ação do Triol nas CTMs está relacionado ao metabolismo energético e lipídico, figura 57B. 

 

Figura 57. Interação entre as variáveis das CTMs que apresentaram diferença após o tratamento 

com 7-KC e Triol 

 

Interação entre proteínas e genes avaliados após o tratamento com 7-KC (A) e Triol (B). O agrupamento foi 

realizado por meio de inteligência artificial que utilizada a base de dados PubMed como fonte de associação entre 

as variáveis. A análise é apenas qualitativa, demonstrando as possíveis conexões entre as variáveis. Os gráficos 

foram gerados pela Autora no site string-db.org. Fonte: A autora. 
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Embora em apenas 12 variáveis o efeito do 7-KC e do Triol tenha sido significante, é 

possível observar, em conjunto na figura 58, que as linhagens CTM-S e CTM-D apresentam 

perfis diferentes após o tratamento com 7-KC e Triol por 24 horas. 

A normalização das variáveis foi realizada por meio do Z-score para cada grupo de 

proteínas ou genes. Por exemplo, para normatizar a proteína ABC-A1 foi utilizado os valores 

de imunofluorescência da ABC-A1 cultivada em meio basal e tratada com 7-KC, e calculado o 

Z-score, depois foi realizado o mesmo procedimento para a ABC-A1 tratada com Triol, e assim 

para todas as variáveis. 

 

Figura 58. Heatmap das variáveis estudadas em CTM-S e CTM-D tratadas com 7-KC e Triol. 

 
Gráfico representando em intensidade de cor as variáveis estudadas após o tratamento com 7-KC e Triol. A 

normalização dos dados foi realizada pelo meio do Z-score. Escala apresentando a variação em intensidade de cor 

o menor valor de -2,5 em roxo até o maior valor de 1,5 em vermelho. Fonte: A autora.  
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5. DISCUSSÃO  

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do tratamento com Triol e 7-KC nas 

proteínas ABCs e LRP das células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea de 

pacientes com LMA (CTM-D). Para tanto, foi utilizado como controle células-tronco 

mesenquimais derivadas de medula óssea de indivíduos saudáveis (CTM-S). 

Inicialmente, para responder ao objetivo geral foi necessário determinar a concentração 

citotóxica de Triol e 7-KC. Para tanto, os experimentos de citotoxicidade foram realizados em 

linhagens diferentes de CTMs, CTMs derivadas de medula óssea de indivíduos considerados 

clinicamente saudáveis (CTM-S) e CTMs de pacientes com LMA (CTM-D). Foi observado que 

os CI50 encontrados foram diferentes entre as linhagens CTM-S e CTM-D, tanto para o oxisterol 

Triol, quanto para o 7-KC. 

 O oxisterol Triol apresentou um CI50 de 55,0 µM para as linhagens de CTM-D enquanto 

nas linhagens de CTM-S, o CI50 foi de 102,0 µM. Referente ao tratamento com o oxisterol 

7-KC, foi observado nas linhagens CTM-S, CI50 de 98,0 µM, e nas linhagens CTM-D, CI50 foi 

de 82,0 µM. Esses resultados demostraram que as linhagens CTM-D são mais sensíveis aos 

efeitos citotóxicos de Triol e de 7-KC quando comparada as linhagens CTM-S. 

Em ambos os tratamentos, tanto com 7-KC quanto com Triol foi observado a ativação 

das caspases 3/7, associada a desorganização das fibras de actina. A desorganização do 

citoesqueleto e a ativação das caspases 3/7 estão associadas ao início dos processos de morte 

celular causada por oxisteróis (169). 

Entre as linhagens CTM-S e CTM-D, não foi observado diferença na ativação das 

caspases 3/7 tratadas com diferentes concentrações de 7-KC. Por outro lado, o tratamento com 

o oxisterol Triol apresentou diferença na ativação das caspases 3/7 entre as linhagens CTM-S 

e CTM-D. Tais resultados para ambos os tratamentos podem ser justificados por meio dos 

valores das CIs50 encontrados para cada linhagem de CTM. Sendo que, a CI50 do 7-KC foi 

próximo entre as linhagens de CTM-S e de CTM-D, enquanto para o oxisterol Triol os valores 

de CI50 entre as linhagens foram discrepantes. Isso indica que a mesma concentração de Triol 

apresenta um efeito diferente entre as linhagens CTM-S e CTM-D na indução de vias mortes 

em que as caspases 3/7 participam. 

Sendo assim, foram escolhidas concentrações de 7-KC e de Triol inferiores a CI50 com 

o objetivo de avaliar o efeito da ação desses oxisteróis nas proteínas transportadoras ABCs e 

LRP e em suas vias de modulação, sem a presença de morte celular. 
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Das 44 proteínas ABCs expressas em humanos, 29 proteínas apresentaram alguma 

diferença na expressão gênica na linhagem de CTM-D tratadas com 20 µM de Triol; e 

27 proteínas transportadoras ABCs apresentaram diferença na expressão gênica após o 

tratamento com 25 µM de 7-KC. Por meio desse experimento foi possível observar que o 

oxisterol 7-KC apresentou um efeito de inibidor da expressão gênica das proteínas ABCs, 

enquanto que o oxisterol Triol apresentou um efeito variado. 

A partir desses resultados foram selecionadas seis proteínas ABCs para serem avaliadas 

após o tratamento com 7-KC e com Triol. Dentre as proteínas selecionadas, a proteína ABC-A1 

e ABC-G1 são proteínas transmembranares responsáveis pelo efluxo colesterol e de 

fosfolipidios (170); a proteína ABC-D4, presente na membrana dos lisossomos, é responsável 

pelo efluxo de cobalamina dos lisossomos para o citoplasma (171); e as proteínas ABC-C1, 

ABC-C2  e ABC-G2 estão associadas ao fenótipo de resistência a múltiplas drogas (172). 

Em células-tronco as proteínas pertencentes à família ABC apresentam entre outras, 

funções relacionadas a plasticidade. Também é observado diferenças entre células-tronco 

pluripotentes e/ou multipotentes saudáveis e de células-tronco tumorais no perfil de expressão 

das proteínas ABCs (173–176). Embora em nossas linhagens de CTMs, o gene ABCB1 não 

tenha sido expresso, tanto o aumento da expressão gênica quanto da proteína ABC-B1 estão 

associadas ao fenótipo MDR e são marcadores de “side population” de células-tronco tumorais 

(177). 

A relação entre a expressão gênica das proteínas ABCs e a diferenciação das 

células-tronco ainda não está bem estabelecida. No entanto, durante o processo de maturação e 

de diferenciação celular, ocorre um balanço em que há perda e ganhos na expressão gênica e 

na quantidade de proteínas ABCs (178). Essas diferenças encontradas podem ser explicadas, 

em partes, pelo tipo celular, o grau de diferenciação, a localização tecidual e as alterações no 

microambiente celular  (179, 180). 

De maneira surpreendente, das proteínas ABCs avaliadas em nosso trabalho, as 

proteínas ABC-C1 e ABC-C2 não foram encontradas pela técnica de imunofluorência indireta 

em ambas as linhagens de CTMs. Romain Barbet et al., (181) descreveram as diferenças na 

expressão gênica das proteínas ABCs em células-tronco embrionárias, células-tronco 

mesenquimais de medula óssea e células-tronco mesenquimais derivadas de células-tronco 

embrionárias. O perfil de expressão foi diferente entre as linhagens estudadas. As células-tronco 

embrionárias apresentaram a expressão de 44 genes da família ABC, as células-tronco 

mesenquimais derivada de células-tronco embrionárias apresentaram a expressão de 37 genes 

e as células-tronco de medula óssea apresentaram expressão de 35 genes da família ABC. Na 



124 

 

análise conduzida pelos pesquisadores as proteínas da família ABC-C, incluindo ABC-C1 e 

ABC-C2, apresentaram expressão estável entre as 3 linhagens estudadas. Cabe ressaltar que as 

células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea são heterogêneas, sendo possível 

observar subpopulações de CTMs diferentes derivadas de um mesmo tecido e/ou condições 

fisiopatológicas (182, 183). Além disso, em nosso trabalho foi verificado a presença das 

proteínas ABC-C1 e ABC-C2 e não apenas a expressão gênica. É possível que haja mecanismos 

pós-transcricionais nas CTMs avaliadas em nosso estudo, que impossibilitam a tradução da 

proteína. 

As proteínas ABC-A1 e ABC-G1 são reguladas positivamente pelos receptores 

nucleares LXR-α, LXR-β e PPAR-γ, quando há alteração na quantidade de colesterol e 

moléculas lipofílicas no meio intracelular. Neste trabalho, foi avaliado as proteínas ABC-A1 e 

ABC-G1 e seus respectivos moduladores entre as linhagens de CTM-S e CTM-D e após o 

tratamento com 7-KC e Triol. Foi observado que as linhagens CTM-S apresentaram maior 

quantidade da proteína ABC-A1 quando comparada as linhagens CTM-D. Além disso, a 

diferença na quantidade de ABC-G1 também foi maior nas linhagens CTM-S, embora não tenha 

sido significante. Outro dado interessante, foi que ocorreu uma inversão na presença dos 

receptores LXR-α e LXR-β entre as linhagens de CTMs. Nas linhagens de CTM-S, a quantidade 

do receptor LXR-α foi menor quando comparado as linhagens de CTM-D; enquanto a 

quantidade do receptor LXR-β foi maior nas linhagens CTM-S do que em CTM-D. 

Pesquisas recentes tem demonstrado que o papel das proteínas ABC-A1 e ABC-G1 vão 

além do transporte de colesterol. Elas podem exercer a função de moléculas sinalizadoras na 

membrana plasmática para ativar a apoptose e a fagocitose de células apoptóticas (184, 185). 

Estratégias de restrição intracelular de colesterol vem sendo testadas a fim de diminir a 

proliferação celular por meio da modulação da expressão da proteína ABC-A1 via ativação dos 

receptores LXR (186, 187). No câncer de ovário, por exemplo, a hipermetilação do gene ABCA1 

associado a diminuição na proteína ABC-A1 foram associados a sobrevivência livre de 

progressão menor (188). Ainda, em animais deficientes para as proteínas ABC-A1 e ABC-G1 

foi observado aumento da mieloproliferação e após o transplante de medula óssea com a 

presença dos genes ABCA1 e ABCG1, ocorreu diminuição da leucopoese (189). Embora esse 

trabalho não tenha avaliado as CTMs de maneira isolado, e sim as CTHs do nicho medular, é 

importante ressaltar que nossos resultados são um indicativo de que os mecanismos de 

transporte de colesterol em CTMs derivadas de LMA estão alteradas e que isso pode ocorrer 

devido a necessidade de aumentar a proliferação de células-tronco mesenquimais e/ou outras 

células na medula óssea, uma vez que o colesterol intracelular é utilizado como fonte de energia.  
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Os oxisteróis são conhecidos como ligantes naturais dos receptores nucleares LXRs 

(91). Neste trabalho, o efeito do tratamento com 7-KC aumentou a quantidade da proteína 

ABC-A1 apenas nas linhagens CTM-S tratadas com 30 µM de 7-KC. De maneira 

surpreendente, nas CTMs avaliadas, o tratamento por um período de 24 horas com o oxisterol 

7-KC não apresentou efeito significante na expressão da proteína ABC-G1, ou nos receptores 

LXR-α, LXR-β e PPAR-γ. Embora nas linhagens CTM-S e CTM-D a quantidade do receptor 

LXR-β tenha diminuido. Resultado semelhante foi reportado anteriormente em que o 

tratamento com 25 µM de 7-KC em células humanas de epitélio pigmentar da retina (ARPE-19) 

que diminuiu a expressão dos receptores LXR-α/β, no entanto não foi significante (190). É 

provável que o tempo de 24 horas de incubação das células com 7-KC não seja suficiente para 

que possa ocorrer diminuição no receptor LXR-β. 

Por outro lado, o tratamento com Triol dimininui a expressão da proteína ABC-A1 nas 

linhagens de CTM-S associada a diminuição do receptor LXR-β. Um dado interessente foi que 

o tratamento com Triol não apresentou efeito significante na expressão de ABC-A1 e do 

receptor LXR-β nas linhagens de CTM-D. Esses resultados em conjunto demonstram que 

relacionado a presença da proteína ABC-A1 e ao receptor LXR-β as linhagens CTM-D são 

mais resistentes ao efeito do tratamento com Triol nas concentrações testadas, enquanto as 

CTM-S são mais sensíveis. Além disso, o efeito observado foi específico para as linhagens de 

CTM-S. 

A terceira proteína associada ao fenótipo MDR avaliada neste trabalho, foi a  proteína 

ABC-G2. A quantidade da proteína ABC-G2 entre as linhagens CTM-S e CTM-D, bem como 

após o tratamento com 7-KC e Triol, foi similar. Como descrito na seção de revisão da literatura, 

a atividade e a translocação da proteína ABC-G2 requer, em partes, interação com o receptor 

CD147. Posto que o tratamento com 7-KC e Triol não tenha apresentado efeito na quantidade 

de ABC-G2 das linhagens de CTMs, hipotetizamos que ambos os oxisteróis poderiam 

influenciar na concentração do receptor CD147. 

O receptor CD147 é uma glicoproteína transmembranar e que apresenta em sua estrutura 

diferentes locais de interações proteína-proteína, na mesma célula ou em contato com células 

diferentes. Dentre as funções descritas, o receptor CD147 pode atuar como chaperona para 

expressar os transportadores de monocarboxilato MCT1 e MCT4 na membrana plasmática; e 

na membrana plasmática pode interagir com proteína integrina, com a enzima ciclofilina A e 

com a proteína caveolina-1 (191). 

Na comparação entre as linhagens de CTM, foi observado que na linhagem CTM-D a 

quantidade do receptor CD147 foi maior em comparação as linhagens CTM-S. Este é o primeiro 
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trabalho que reporta a diferença na quantidade do receptor CD147 em CTMs derivadas de 

medula óssea de pacientes com LMA e em CTMs de indivíduos considerados saudáveis. Para 

mais, o tratamento com 40 µM de Triol diminuiu a concentração do receptor CD147 nas 

linhagens CTM-S enquanto nas CTM-D ocorreu aumento. Em células tumorais o receptor 

CD147 está associado ao processo de invasão tecidual, por meio da indução da atividade 

metaloproteínases de matriz, o que leva a degradação da matriz extracelular (192). O aumento 

da expressão e da metilação do gene CD147 foi associado com baixa sobrevivência em 

pacientes com carcinoma espinocelular oral (193). Além disso, a expressão do gene CD147 foi 

elevada em células T tumorais de pacientes com LLA-T e linfoma de células T (194), 

tornando-o um alvo na terapia contra o câncer (195). 

A caveolina-1 é o principal constituintes das cavéolas, porções ricas em colesterol e 

glicoesfingolipídeos presentes na membrana plasmática e que medeiam o transporte de 

macromoléculas independente da clatrina (196). A caveolina-1 está associada a homeostase do 

colesterol, a organização e retenção de receptores celulares e pode atuar como reguladora na 

tumorigênese (196). Neste trabalho, não foi observado diferença na expressão da proteína 

caveolina-1 entre as linhagens CTM-S e CTM-D. Leanne S. Sleer et al., (197) demonstraram 

que a caveolina-1 interage com o 7-KC, provavelmente devido a similaridade entre as estruturas 

químicas do 7-KC e do colesterol. No entanto, tanto o tratamento com Triol quanto com 7-KC 

não apresentou efeito significante na quantidade de caveolina-1 das linhagens de CTM. 

A proteína LRP é o principal componente do complexo vault. O complexo vault realiza 

o transporte de moléculas do núcleo da célula para o citoplasma. A proteína LRP pode estar 

presente na célula na forma de monômeros e ativar vias de sinalização celular associadas a 

tumorgênese (198, 199). Aqui, é  a primeira vez  que é reportado as diferenças na quantidade 

de LRP entre linhagens de CTM-S e CTM-D. De maneira contra intuitiva, em nosso trabalho, 

foi observado diminuição da proteína LRP nas linhagens CTM-D em comparação as linhagens 

CTM-S. Embora esse resultado seja intrigante, a associação entre a resistência da multiplas 

drogas e a hiperexpressão da proteína LRP na LMA é de longa data, uma vez que em 

células-tronco tumorais multirresistenctes e em células derivadas de pacientes com LMA é 

reportado aumento na expressão de LRP (200–203). 

A resposta ao tratamento com 7-KC e com Triol foi diferente entre as linhagens de 

CTM-S e CTM-D. O tratamento com 70 µM de 7-KC diminuiu a quantidade da proteína LRP 

das linhagens de CTM-S, enquanto não foi observado efeito nas linhagens de CTM-D. Por outro 

lado, a expressão da proteína LRP foi similar nas linhagens de CTM-S tratadas com Triol 

enquanto nas linhagens de CTM-D, o tratamento com 20 µM de Triol aumentou a expressão da 
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proteína LRP, e nas demais concentrações houve diminuição da proteína LRP. Por meio da 

avaliação visual, foi observado que nas concentrações utilizadas de 7-KC e de Triol, a marcação 

da proteína se apresentou mais reticular quando comparada ao controle. Esse dado é sugestivo 

de que o tratamento com os oxisteróis 7-KC e Triol pode desintegrar o complexo vault. No 

entanto, para testar essa hipótese é necessário avaliar a estrutura da proteína por técnicas 

específicas, como microscopia eletrônica de transmissão e confocal. 

Neste trabalho, avaliamos por imunofluorescência indireta a presença das proteínas 

SHh, SMO e Gli-3, em CTM-S e CTM-D e após o tratamento com 7-KC e Triol. Na 

comparação entre as linhagens CTM-S e CTM-D foi observado que todos os integrantes da via 

de sinalização SHh foram elevados nas linhagens de CTM-D em comparação as linahgens de 

CTM-S. Esse resultado, pode ser devido as CTM-D serem de um nicho hematopoiético alterado 

presente na leucemia mieloide aguda. As CTMs derivadas de medula óssea de doenças 

hematológicas apresentam fatores genéticos e fenotípicos alterados, são células tipicatimente 

senecentes, secretoras de proteases, de citocinas inflamatórias, e de fatores de crescimento que 

podem tornar o microambiente medular favorável ao crescimento e desenvolvimento de uma 

célula-tronco tumoral e resistência a terapia (204–208). 

A inibição de vias de sinalização, como a via SHh é uma alternativa para diminuir a 

proliferação celular e a resistência a multiplas drogas (209–211). Alguns estudos têm 

demonstrado que análogos de oxisteróis e oxisteróis endógenos podem inibir a expressão dos 

fatores de transcrição da família Gli em diferentes tipos de células (212–215). 

Nas proteínas da via SHh avaliadas nesse trabalho, foi observado diferença na 

concentração citoplasmática e nuclear da proteína SMO tratadas com 7-KC e Triol. As demais 

proteínas, SHh e Gli-3, não apresentaram diferença. Nas linhagens CTM-S, o tratamento com 

70 µM de 7-KC aumentou a concentração da proteína SMO no citoplasma, enquanto nas 

concentrações de 30 µM e 50 µM de 7-KC foi observado aumento da translocação da proteína 

SMO para o núcleo. De forma semelhante, o tratamento com 20 µM e 30 µM de Triol aumentou 

a concentração da proteína SMO no citoplasma das linhagens de CTM-S, associado ao aumento 

da translocação da proteína SMO para o núcleo na concentração de 20 µM de Triol. Nas 

linhagens de CTM-D não foi observado efeito do tratamento com 7-KC e Triol na concentração 

e/ou translocação da proteína SMO. 

Baseados nesses resultados, é possível afirmar que as linhagens CTM-S são mais 

responsivas ao tratamento com 7-KC e Triol do que as CTM-D na ativação e translocação  da 

proteína SMO e que isso ocorre independete da via de vinalização SHh, ou seja, os oxisteróis 

7-KC e Triol ativam a proteína SMO a jusante da via SHh apenas em linhagens CTM-S. 
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Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa encontraram resultados 

semelhantes relacionado a ativação da proteína SMO por oxisteróis, porém em diferentes 

linhagens celulares (216). Cabe ressaltar que diferentes oxisteróis podem ser ligantes 

alostéricos da proteína SMO na membrana plasmática e em seguida induzir ativação da via, o 

que pode resultar na endocitose e translocação da proteína SMO para o núcleo (217–220). 

A proteína ABC-D4 está associada ao transporte de cobalamina, até então, é considerada 

uma proteína presente apenas na membrana dos lisossomos(171). Por meio da avaliação visual 

das fotomicrografias em que foi marcado a proteína ABC-D4 com anticorpo anti-ABC-D4 foi 

verificado a presença da proteína ABC-D4 no núcleo das células-tronco mesenquimais. Para 

confirmar a marcação da proteína ABC-D4 no núcleo das CTMs e não a ligação inespecífica 

do anticorpo, foi realizado a marcação desta proteína nas linhagens de cânce de mama (MDA) 

e de fibroblasto  (MRC-5). Em ambas as linhagens não foi observado a presença da proteína no 

núcleo. É possível que a presença da proteína ABC-D4 no núcleo das CTMs esteja associada 

ao transporte de cobalamina, ou que haja algum envolvimento  da proteína no ciclo celular, na 

fase de síntese de DNA devido a função da cobalamina. No entanto, é necessário realizar 

experimentos de imunoprecipitação e de colocalização para saber em que região e em quais 

proteínas a ABC-D4 está  associada no núcleo celular. 

O tratamento com 7-KC não alterou a presença da proteína ABC-D4 no núcleo ou no 

citoplasma nas linhagens de CTM-S e de CTM-D. No entanto, o tratamento com Triol 

aumentou a quantidade da proteína ABC-D4 no citoplasma das células de CTM-D. Essa 

alteração não foi observada nas linhagens CTM-S. Este resultado pode ser devido a toxicidade 

do oxisterol Triol nas CTM-D, em que há necessidade do aumento do transporte de cobalamina 

para síntese de DNA em condições de estresse metabólico celular e início da ativação de vias 

morte e/ou para diminuir o estresse oxidativo causado pelo Triol, uma vez que a cobalamina é 

um agente redutor de espécies reativas derivadas do oxigênio (221–223). 

 As mitocôndrias desempenham um papel fundamental na reprogramação metabólica e 

adaptação de uma célula saudável ou tumoral. Tais características são derivadas das inúmeras 

vias catabólicas e anabólicas do metabolismo bioenergético que as mitocôndrias participam e 

da interação com outras organelas citoplasmáticas (224, 225). 

Aqui, foi avaliado o efeito do tratamento com os oxisteróis 7-KC e Triol nas 

mitocôndrias das CTMs em dois momentos diferentes: primeiro, foi verificado se o tratamento 

com concentrações tóxicas de 7-KC e de Triol apresenta impacto no potencial de membrana 

mitocondrial por meio da alteração na intensidade de fluorescência do corante TMRE e em 

segundo, se o tratamento com concentrações abaixo da IC50 de 7-KC e de Triol pode interferir 
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na expressão relativa de genes associados a dinâmica mitocondrial e a cadeia transportadora de 

elétrons. 

 Referente ao efeito do oxisterol 7-KC no potencial de membrana mitocondrial, foi 

observado que nas linhagens de CTM-S ocorreu aumento gradativo do potencial de membrana 

até a concentração de 50 µM de 7-KC, seguido de uma diminuição parcial do potencial de 

membrana na concentração de 100 µM de 7-KC. Nas linhagens de CTM-D o potencial de 

membrana mitocondrial manteve-se estável, similar ao controle, nos tratamentos de 10-50 µM 

de 7-KC, sendo que o potencial de membrana mitocondrial diminuiu apenas na concentração 

de 100 µM de 7-KC. 

 Quanto ao tratamento com o oxisterol Triol, o aumento do potencial de membrana foi 

gradual até a concentração de 25 µM nas linhagens CTM-S, seguida de diminuição nas 

concentrações de 50 µM e 100 µM de Triol. Nas linhagens de CTM-D, o tratamento com as 

concentrações entre 10 e 50 µM de Triol manteve o potencial de membrana mitocondrial 

semelhante ao do controle. A principal diferença observada nas linhagens CTM-D foi na 

concentração de 100 µM de Triol em que o potencial de membrana diminuiu. Aqui, é 

importante ressaltar a baixa viabilidade celular no tratamento com 100 µM de 7-KC e Triol, o 

que é inversamente proporcional a quantidade de mitocôndrias ativas. 

 O potencial de membrana mitocondrial é um gradiente eletroquímico gerado a partir da 

energia livre do transporte de elétrons da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas, 

sendo este, mantido por meio do bombeamento de prótons. A partir dessa força próton-motriz 

ocorre a síntese de ATP pela ATP sintase (complexo V) (226, 227). 

Nossos resultados são sugestivos de que o tratamento com 7-KC e com Triol nas 

linhagens CTM-S com concentrações até 50 µM aumentam a capacidade da mitocôndria em 

bombear prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas, ou seja, são 

acopladoras do potencial de membrana mitocondrial. Isso não significa que essas mitocôndrias 

mais ativas são mais saudáveis, mas sim, que há uma resposta de adaptação das CTM-S a um 

meio oxidativo promovido pelo efeito dos oxisteróis, 7-KC e Triol. De maneira surpreendente, 

as linhagens CTM-D não apresentaram esse efeito de aumento no potencial de membrana 

mitocondrial tratadas com 7-KC e Triol. É possível que as mitocôndrias de CTM-D sejam 

adaptadas ao estresse celular devido a sua origem − um microambiente medular tumoral – e 

dessa forma, as concentrações de 7-KC e Triol não apresentam o mesmo efeito no potencial de 

membrana como foi observado nas linhagens de CTM-S. 

Na avaliação visual das fotomicrografias, foi observado que em CTMs cultivadas em 

meio basal as mitocôndrias apresentavam-se em forma de rede reticular espalhadas pelo 
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citoplasma celular, e que o tratamento com concentrações de 10 a 100 µM de 7-KC e de Triol 

apresentavam efeito na morfologia, com possível fragmentação da rede mitocondrial e 

agrupamento perinuclear. O agrupamento perinuclear de mitocôndrias é uma estratégia para 

aumentar a troca de substâncias entre mitocôndrias e núcleo em situações de estresse celular 

metabólico e ativação inicial das vias de morte celular. Em CTH a fragmentação de 

mitocôndrias foi associada ao aumento do potencial de membrana e a quiescência celular (228). 

Sendo assim, levantamos a hipótese de que os oxisteróis 7-KC e Triol podem alterar a 

expressão de genes que fazem parte do processo de dinâmica mitocondrial e de genes 

associados a cadeia transportadora de elétrons nas CTMs. Neste sentido, foi avaliado por PCR 

em tempo real, a expressão relativa dos genes mitocondriais Mfn1 e Mfn2, OPA1, relacionados 

ao processo de fusão mitocondrial, o gene DRP1 relacionado ao processo de fissão 

mitocondrial, e os genes CYTB e ND1 relacionados a cadeia transportadora de elétrons. 

Referente ao efeito do tratamento com 7-KC nas CTMs, foi observado que na menor 

concentração de 7-KC (30 µM), ocorre aumento da expressão relativa dos genes Mfn1 e OPA1 

relacionado a fusão e do gene DRP1 relacionado a fissão. Sendo que na concentração de 50 µM 

de 7-KC, foi observado aumento na expressão do gene Mfn1 e DRP1 em CTM-S, enquanto em 

CTM-D foi observado aumento de expressão relativa dos genes OPA1 e DRP1. Por fim, o 

tratamento com 70 µM de 7-KC não alterou a expressão desses genes nas linhagens CTM-S, 

enquanto nas linhagens CTM-D o tratamento com 70 µM de 7-KC diminuiu a expressão do 

gene Mfn1 e DRP1 e aumento na expressão do gene OPA1. O hipoexpressão do gene ND1 foi 

observado em ambas as linhagens de CTM tratadas com 7-KC. 

Esses resultados em associação, referente ao tratamento com 7-KC, nas CTM-S e CTM-

D, demonstram que na menor concentração utilizada ocorre uma alteração no processo 

metabólico celular envolvendo a dinâmica mitocondrial. O processo da fusão mitocondrial é 

regulado pelas enzimas GTPases Mfn1 e Mfn2, que estão ancoradas na membrana mitocondrial 

externa, e pela OPA1, presente na membrana interna mitocondrial. Por outro lado, o processo 

de fissão mitocondrial ocorre com o recrutamento da enzima GTPase Drp1 do citosol para as 

mitocôndrias (229, 230). O processo de fusão mitocondrial dá-se quando há necessidade celular 

de ganho energético.  Em contrapartida, o processo de fissão mitocondrial ocorre quando há 

necessidade celular de manter o controle de mitocôndrias disfuncionais devido a ação de 

agentes tóxicos e/ou alteração metabólica prejudicial a sobrevivência celular (231). 

Nossos dados demonstram que mesmo em concentrações em que não há morte celular, 

há um dano metabólico na geração de energia em nível molecular. Tal resultado se sustenta 

devido a regulação negativa da expressão do gene ND1 nas CTM-S e CTM-D. O gene ND1 
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codifica a subunidade central da NADH desidrogenase da cadeia respiratória da membrana 

mitocondrial (Complexo I). O Complexo I é responsável pela transferência de elétrons do 

NADH para a cadeia respiratória (232). Nossos resultados, suguerem em partes e em nível 

molecular, que o 7-KC pode atuar diminuindo a transferência de elétrons via complexo I. No 

entanto é importante ressaltar que esses resultados são relacionados a expressão gênica, e não 

a funcionalidade completa do complexo I mitocondrial. 

Quanto ao efeito do tratamento com Triol nos genes mitocondrias das linhagens de 

CTMs, foi observado que na menor concentração, 20 µM de Triol, a resposta ao tratamento 

entre as linhagens foi inversa. Enquanto ocorreu aumento da expressão dos genes Mfn1, Mfn2 

e OPA1 nas linhagens de CTM-S, nas linhagens de CTM-D esses genes foram hipoexpressos 

ou sem alteração. Na concentração de 30 µM de Triol foi observado diminuição da expressão 

do gene Mfn2 e aumento da expressão do gene OPA1 e DRP1 nas linhagens CTM-D. Não foi 

observado diferença na expressão desses genes nas linhagens de CTM-S. Na concentração de 

40 µM de Triol os genes Mfn1, Mfn2 foram hipoexpressos enquanto que o gene OPA1 

apresentou aumento na expressão nas linhagens de CTM-S. 

Sendo assim, o processo de fusão mitocondrial inicia-se, em nível molecular, nas  

CTM-S com o tratamento de 20 µM de Triol, enquanto que nas CTM-D é regulado 

negativamente. Tal resultado é sustentado pelas alterações de morfologia observadas nas 

fotomicrografias das CTMs tratadas com Triol, em que há alteração na rede reticular de 

mitocôndrias. Outro dado relevante é que as linhagens de CTM-D são mais sensíveis ao efeito 

citotóxico do Triol quando comparado as CTM-S, ou seja nas mesmas concentrações de Triol 

em que ocorre início do processo de fusão nas CTM-S, nas CTM-D pode estar ocorrendo um 

processo metabólito tóxico associado a ativação de vias morte celular, portanto, a regulação da 

fusão mitocondrial será negativa ou inalterada. 

 Embora o tratamento com Triol não tenha influenciado a expressão dos genes 

relacionados a cadeia transportadora de elétrons, resultados de estudos anteriores 

demonstraram, que oxisteróis como o 25-hidroxicolesterol são essenciais para manter a 

capacidade da cadeia respiratória mitocondrial (233); e que oxisteróis com efeito mais tóxico 

como o Triol prejudicam a biogênese mitocondrial por indução da apoptose e reduzem a 

capacidade da cadeia respiratória mitocondrial (234). 

Das variáveis relacionadas a sobrevivência celular, os genes  NF-KB, IKKB1 e BCL2, e 

a proteína survivina, foi observado diferença na expressão relativa do gene BCL2 em CTM-D 

tratadas com 7-KC. Além disso, nas CTM-D foi observado aumento da expressão gênica do 

IKKB1, repressor da via de sinalização NF-kappa B. Por outro lado, na concentração de 70 µM 
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de 7-KC ocorreu aumento na expressão da proteína survivina no citoplasma das linhagens de 

CTM-S. Tais resultados são característicos do início da ativação da via de morte apoptótica e 

que o aumento na expressão desses genes e da proteína survivina é uma forma de reverter o 

processo de morte celular iniciada pelo 7-KC. 

O gene BCL2, codifica a proteína BCL2, presente na membrana interna mitocondrial e 

exerce a função de inibição da apoptose e sobrevivência celular. De forma semelhante, a 

proteína survivina no citoplasma atua como repressora da apoptose, no núcleo ela está associada 

a tubulina e participa da divisão celular. Ambas as proteínas estão associadas a resistência a 

quimioterapia e mecanismos de escape de morte celular em células tumorais (235–237). Aqui, 

cabe destacar que em CTM-D a quantidade de survivina citoplasmática foi elevada, e que esse 

pode ser um mecanismo de sobrevivência das CTMs derivadas de pacientes diagnosticados com 

LMA, uma vez que a survivina interage com mais várias vias de proliferação e moléculas de 

superfície (238, 239). 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa caracterizou o tipo de morte celular induzida 

por 7-KC em CTM-D, com predominância da apoptose (14). Além disso, em outros trabalhos 

conduzidos por nosso grupo foi evidenciado que os oxisteróis induzem a morte celular, 

preferencialmente por apoptose e aumento do estresse oxidativo celular através da geração de 

espécies reativas de oxigênio (169, 216, 240–244). 

Aqui, foi verificado a presença do estresse oxidativo nas CTMs tratadas com 7-KC e 

Triol por meio da quantificação do teor de glutationa através da técnica de  luminescência, em 

que foram avaliados três parâmetros: o teor de glutationa total, glutationa oxidada e a razão 

entre GSH/GSSH. Na avaliação entre as CTMs, foi observado que as linhagens CTM-S 

apresentaram teor reduzido de glutationa oxidada e aumento na razão de GSH/GSSH, o que 

reflete a quantidade de glutationa reduzida celular. No entanto, nas linhagens de CTM-D esses 

valores foram inversos, foi verificado aumento no teor de glutationa oxidada e diminuição na 

razão GSH/GSSH. 

A glutationa é o principal meio de proteção celular contra o dano causado por peróxido 

de hidrogênio as membranas e organelas celulares (245). Em CTMs tumorais o aumento do 

estresse oxidativo no microambiente induz a senecência celular, perda de função e incapacidade 

de diferenciação celular (204), Em contrapartida, exossomos derivadas de CTMs saudáveis de 

medula óssea protegem diferentes tipos de células dos danos causados por peróxido de 

hidrogênio (246, 247). 

O tratamento com 7-KC aumentou de glutationa oxidada e diminuição de glutationa 

reduzida apenas nas linhagens de CTM-S. Embora, nas linhagens de CTM-D tratadas com 
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7-KC tenha sido observado aumento no teor de glutationa total. Este dado reafirma as diferenças 

observadas anteriormente entre as linhagens de CTM-S e CTM-D tratadas com 7-KC. Em que 

há mecanismos de resistência diferentes entre ambas as linhagens. 

O tratamento com Triol aumentou o teor de glutationa total, devido ao aumento de 

glutationa oxidada e diminuição de glutationa reduzida, em ambas as linhagens de CTMs. Esses 

dados associados aos dados de expressão gênica mitocondrial demonstram que o Triol pode 

induzir a lipotoxidade em CTMs, em que há aumento de peróxido de hidrogênio e disfunção 

mitocondrial (248). 

Em  suma  nossos resultados sugerem que o tratamento com concentrações inferiores da  

CI50 do 7-KC e Triol promovem uma ruptura do equilíbrio redox metabólico em CTMs. E que 

as diferenças entre as linhagens de CTMs determinam o efeito da ação do 7-KC e do Triol.  
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6. CONCLUSÃO 

Baseados nos resultados encontrados durante o desenvolvimento desse trabalho, em que foi 

verificado a ação dos oxisteróis 7-KC e Triol nas proteínas transpostadoras ABCs (ATP-binding 

cassette) e LRP (Lung resistance-related protein) de células-tronco mesenquimais derivadas de 

medula óssea de pacientes com leucemia mieloide aguda (CTM-D), sendo utilizado como 

controle células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea de  indivíduos saudáveis 

(CTM-S) foi concluído que:  

1)  Fisiologicamente as CTM-S e CTM-D são diferentes. As linhagens CTM-D apresentam 

alteração nas vias de transporte de colesterol e do estresse metabólico, em que foi observado 

diminuição da proteína ABC-A1, do receptor LXR-β, da proteína LRP e de glutationa 

reduzida, associados ao aumento da resistência a apoptose via survivina citoplasmática, e 

das vias de proliferação e invasão celular, Sonic Hedgehog e CD147.  

2) As linhagens CTM-D são mais sensíveis ao efeito citotóxico dos oxisteróis Triol e 7-KC do 

que as linhagens CTM-S; e respondem diferente ao tratamento com as mesmas 

concentrações de 7-KC e de Triol e isso é decorrente das diferenças fisiológicas entre as 

linhagens.  

3) Os tratamentos com 7-KC e Triol não apresentaram efeito na quantidade das proteínas 

ABC-G1 e ABC-G2 das CTMs.  

4) Os efeitos decorrentes da ação do 7-KC nas CTMs foram no metabolismo e na 

sobrevivência celular, com diferenças entre as linhagens. Em CTM-S foi observado 

diminuição da proteína LRP e do teor de glutationa reduzida associado ao aumento de 

survivina citoplasmática e translocação da proteína SMO para o núcleo. Em linhagens 

CTM-D foi observado aumento da expressão do gene BCL2 e de genes Mfn1, OPA1 e DRP1 

relacionados ao processo de fusão e fissão mitocondrial.  

5) Os efeitos decorrentes da ação do Triol nas CTMs foram em fatores relacionados ao 

metabolismo energético celular e ao transporte de colesterol, com diferença na resposta ao 

tratamento entre as linhagens. Em linhagens CTM-S o efeito metabólico do Triol foi no 

aumento da expressão de genes relacionados a fusão, Mfn1, Mfn2 e OPA1 e translocação da 

proteína SMO para o núcleo, associados a diminuição da proteína ABC-A1 e do receptor 

LXR-β. Em linhagens CTM-D houve aumento do processo de fissão mitocondrial e 

regulação negativa dos genes relacionados ao processo de fusão mitocondrial, associado ao 

aumento de glutationa oxidada e das proteínas ABC-D4 e LRP. 
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9. ANEXOS  
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