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Resumo

A glicoproteina P (Pgp) e a proteina relacionada a resisténcia a multiplas
drogas 1(MRP1) sdo membros da superfamilia de transportadores ABC. Ambas séo
proteinas transmembranares, e transportam os seus substratos de forma ativa.
Tanto a Pgp quanto a MRP foram descritas primeiramente em tumores, mas
atualmente ja se sabe que elas sao expressas fisiologicamente em diversos tecidos.
Neste trabalho nds investigamos a presenca e a atividade destas proteinas nas
células mononucleares (CMMO) de camundongos em diferentes idades, e as
relacionamos com a expressao das proteinas c-kit e Sca-1, que identificam os
progenitores hematopoéticos. As células mononucleares da medula éssea foram
separadas por gradiente de densidade. A atividade das proteinas foi medida
baseada na extrusao dos substratos fluorescentes Rodamina 123 (para Pgp) e Fluo-
3 (para MRP). As subpopulagdes de progenitores foram identificadas com o uso dos
anticorpos anti-c-kit e anti-Sca1, e as fluorescéncias medidas por citometria de fluxo.
A Pgp estava ativa em 5% enquanto cerca de 50% das CMMO expressaram e
apresentaram atividade MRP. Cerca de 14% das CMMO foram positivas para c-kit
elou Sca-1 (9,3% c-kitSca-1", 4,2% c-kit'Sca-1" e 0,9% c-kit'Sca-1"). Entre essas
subpopulagbes apenas as células c-kit' Sca-1" apresentaram atividade Pgp (21,36%).
Por outro lado, as trés subpopulagdes apresentaram células com atividade MRP. A
maioria das células c-kit'Sca-1" (82,5%) apresentou atividade para esta proteina,
comparado com 54,1% das células c-kit'Sca-1" e 38.8% das c-kit'Sca-1". Além disto,
demonstramos que a atividade destas proteinas varia nas diferentes fases da vida
do animal. A populacao de células com atividade da Pgp aumenta gradativamente
com o envelhecimento correspondendo a 2,5%, 4,2% e 7,3% das células dos
animais jovens, adultos e senis, respectivamente. Com relagdo a MRP, observamos
que os animais senis e adultos expressam cerca de 1,5 vezes a MRP1 em relagcao
aos animais jovens, e o percentual de células com atividade MRP também é maior
nestes grupos, correspondendo a 32,4 + 10%, 55,5 £ 12% e 58,1 £ 9% das CMMO
dos animais jovens, adultos e senis, respectivamente. Quando as subpopulagbes de
progenitores foram estudadas separadamente, observamos um aumento com o
envelhecimento no percentual de células com atividade Pgp na subpopulagao c-kit’
Sca-1%, (10,7 + 4,5%, 16,1 + 1,8% e 19,9 + 7,6%), e na subpopulagdo c-kit'Sca-1"
(1,8 £1,3% e 2,5+ 1,4% e 9,3 £ 3,1%), quando animais jovens, adultos e senis
foram comparados respectivamente. Por outro lado, o percentual de células com
atividade MRP aumenta nas subpopulagdes c-kit"Sca-1" (61,4 + 14,6%, 81,8 + 9,6%
89,8 + 3,8%) e c-kit'Sca-1" (33,6 + 9,6%, 62,1 + 12,8 % e 73,5 = 7,4%) quando
animais jovens, adultos e senis foram comparados respectivamente. Logo, células
da medula éssea expressam Pgp e MRP. Estas moléculas estdo presentes em
proporcdes diferentes nas varias subpopulagcdes de células progenitoras e a
expressdo e a atividade destes transportadores varia com a idade do animal. E
possivel que as mesmas desempenhem um papel na diferenciacdo das células
tronco.
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Abstract

P-glycoprotein (Pgp) and multidrug resistance protein 1(MRP1) are members
of the ABC family of transporter proteins. Both molecules are membrane associated
energy-dependent efflux pumps with different substrate selectivity and may play a
role in the activation, differentiation and function of hematopoietic cells. Herein, the
presence and activities of Pgp and MRP1 in mouse bone marrow mononuclear cells
(BMMC) and their relationship to the proteins c-kit and Sca-1 were evaluated. Mouse
BMMC were separated by gradient sedimentation. Pgp and MRP activities were
measured based on the extrusion of Rhodamine 123 (for Pgp) and Fluo-3 (for MRP).
Cell populations were assessed by cytometry using anti-c-kit and anti-Sca1
antibodies. Pgp activity was present in 5% of BMMC while 50% of BMMC cells
presented MRP activity. This agrees with the amount of cells expressing the MRP1
surface molecule (51.3+ 4.17%). Around 14% of BMMC were positive for c-kit and/or
Sca-1 (9.3% c-kitSca-1", 4.2% c-kit'Sca-1" and 0.9% c-kit'Sca-1"). Among these
subpopulations only c-kit'Sca-1" cells presented Pgp activity (21.36%). On the other
hand, MRP activity was present in all three subpopulations. Most cells (82.5%) of the
c-kit"Sca-1" subpopulation presented MRP1 activity compared to 54.1% of c-kit*Sca-
1" and 38.8% of c-kit'Sca-1". Furthermore, it was show that the activity of these
proteins varies during different stages of the animal life. The population of the cells
with Pgp activity increases gradually during aging, corresponding to 2.5%, 4.2% and
7.3% of the cells from young, adult and old animals respectively. Regarding MRP, we
observed that old and adult animals express nearly 1.5 times more MRP1 compared
to young mice, and the percent of cells with MRP activity is also higher in theses
groups corresponding to 32.4 £ 10%, 55.5 + 12% e 58.1 £ 9% of the BMMC from
young, adult and old animals respectively. When the progenitors subpopulation were
analyzed separately, an increase in the percent of cells with Pgp activity with the
aging process in the subpopulation c-kit'Sca-1", (10.7 + 4.5%, 16.1 + 1.8% and 19.9
+ 7.6%), and c-kit'Sca-1" (1.8 £ 1.3%, 2.5 = 1.4% and 9.3 + 3.1% ). On the other
hand, the percent of cells with MRP activity increases in the subpopulation c-kit*Sca-
1" (61.4 £ 14.6%, 81.8 £ 9.6% and 89,8 + 3,8%) and c-kit'Sca-1" (33,6 £ 9,6%, 62,1 +
12,8 % e 73,5 £ 7,4%). In summary, bone marrow cells express Pgp and MRP.
These molecules are present in different proportions in the various subpopulations of
the progenitor cells and the expression and activity of these transporters vary with
the animal age. It is possible that these molecules play a role in the differentiation
process of stem cells.
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Lista de abreviaturas

ABC ATP Binding Cassete

ATP Adenosina trifosfato

BCRP Proteina relacionada ao cancer de mama (Breast cancer resistance
protein)

CD Cluster of differentiation

CSA Ciclosporina A

CSF Fator estimulador de colénias (Colony-stimulating factor)

CMMO Células mononucleares da medula 6ssea

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido Desoxirribonucléico

G- CSF fator estimulador de colénias de granulécitos

GM-CSF fator estimulador de colénias de granulécitos-mondcitos

HSCs Células tronco hematopoéticas (Hematopoietic stem cells)
IG Imunoglubulina

IL Interleucina

INDO Indometacina

INF-y Interferon gama

Lin Linhagem

LSK Lin"Sca-1"c-kit"

LT Leucotrieno

LT-HSC Long term-hematopoietic stem cells

M-CSF fator estimulador de colénias de mondcitos

MDR Resisténcia a multiplas drogas (multidrug resistance)

MK MK 571

MRP Proteina relacionada a resisténcia a multiplas drogas (multidrug

resistance-associated protein 1)

MSC Célula tronco mesenquimal (Mesenchymal stem cell)
MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol]
NK Natural killer

PBS Solugao salina tamponada (phosphate-buffered saline)
Pl lodeto de propideo (Propidium iodide)

PRB Probenecide



Pgp
Rho

RNA
RPMI
RT-PCR

Sca-1
SCF
SFB
SLAM
SP
ST-HSC
VP

xXiv

Glicoproteina-P (P-glycoprotein)
Rodamina 123

Acido ribonucléico

Reacao em cadeia pela polimerase com transcriptase reversa (Reverse
transcription polymerase chain reaction)

Antigeno de célula tronco-1 (Stem cell antigen-1)

Fator de célula tronco (Stem cell factor)

Soro fetal bovino

Signaling lymphocyte-activating molecule

Side Population

short term- Hematopoietic stem cells

Verapamil
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1. INTRODUGAO



1.1. As células tronco

1.1.1. A descoberta

Em 1909, Alexander Maximow, trabalhando em S&o Petersburgo, foi o
pioneiro a sugerir a existéncia de uma célula tronco hematopoética com a aparéncia
morfolégica de um ‘“linfocito”, capaz de migrar através do sangue até nichos que
permitiriam a estas células proliferar e se diferenciar (FLIEDNER, 1998).

Por cerca de 40 anos nao houve avancos nessa area, até que com o
surgimento da radiobiologia, experimentos realizados entre 1950 e 1960
descobriram que a administracdo de uma dose suficiente de radiacdo levava a
anemia e eventualmente a morte, e a transferéncia de células de medula éssea
normal era capaz de recuperar esses animais letalmente irradiados. Estudos
subsequentes demonstraram que as células do doador, possiveis de serem
distinguidas das células do hospedeiro devido a presenga de uma Unica
translocagao cromossdmica, eram capazes de se auto-renovar e se diferenciar para
reconstituir o sistema hematopoético completo no hospedeiro (revisado por MARTIN
e KAUFMAN, 2005).

Ainda na década de 60, foi descrito que a administracdo de numeros
limitantes de células doadoras era capaz de produzir colbnias distintas e
quantitativas no bago do hospedeiro irradiado. Cada colénia era derivada
clonalmente de um unico progenitor hematopoético, chamado entdo de célula
formadora de colbnia. Estas células eram capazes de originar células mieldides e
eritroides (revisado por MARTIN e KAUFMAN, 2005). Subsequentemente, varios
ensaios foram desenvolvidos para monitorar a atividade das células tronco
hematopoéticas (HSCs de Hematopoietic Stem Cell) tanto in vitro como in vivo. O

ensaio mais aceito é a capacidade das HSCs em prover uma reconstituicdo de longa



duracao (LT-HSC) de todas as linhagens sanguineas, depois de transplantadas em
camundongos letalmente irradiados. Existe, ainda, uma subpopulagdo de HSC que é
capaz de originar todas a linhagens sanguineas, mas apenas por um curto periodo
de tempo (ST-HSC). Uma outra versdo deste ensaio é o transplante em série, este
requer que a medula éssea, contendo as HSCs doadas possa ser re-transplantada
em receptores secundarios e até terciarios, enquanto mantém a capacidade de auto-
renovacao e diferenciacao (revisado por WILSON e TRUMPP, 2006). Esses estudos
estabeleceram a definicdo central de uma célula tronco: uma célula capaz de auto-

renovacao e diferenciacao.

1.1.2. Definigao

Uma célula tronco € definida pela sua capacidade de auto-renovacido e
diferenciagdo em varios tipos celulares. As células tronco séo classificadas de
acordo com o seu grau de comprometimento com uma determinada linhagem, em
totipotente, pluripotente, multipotente, oligopotente e unipotente (revisado por
SMITH, 2006).

e Totipotente: capaz de formar o organismo inteiro. A totipoténcia € vista no
zigoto e nas células do meristema das plantas;

e Pluripotente: capaz de formar todas as linhagens celulares do corpo, incluindo
células germinativas e tipos celulares extra-embrionarios. Exemplo: células
tronco embrionarias.

e Multipotente: capaz de formar multiplas linhagens que constitui um tecido

inteiro ou tecidos. Exemplo: células tronco hematopoéticas.



e Oligopotente: capaz de formar duas ou mais linhagens dentro de um tecido.
Exemplo: uma célula tronco neural que pode criar um subgrupo de neurdnios
no cérebro.

e Unipotente: Forma uma Unica linhagem. Exemplo: célula tronco

espermatogonial (revisado por SMITH, 2006).

As células tronco adultas estdo presentes na maioria dos tecidos que se
auto-renovam, incluindo a pele, o epitélio intestinal e o sistema hematopoético. Além
das caracteristicas ja mencionadas de auto-renovagao e diferenciagdo, as células
tronco adultas se dividem pouco, possuindo um ciclo celular lento; correspondem
sempre a um pequeno percentual da populagao total do tecido correspondente; e, na
maioria dos tecidos, ndo possuem a especializagao funcional da progénie que elas
dao origem (ALISON e col., 2002). A célula tronco adulta mais bem estudada é a

célula tronco hematopoética (HSC).

1.1.3. Célula tronco hematopoética

Todas as células maduras do sangue sdo geradas a partir de um numero
relativamente pequeno de células tronco hematopoéticas (HSCs). As HSCs geram
as varias linhagens hematopoéticas através de sucessivos progenitores
intermediarios. O progenitor linféide comum gera apenas células B, T ou NK, e o
progenitor mieléide comum, origina eritrécitos, mondcitos, neutrdéfilos, eosindfilos,
basdfilos, e plaquetas. Abaixo dos progenitores comuns, estdo os progenitores mais
maduros que s&o mais restritos em relacdo ao numero e tipos de linhagem capazes

de gerar. Finalmente, sdo produzidas as células terminantemente diferenciadas,



(Figura 1), que nao se dividem e sofrem apoptose depois de um periodo de tempo

que varia de horas (neutréfilos) a anos (alguns linfécitos) (SMITH, 2003).
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Figura 1. Hematopoese. Células presentes na medula 6ssea. Em destaque as células
mononucleares da medula 6ssea (CMMO). Figura modificada de ABBAS & LICHTMAN ,
2003.

Durante o desenvolvimento, o sitio da hematopoese muda diversas vezes. No
periodo embrionario ela ocorre, inicialmente, no saco vitelino, em seguida no figado
e por ultimo no bacgo. Entretanto, a partir da fase final do periodo fetal e durante o
restante da vida, essa fungao € assumida gradualmente pela medula 6ssea. Quando
a medula Ossea sofre injurias ou quando ha uma demanda excepcional pela
producdo de novas células sanguineas, o figado e o bago podem ser recrutados
como sitios extramedulares de hematopoese (ABBAS e LICHTMAN , 2003).

A cavidade 6ssea é preenchida pela medula éssea e por vasos sanguineos.

O desenvolvimento das células hematopoéticas ocorre na medula 6ssea até elas



completarem o processo de maturacao, ou seja, até as células adquirirem o fenétipo
de células maduras, e serem liberadas no sistema vascular. Logo, a medula éssea
contém células em diversos estagios de maturacdo. Uma maneira simples de obter
uma fragdo rica em células progenitoras é através da separagdo das células
mononucleares da medula éssea (CMMO) (revisado por THOMAS e col., 1999),
neste estudo, utilizaremos estas células. As HSCs e sua progénies sdo ancoradas
pelas células estromais na medula 6ssea. As células tronco mesenquimais (MSCs)
também residem na medula éssea e tem sido demonstrado in vitro e parcialmente in
vivo, que delas originam a maioria das linhagens das células estromais da medula
O0ssea, incluindo condrdcitos, osteoblastos, fibroblastos, adipdcitos, células
endoteliais e miécitos (Figura 2). Entretanto, as MSCs ndo sao tdo bem

caracterizadas quanto as HSCs (revisado por YIN e LI, 2006).
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Figura 2. Medula 6ssea e as células tronco hematopoéticas e mesenquimais. Figura
modificada de http./stemcells.nih.gov/info/scireport/chapter4.asp




As células estromais da medula éssea além de fornecer o suporte fisico para
as células hematopoéticas, liberam fatores fundamentais para o desenvolvimento
dessas células, como fator estimulador de coldnias (CSF) de granulécitos-mondcitos
(GM-CSF), de monécitos (M-CSF), de granulécitos (G-CSF), interleucina 3 (IL-3), IL-
6, IL-7, fator de célula tronco (SCF), ligante FIt-3, trombopoetina, entre outros
(revisado em LOTEM e SACHS, 2002)

O nicho das células tronco € um lugar especifico nos tecidos adultos onde as
células tronco residem e sofrem os processos de auto-renovacgao e diferenciacio.
Estruturalmente, o nicho é formado por células de suporte que formam o micro-
ambiente e liberam os fatores necessarios para as células tronco (revisado por YIN e
LI, 2006). Ja foram descritos dois nichos distintos capazes de suportar as HSCs, o
nicho osteoblastico (ZHANG e col., 2003) e o nicho vascular (KIEL e col., 2005)

(Figura 3).
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Figura 3: Os nichos das células tronco hematopoéticas. Figura modificada de WILSON
e TRUMPP, 2006)

Como dito anteriormente, as células tronco sao definidas por sua capacidade
de auto-renovacao e de produzir células que vao se diferenciar. Uma estratégia pela
qual as células tronco podem realizar estas duas tarefas é através da divisao celular

assimétrica, onde cada célula tronco se divide para gerar uma célula filha destinada



a ser célula tronco (auto-renovagao) e uma célula filha que se divide e se diferencia.
Porém, isto ndo explica a capacidade das células tronco de aumentar o seu niumero
em algumas situagbes, como quando o pool de células tronco estd sendo
estabelecido durante o desenvolvimento e quando elas sao regeneradas depois de
uma injuria. Atualmente, € aceito que a maioria das células tronco pode se dividir de
forma simétrica ou assimétrica, e que o balanco entre estes dois tipos de divisao
celular é controlado para a producdo do numero apropriado de células tronco e
células diferenciadas. Quando este balango apresenta algum defeito, pode haver a
geracdo de doengas como, por exemplo, o cancer (revisado por MORRISON e
KIMBLE, 2006). Os mecanismos que regulam essas divisbes ainda nao estado
totalmente esclarecidos, mas existem evidéncias que o micro-ambiente participa

deste processo.

1.1.4. Caracterizagcao das células tronco hematopoéticas

Os ensaios funcionais, descritos no texto sobre a descoberta das células
tronco, tém sido utilizados para estabelecer o fenétipo das HSCs de camundongos,
permitindo o isolamento através do citbmetro de fluxo. Todas as HSCs funcionais
sao encontradas na populacao de células da medula 6ssea que ndo expressam as
proteinas de superficie celular normalmente presentes nas células hematopoéticas
comprometidas com linhagem (Lin), e expressam altos niveis do antigeno de células
tronco 1 (Sca-1) e c-kit. Por isso esse subgrupo de células da medula 6ssea €
conhecido como LSK (Lin"Sca1’c-kit") (Revisado por WILSON e TRUMPP, 2006).

O c-kit € uma proteina da familia de proto-oncogene tirosina cinase. Funciona
como um receptor de superficie celular e é codificado pelo locus W (white spotting

loci) localizado no cromossomo 5 de camundongos, e no brago longo do



cromossomo 4 em humanos (NOCKA e col., 1990). O ligante do c-kit € chamado de
fator de células tronco (SCF). Ja foram descritas diversas ocorréncias naturais de
mutacdes com perda de fungdo do gene c-kit. Mutagdes nos dois alelos leva a morte
intra-uterina ou logo apds o nascimento, devido a anemia. No estado heterozigoto ha
ocorréncia de anemia, infertilidade e falha na pigmentacdo (NOCKA e col., 1990).
Mutacgbes no gene que codifica o SCF (S/) levam a fendtipos muito parecidos com
os descritos acima. A perda completa do SCF leva a morte intra-uterina ou logo apos
0 nascimento, enquanto o heterozigoto apresenta anemia. Os fendtipos descritos
nos camundongos mutantes W e S/, sugerem que a sinalizagcdo do c-kit é
fundamental para o desenvolvimento normal da hematopoese (revisado por
LENNARTSSON e col., 2005).

Em 1988, Spangrude e seus colaboradores identificaram que as células
tronco hematopoéticas de camundongos capazes de reconstituir todas as linhagens
sanguineas de animais letalmente irradiados, expressavam o antigeno de células
tronco, Sca-1 (Ly6A/E). O Sca-1 também é uma molécula de superficie, mas o seu
ligante ainda nao foi identificado, e ainda n&o se conhece sua fungao. Esta proteina
€ expressa nas HSCs, e em fases mais imaturas dos pré-timocitos que semeam o
cortex timico, mas a medida que esta célula sofre o processo de maturagao, a
expressao do Sca-1 se perde, e é re-expresso em linfécitos maduros. O Sca-1
também é expresso por células ndo hematopoéticas, como fibroblastos, osteoblastos
e células epiteliais renais (revisado por STANFORD e col., 1997). Estudos
demonstraram que animais nocautes para o Sca-1 sdo aparentemente normais e
contém todas as linhagens hematopoéticas, mas as células T periféricas proliferam
mais em resposta a mitégenos (STANFORD e col.,, 1997). Quando testada a

capacidade das HSC em ensaios de repopulagdo competitiva, as células dos
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animais nocautes apresentaram desvantagem competitiva na formacao de algumas
colbénias, houve ainda uma diminuicdo da capacidade de repopular a medula 6ssea
nos transplantes secundarios. Esses resultados sugerem que o Sca-1 exerga uma
funcdo complexa e especifica na hematopoese (ITO e col., 2003).

Em humanos, uma caracteristica das HSC é a expressao da molécula de
superficie CD34, que é uma proteina transmembranar altamente glicosilada,
expressa em pequenos subgrupos celulares da medula 6ssea, mas ndo em células
maduras, correspondendo a apenas 1-4% de células da medula éssea de um adulto
normal (revisado por THOMAS e col.,, 1999). No entanto, evidéncias recentes
indicam que as células tronco hematopoéticas possam ser CD34" (ZANJANI e col.,
2003). Apesar de ser largamente utilizada, ainda ndo se identificou a fungéo
fisiologica desta molécula, mas ha evidéncias que elas participam dos processos de
adesao e homing (revisado por GANGENAHALLI e col., 2006)

Recentemente, foi descrito que a simples combinagao de duas proteinas de
superficie, CD150 e CD48, pertencentes a familia de receptores SLAM (Signaling
lymphocyte-activating molecule) seria suficiente para identificar as células
progenitoras da medula éssea. Utilizando estas moléculas como marcadores, é
possivel chegar ao mesmo grau de purificagdo obtido através da forma tradicional,
que utiliza mais de dez marcadores (Linkit'Sca1®) (KIEL e col., 2005). Esses
achados irao simplificar significativamente a purificagdo das células tronco, além de
possibilitar uma melhoria neste processo.

Uma outra estratégia que tem sido utilizada para isolar as células tronco é
através da marcacgao diferencial com corantes vitais, Rhodamina 123 e Hoechst
32342. A populagao que retém pouco corante € chamada de SP (Side population).

Esta fracdo € grandemente enriquecida com células tronco hematopoéticas,
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caracterizando-se por sua capacidade de promover uma repopulagcdo de longa
duragéo, com niveis similares aos atingidos através da purificagdo das HSC, usando
a combinagao de marcadores de superficie celular (GOODELL e col., 1996). Esses
estudos foram primeiramente realizados em preparagao de medula éssea murina,
mas atualmente, ja foram descritas células com fendétipo SP em humanos, e em
diversos mamiferos, além de estar presente em muitos tecidos soélidos como
musculo esquelético, pulmao, figado, pele, cérebro, e glandula mamaria (revisado
por CHALLEN e LITTLE, 2006). O fenétipo SP esta relacionado com a expressao de

proteinas pertencentes a superfamilia de transportadores ABC.

1.2. Superfamilia de transportadores ABC

A superfamilia de transportadores ABC (ATP-binding cassette) é formada por
proteinas altamente conservadas evolutivamente, estando presente desde as
bactérias até os humanos. Além disso, é uma das maiores e mais bem estudadas
superfamilias de proteinas. A maioria dos seus membros é responsavel pelo
transporte ativo de uma grande variedade de compostos através de membranas
bioldgicas, incluindo: ions, peptideos, esterdides, polissacarideos, aminoacidos,
anios organicos, acidos biliares e xenobidticos (revisado por KLEIN e col., 1999).

Em humanos ja foram descritos 48 genes ABC. Esses genes sao divididos em
7 subfamilias, baseado na organizagdo dos dominios e homologia dos aminoacidos.
Essas proteinas possuem a nomenclatura de acordo com a subfamilia a que
pertencem (revisado por DEAN e col., 2001)

As proteinas ABC s&o essenciais para varias atividades celulares, e muitas
delas participam da manutencdo da bicamada lipidica e do transporte de acidos
graxos e esterdides. Mutagdes nesses genes contribuem para diversas doencgas

humanas, como por exemplo, fibrose cistica, degeneragcdo da retina, doencgas
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neuroldgicas, anemia e defeitos no transporte do colesterol e da bile (revisado por
DEAN e col., 2001).

A super-expressao de alguns transportadores membros da familia ABC esta
relacionada a resisténcia a multiplas drogas (MDR), fenbmeno no qual células
tumorais sdo resistentes aos efeitos citotoxicos de diversos quimioterapicos nao
relacionados funcional ou estruturalmente.

A primeira proteina a ser descrita envolvida na resisténcia a multiplas drogas
foi a glicoproteina-P (Pgp ou ABCB1) (JULIANO e LING, 1976). Anos mais tarde
identificou-se um segundo transportador relacionado a este fenbmeno, a proteina
relacionada a resisténcia a multiplas drogas 1 (MRP1 ou ABCC1) (COLE e
col.,1992). A caracterizagdao da MRP1 facilitou a descoberta de mais treze genes
dentro da mesma subfamilia ABCC (ou MRP), onde pelo menos quatro também
estdo relacionados ao fenbmeno de MDR (COLE e col,1992). O terceiro
transportador descrito envolvido neste fendbmeno foi a proteina relacionada ao
cancer de mama (BCRP ou ABCG2) (DOYLE e col., 1998).

A Pgp e a MRP foram descritas primeiramente em tumores, mas atualmente
ja se sabe que elas sdo expressas fisiologicamente em diversos tecidos. Os
primeiros substratos identificados foram agentes quimioterapicos. Apesar das
diferencas moleculares, essas proteinas compartiham muitos substratos,
especialmente drogas anti-tumorais, como antraciclinas e alcaldides da vinca, porém

diferem na maneira de transporta-los.
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1.2.1. Glicoproteina-P (Pgp ou ABCB1)

A Pgp é uma glicoproteina de membrana de 170 kDa (ROTHEMBERG e
LING 1989). A Pgp possui a estrutura classica dos transportadores ABC, com quatro

dominios (Figura 4).
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Figura 4: Estrutura secundaria da Pgp. Retirado de Leslie e col., 2005.

Em roedores, a Pgp é codificada por uma familia de trés genes resistentes a
multiplas drogas (mdr1, mdr2, mdr3) e em humanos por dois genes (mdr1 e madr2)
(SCHIENGOLD e col., 2001).

Como dito anteriormente, a Pgp foi identificada primeiramente em células
tumorais, no entanto, esta proteina ja foi descrita também em diversas células de
tecidos normais, como por exemplo: células adrenocorticais, tubulo proximal renal,
hepatécitos biliares, células da mucosa do intestino grosso e delgado, dutos
pancreaticos (THIEBAUT e col.,, 1987), nas células endoteliais formadoras da
barreira hematoencefalica (CORDON-CARDO e col., 1989), e na barreira materno-
fetal da placenta (LANKAS e col., 1998). Além disto, a Pgp ja foi descrita nas células
do sistema imune, como em células tronco hematopoéticas (CHAUDHARY e
RONINSON, 1991), linfécitos maduros (DRACH e col.,1992), células NK (WILISCH e

col., 1993), timécitos (MACDONALD e col., 1995; PILARSKI e col., 1995; LEITE e
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col., 2006), células dendriticas (RANDOLPH e col.,1998), mondcitos (VELLENGA e
col., 1999) e macréfagos (PUDDU e col., 1999).

Foram descritos como possiveis substratos fisiolégicos para Pgp ions, alguns
peptideos, fator de agregacgao plaquetaria (PAF) (ERNEST e BELLO-REUSS, 1999)
e glicocorticéides (GRUOL e BOURGEOIS, 1994). A Pgp também esta envolvida na
liberagdo de algumas citocinas por linfocitos ativados, como a Interleucina-2 (IL-2),
IL-4 e interferon-y (IFN-y) (DRACH e col., 1996). Também foram descritos varios
substratos n&o fisiolégicos da Pgp, como a rodamina 123 (Rho), um corante
cationico que se liga a mitocondria. Esta substancia tem sido amplamente utilizada
para verificar a atividade da Pgp tanto in vitro como in vivo (NEYFAKH e col., 1988;
MARQUES-SANTOS e col., 1999).

Algumas substancias sao capazes de modular a atividade da Pgp, como por
exemplo: ciclosporina A, verapamil, trifluoperazina e PSC833. Estes agentes
restauram o acumulo intracelular de quimioterapicos nas células resistentes a
multiplas drogas, através de mecanismos que envolvem mudangas conformacionais
e competicao entre substratos (TAN e col., 2000).

A expresséo da Pgp tem sido relacionada com a protecédo dos tecidos, pois
ela esta envolvida com a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de
farmacos e toxinas (revisado por LESLIE e col., 2005). Também ja foram descritas
algumas fungbes para a Pgp nas células do sistema imune. Nas células deste
sistema, a Pgp parece estar envolvida na atividade citotoxica das células NK e CD8"
(GUPTA e col., 1992; CHONG e col., 1993), na regulacdo da ativagédo celular
(FRANK e col., 2001), na migragdo (RANDOLPH e col., 1998) e na apresentacéo de

antigenos pelas células dendriticas (PENDSE e col., 2006).
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Tem sido sugerido que a Pgp esteja envolvida na modulagédo do processo de
apoptose. A super-expressdo da Pgp em linhagens tumorais confere resisténcia a
apoptose induzida por quimioterapicos, por irradiacao UV, pela interagcdo entre as
moléculas Fas e Fas-L e por outras vias que ativam caspases (SMYTH e col., 1998;
MONTOVANI e col.,, 2006). A inibicdo da Pgp induz um aumento na morte por
apoptose induzida por glicocorticoides e metotrexato, em linfocitos periféricos
ativados com mitégenos (PAWLIK e col., 2005).

Como dito anteriormente, existe uma populacdo na medula &ssea
denominada SP, que é enriquecida de células tronco hematopoéticas (GODELL,
1996). Inicialmente, o fendtipo SP foi relacionado com a expressdo da Pgp
(GODELL, 1996), mas posteriormente, verificou-se que em animais que nao
expressam Pgp existe um numero normal de células SP na medula éssea, sugerindo
que a expressao da Pgp n&o é requerida para o fenétipo SP (ZHOU e col., 2001).
Em contraste, em animais deficientes para BCRP, uma outra proteina da familia de
transportadores ABC, foi observada uma reducgao significante no numero de células
SP na medula 6ssea e no musculo esquelético (ZHOU e col., 2002). Além disto, a
super-expressao da Pgp aumenta a fragdo SP para 3,6%, enquanto que a super-
expressdo da BCRP leva a 62,5% as células SP. Logo, a Pgp pode ajudar a conferir
o fendtipo SP, mas néo é absolutamente requerida para isso, enquanto que a BCRP
parece ser a principal responsavel for este fenétipo (BUNTING e col., 2000; revisado
em CHALLEN e LITTLE, 2006).

A super-expressao da Pgp leva a expansao das HSC e da doenga mielo-
proliferativa (BUNTING e col., 1998), enquanto que, a super-expressdo da BCRP
bloqueia o desenvolvimento da hematopoese (ZHOU e col., 2001). No entanto, os

animais deficientes em BCRP possuem o numero normal de HSC na medula éssea,
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e animais deficientes para as duas proteinas simultaneamente, também possuem
numero normal de células sanguineas, e de células formadoras de colénias na
medula 6ssea e demonstram um desenvolvimento hematopoético normal (ZHOU e
col., 2003). Células isoladas apenas pela presenga da BCRP exibiram um pequeno
potencial de formar coldnias (revisado em CHALLEN e LITTLE, 2006).

Nos animais ng"'BCRP"’, as células progenitoras hematopoéticas eram mais
sensiveis a mitoxantrona comparada com os animais nocautes para apenas uma
das proteinas, sugerindo que essas proteinas atuam na protecdo destas células
contra substancias téxicas, na diminuicdo de substancias fisiolégicas que levam a
diferenciagdo ou a proliferacdo e ainda protegendo as células do processo de

apoptose (revisado em CHALLEN e LITTLE, 2006).

1.2.2. Proteina relacionada a resisténcia a multiplas drogas 1

(MRP1 ou ABCC1)

A MRP1 é uma glicoproteina de membrana, de 190 kDa, e difere da Pgp em

sua estrutura, possuindo cinco dominios (COLE e col.,1992) (Figura 5).
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Figura 5: Estrutura secundaria da MRP1. Retirado de Leslie e col., 2005,
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A MRP1 transporta alguns de seus substratos conjugados a glutationa
reduzida (GSH), glucoronide ou sulfato, ou ainda utilizando um mecanismo de co-
transporte (LOE e col., 1996).

A MRP1 é expressa na maioria dos tecidos do corpo, sendo encontrada nos
pulmdes, testiculos, rins, musculos esqueléticos, células mononucleares do sangue
periférico e no figado (revisado em LESLIE e col., 2005). Esta proteina também ja foi
descrita em linfécitos maduros (LEGRAND e col., 1996) e em células dendriticas
(ROBBIANE e col.,, 2000). Além disto, nosso grupo demonstrou a expressao e
atividade de MRP1 em timécitos murinos, sugerindo que ela esteja amplamente
distribuida, ndo parecendo haver uma expressao preferencial entre as diversas
subpopulacgdes timicas (LEITE e col., 2006).

Ja foram descritas algumas fungdes fisiolégicas para a MRP, como a
secrecado de ecoisanoides, do leucotrieno C4 (LTC4), LTD4 e LTE4, a secregao de
glutationa oxidada por radicais livres, e o transporte de cortisol (MULLER e col.,
1994).

Assim como a Pgp, a MRP possui substratos n&o fisiolégicos, que sé&o
utilizados para analisar a atividade desta proteina como, por exemplo, o anion
fluorescente, Fluo-3 (PRECHT e col., 2000). Também ja foram descritas varias
substancias capazes de reverter a atividade da MRP, como a indometacina (um anti-
inflamatdrio ndo esteriodal), probenicide (um inibidor do trafego de vesiculas) e MK
571 (um antagonista do receptor de leucotrieno).

Os animais deficientes para MRP1 nado apresentam alteragcbes quantitativas
nas células do sistema imune, sugerindo que nao deve apresentar problemas na
hematopoese mas apresentam uma diminuigdo na resposta inflamatéria (LORICO e

col., 1997, WIJNHOLDS e col., 1997). Em modelos de turberculose, (VERBON e
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col., 2002) e de pneumonia (SCHULTZ e col., 2001) observou-se um
comprometimento na indugdo da resposta imune. Além disso, a MRP1 esta
envolvida na regulagdo da ativacéo celular (PRECHT e col., 2000), na migragao e
diferenciagao das células dendriticas (ROBBIANI e col., 2000).

Nosso grupo também demonstrou usando um modelo in vivo de inflamacgéo,
que a MRP estd envolvida com a formagdo de edema, com a migragao de
polimorfonucleares para o sitio inflamatério e na liberacdo de mediadores lipidicos e
de citocinas (LEITE, 2007). Esse efeito é provavelmente decorrente de um efeito
regulatério na ativacdo de macréfagos, visto que na linhagem macrofagia Raw
267.4, o bloqueio da atividade da MRP induziu uma redugdo na ativacido destas
células, através da diminuicdo da liberagdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (Leite e col., 2007).

Outros aspectos do papel da MRP também foram abordados. Ao utilizar uma
linhagem celular de timoma murino, EL-4 (CD4°CD8’), n6s observamos que estas
células expressam a MRP1. Quando esta proteina foi inibida, as células passaram a
expressar as moléculas CD4 e CDS8, sugerindo que a MRP tenha um papel na

maturagao de timécitos (ECHEVARRIA-LIMA, e col., 2005).

1.3. Envelhecimento

Existem evidéncias que com a idade ocorre um declinio gradual das fung¢des do
sistema imune, coagulagdo sanguinea e transporte de oxigénio. Mas essas
mudangas ndo sao devido a eliminagdo gradual das células tronco hematopoéticas
(HSC), ja que existe até um aumento das HSC com o envelhecimento. Estudos in
vitro usando HSC isoladas mostraram que nao existem diferencas entre células

jovens e velhas, em termos da capacidade de formar colénias e seu potencial
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proliferativo. Da mesma forma, nao foi observado um declinio na capacidade das
HSC em interagir com o estroma in vitro com o envelhecimento (revisado por
RANDO, 2006).

No entanto, quando comparado a capacidade das HSC, de animais jovens ou
senis, de repopular a medula éssea, € possivel observar uma variagao entre as
estirpes de camundongos. As células dos animais da estirpe C57BL6 senis sdo mais
eficientes em repopular a medula éssea do que as do jovem. Na estirpe CBA
acontece o contrario, as células do jovem sdo mais eficientes em repopular a medula
Ossea do que as do senil (HARRINSON, 1983). Porém, uma porcentagem das HSCs
oriundas dos animais senis podem apresentar uma reconstituicdo defeituosa,
originando apenas células mieldides (SUDO e col., 2000).

O envelhecimento pode ocorrer em fungao de fatores intrinsecos (Figura 6a),
como por exemplo: acumulo de mutagdes no DNA, encurtamento do telémero,
acumulo de danos causados por estresse oxidativo ocasionando disfungao
mitocondrial, danos em algumas proteinas citoplasmaticas, mudancgas na afinidade
receptor-ligante ou turnover do receptor; ou a fatores extrinsecos, como por

exemplo: alteragdes no microambiente (Figura 6b) (GEIGER e VAN ZANT, 2002).



20

Stem cell Stroma

Stem cell Jfﬁ\

n

Intrinsic mode of Extrinsic mode of
stem cell aging stem cell aging

Figura 6. Modelos de envelhecimento das células tronco hematopoéticas. 6a. Modelo

de envelhecimento intrinseco. 6b. Modelo de envelhecimento extrinseco. Figura retirada de
GEIGER e VAN ZANT, 2002

Foi descrito que a expressao da Pgp aumenta durante a ontogenia e no
envelhecimento nas células do bago, cérebro, figado glandula adrenal, intestino, rim,
testiculos e ovario (SCHIENGOLD e col., 2001). Nas células do sistema imune, ja foi
mostrado que a expressao e a atividade da Pgp aumentam com o envelhecimento
em linfécitos periféricos humanos (AGGARWAL e col.,1997) e em esplendcitos
murinos (WITKOWSKI e col., 1993). Em relagédo as células tronco hematopoéticas,
foi descrito um aumento da populagao que transporta rodamina (KIM e col., 1998).

Ao contrario da Pgp, pouco se sabe sobre a MRP1 no envelhecimento. Um
estudo comparou a expressdo da MRP1 no figado, rim, coragao, cérebro e pulmao
em ratos, e ndo observou variagdes significativas desta proteina, apenas no rim e

no figado foi observada uma redugdo da expressdo nos animais de oito meses
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(ROSATI e col., 2003). A falta de informacdes sobre a expressao e a atividade da
MRP1 e sua importancia para as células do sistema imune, nos sugere que seja de

extrema relevancia um estudo sobre esta proteina durante o envelhecimento.
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2. OBJETIVOS
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Objetivo geral:

Estudar a importancia da Pgp e da MRP1 nas células progenitoras do sistema

imune.

Objetivos especificos:

1.

Investigar se as proteinas Pgp e MRP estao presentes e ativas nas células
mononucleares da medula éssea (CMMO);

Caracterizar essas proteinas nas subpopulag¢des de progenitores;

Investigar se existem diferencas na atividade das proteinas Pgp e MRP nas
células mononucleares da medula 6ssea, entre animais jovens, adultos e
senis;

Verificar o impacto do envelhecimento nas atividades dessas proteinas nas

subpopulagdes das células mononucleares da medula dssea.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Materiais
3.1.1. Solugoes

3.1.1.1.Tampao Salina-Fosfato (PBS)

Reagente? Concentragao (g) Procedéncia
NaCl 8,0 Merck
KCI 0,2 Reagen
NaH,PO,. H,O 1,15 Reagen
NaHPO, . 7TH,0 0,2 Reagen

@ Reagentes solubilizados em 11 de agua deionizada, pH 7,4.

3.1.1.2. Meio de Cultura de Células

Reagentes Concentracao Procedéncia

RPMI-1640 10,449/l Sigma
Bicarbonato de sddio 29/l Reagen
HEPES 25mM Sigma

Soro Fetal Bovino 100ml/I Hyclone ou Gibco
Estreptomicina 10mg/l Sigma
Penicilina 60mg/I Sigma
-mercaptoetanol 5uM Sigma

A Todos os reagentes foram adicionados em 1L de agua deionizada e filtrados por
uma membrana de nitrocelulose 0.22um (MILLIPORE). O pH foi ajustado para 7,2 -
7,4.
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3.1.1.3. Solugao de Lise

Foi usada FACS™ Lysing Solution (Becton & Dickinson) diluido 1:10 em agua

Milli-Q.
3.1.2. Reagentes

3.1.2.1. lodeto de propideo (Pl)

Foi feita uma solucédo estoque de Pl (Sigma) 10 mg/ml dissolvida em agua

deionizada e mantida a 4°C, sendo utilizada na concentragédo de 10 ug/ml.

3.1.2.2.Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio

(MTT)

MTT 5mg/ml (Sigma) diluido em salina estéril e mantido a 4°C..

3.1.2.3. Anticorpos

Foram utilizados os seguintes anticorpos, todos estocados a 4°C:

anti-CD117 (c-kit), acoplado a molécula fluorescente Tricolor (TC - emissao

em 679nm, BD Biosciences)

e anti-Ly-6 (Sca-1), acoplado a molécula fluorescente ficoeritrina (PE - emissao
em 585nm, BD Biosciences)

e 1gG rat Anti-MRP1(Alexis Biochemical)

e Anti-IgG rat conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC - emissdo em

530nm, Sigma)

As particulas fluorescentes foram excitadas a 488nm.
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3.1.2.4. Rodamina 123 (Rho 123)

Solugéo estoque de Rho 123 (Sigma) 1mg/ml dissolvida em solugao salina e

mantida a —20°C, sendo diluido em meio RPMI no momento do uso.

3.1.2.5. Fluo-3

Solugdo estoque de Fluo-3 (Alexis) 1mg/ml dissolvida em DMSO e mantida a

—-20°C, sendo diluido a em meio RPMI no momento do uso.

3.1.2.6. Reversores da atividade da Pgp

Reagentes Concentragao da solugao estoque
Procedéncia

. . #
Ciclosporina A 100 mg/ml Novaquimica

Verapamil* 50 mM (diluida em H,0) Sigma

# Reagente mantido a temperatura ambiente. * Reagente mantido estocado a -20°C.

Todos os reagentes foram diluidos em meio RPMI sem soro para o seu uso.
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3.1.2.7. Reversores da atividade da MRP

Reagentes Concentragao da solugao estoque
Procedéncia
Indometacina® 30 mM (diluida em DMSO) Sigma
MK 571*

50 mM (diluido em DMSO) Alexis Biochemical

Probenecide® 100 mM (diluida em H,0) Sigma

* Reagentes mantidos estocados a -20°C. ¥ Reagente foi mantido estocado a

4°C.Todos os reagentes foram diluidos em meio RPMI sem soro para o seu uso.

3.1.2.8. Histopaque 1083

Histopaque de densidade 1.083mg/ml (Sigma Aldrich)

3.1.3. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos machos ou fémeas (de 3-4
semanas, 3 meses e 18 meses) da estirpe C57BL6. Todos os animais foram
mantidos em nosso biotério com temperatura controlada, agua e alimento a vontade.
Para todos os experimentos, os animais foram anestesiados com éter etilico e

sacrificados por deslocamento cervical.
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3.2. Métodos

3.2.1. Isolamento das células mononucleares da medula 6ssea (CMMO)

A razdo com que uma célula se movimenta em um meio quando uma forga de
centrifugacgéo é aplicada, depende da densidade do meio e do tamanho e densidade
da célula. As células hematopoéticas maduras variam em ambos os parametros.
Devido a este fato, se torna possivel remover determinados tipos de células
maduras, como eritrocitos e granulocitos de uma suspensdo de células
hematopoéticas, através da centrifugagdo em um meio de densidade maior. Desta
forma é possivel enriquecer a populagdo com células mais imaturas (revisado em
THOMAS e col., 1999).

Com o auxilio de uma pinga e uma tesoura estéreis retirou-se a pele e os
musculos adjacentes ao fémur e a tibia. As epifises 6sseas foram cortadas, e a
cavidade medular lavada com meio de cultura RPMI 1640, utilizando uma seringa
colocada sobre um tubo. As células foram homogeneizadas, e em seguida
centrifugadas a 200g durante 7 minutos. O sedimento de células foi ressuspendido
em 3ml de meio RPMI, e em seguida adicionou-se cuidadosamente sobre 3ml de
Histopaque 1083. A seguir, as células foram centrifugadas a 400g durante 30
minutos. O anel de células formado na interface apos a centrifugacéo foi coletado,
pois nele estdo contidas as células mononucleares da medula 6ssea (CMMO). As
células foram ressuspendidas em solugdo salina e lavadas trés vezes, centriugando-
as 200g por 7 minutos. Apos a centrifugagao as células foram ressuspendidas em

meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino.
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3.2.2. MTT

A viabilidade celular foi avaliada através da adicdo de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio; SIGMA), dissolvido em salina 5mg/ml e mantido
a 4°C. O ensaio do MTT se baseia na formagao de cristais de formazana, oriundos
da clivagem do sal de tetrazolium pelas desidrogenases mitocondriais presentes nas
células viaveis.

As células mononucleares da medula 6ssea (5x10° células/ml) foram
colocadas em uma placa de 96 pogos, com meio RPMI suplementado com 10% de
soro fetal bovino na presenga ou auséncia de substdncias de interesse, em um
volume final de 180upl. Os pontos foram feitos em triplicata. As células
permaneceram em cultura por 48h a 37°C e em uma atmosfera de 5% de CO..
Apos esse periodo, foi colocado 20ul de MTT e a placa mantida em estufa e
protegida da luz. Apds 3h, as células foram centrifugadas a 200g por 7 minutos, o
sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 200ul de DMSO para dissolver os

cristais. Os cristais dissolvidos foram avaliados por colorimetria a 490nm.

3.2.3. Efluxo de corantes fluorescentes

3.2.3.1. Atividade relacionada a Pgp

As células mononucleares da medula 6ssea (5x10°) foram colocadas em uma
placa de 96 pocos com fundo em U, e incubadas com ou sem o substrato
fluorescente rodamina 123 (200 ng/ml - Rho 123) em placa de 96 pogos, com meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, na presenga ou na
auséncia dos seus reversores: ciclosporina A (0,1; 0,5; e 1,0 uM) ou verapamil (5;

10; e 50 uM) por 30 minutos a 37 °C, num volume final de 100ul. Apds este periodo
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as células foram lavadas, adicionando-se 100ul de solugao salina, e centrifugando-
as a 200g por 7 minutos. Apds a centrifugacéo o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento de células ressuspendido com meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino, com ou sem os reversores, num volume final de 100ul. As
células permaneceram por 90 minutos a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO..
Ap0ds este periodo, as células foram lavadas adicionando-se 100ul de solucdo salina,
e centrifugando-as a 200g por 7 minutos. Apds a centrifugacéo o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento de células ressuspendido em 200ul PBS, as células
foram transferidas para microtubos e mantidas no gelo at¢é o momento de serem

analisadas no citdbmetro de fluxo.

3.2.3.2. Atividade relacionada a MRP

As células (5x105) foram colocadas em uma placa de 96 pogos com fundo em
U, e incubadas com o substrato Fluo-3 (5ug/ml), em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino, na presenga ou na auséncia dos seus reversores:
indometacina (75, 150 e 300uM), probenicide (100; 500 e 1000uM) e MKS571 (12,5,
25 e 50uM) por 30 minutos a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO; num volume
final de 100ul. Apds este periodo as células foram lavadas, adicionando-se 100ul de
solugdo salina, e centrifugando-as a 200g por 7 minutos. Apds a centrifugacédo o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células ressuspendido com meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, com ou sem os reversores,
num volume final de 100ul. As células permaneceram por 90 minutos a 37 °C em
uma atmosfera de 5% de CO,. Apds este periodo, as células foram lavadas
adicionando-se 100ul de solugao salina, e centrifugando-as a 200g por 7 minutos.

Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células
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ressuspendido em 200yl PBS, as células foram transferidas para microtubos, e
mantidas no gelo até o momento de serem analisadas no citdbmetro de fluxo.

Tanto a atividade relacionada a Pgp quanto a MRP foram avaliadas pela
aquisicao de células através do uso de um citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton &
Dickinson). As amostras foram excitadas a 488 nm usando um laser de argbnio, e a
emissdo de fluorescéncia foi detectada a 530 nm (FL-1). Dez mil células foram
adquiridas baseadas no tamanho e granulosidade. Todas as analises dos resultados

obtidos pela citometria de fluxo foram feitas usando o programa WinMDI verséao 2.8.

3.2.4. Marcacao das moléculas de superficie celular

3.2.4.1. Identificagao dos progenitores

As sub-populagbes dos progenitores hematopoéticos foram identificadas
através da marcagdo das moléculas c-kit e Sca-1 com anticorpos monoclonais

conjugados a fluorocromos diferentes.

Apos o ensaio de atividade das proteinas, mas antes de ressuspendé-las, as
células foram incubadas na mesma placa, com os anticorpos, c-kit-TC diluido 1:200
e Sca-1-PE diluido 1:50, em um volume final de 30ul, a 4°C por 30 minutos. Os
anticorpos foram diluidos com PBS acrescido de 5% de soro fetal bovino. Apds este
periodo, as células foram lavadas adicionando-se 170yl de solugdo salina, e
centrifugando-as a 200g por 7 minutos. Apds a centrifugacédo, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento de células ressuspendido em 200ul PBS. As células
foram transferidas para microtubos, e mantidas no gelo até serem analisadas no

citbmetro de fluxo. As amostras foram excitadas a 488 nm usando um laser de
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argbnio, e a emissao de fluorescéncia foi detectada a 530nm (FL-1), 585nm (FL-2) e

679nm (FL-3).

3.2.4.2. Marcagao da MRP1

Para a marcagdo da MRP1, 1x10° células foram colocadas em uma placa de
96 pogos com fundo em U e centrifugadas. O sobrenadante foi desprezado e ao
sedimento de células foram adicionados 100ul de solugao de lise (B&D) diluida 10
vezes, por 10 minutos a temperatura ambiente para permitir a permeabilizacdo. Em
seguida as células foram lavadas adicionando-se 100ul de solugdo salina, e
centrifugas a 200g por 7 minutos. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi
desprezado e foi adicionado ao sedimento de células 50ul do anticorpo primario anti-
MRP1 (feito em rato), diluido 1:80. As células permaneceram com este anticorpo por
30 minutos a temperatura ambiente. Entdo as células foram lavadas adicionando-se
150ul de solugao salina, e centrifugas a 200g por 7 minutos. Apds a centrifugagéao, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células incubado com 50ul do
anticorpo secundario anti-lgG de rato acoplado a FITC, diluido 1:200, por 30 minutos
a temperatura ambiente, protegido da luz. Apds este periodo, as células foram
lavadas adicionando-se 150ul de solugao salina, e centrifugas a 200g por 7 minutos.
Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células
ressuspendido em 200ul PBS, as células foram transferidas para microtubos, e
mantidas no gelo até o momento de serem analisadas no citdmetro de fluxo. As
amostras foram excitadas a 488 nm usando um laser de argbnio, e a emissao de

fluorescéncia foi detectada a 530nm (FL-1).
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3.2.5. Analises estatisticas

Foi realizado um teste de analise de variancia (ANOVA) seguido dos pos
testes de Bonferroni ou Dunnett. Foram considerados estatisticamente significantes

os valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Pgp e as células mononucleares da medula éssea

4.1.1. Atividade relacionada a Pgp

Diversos trabalhos descreveram a presenga da glicoproteina P (Pgp) nas
células tronco (CHAUDHARY e RONINSON, 1991; GOODELL e col., 1996; BUTING
e col., 2000). A fim de estudar a atividade desta proteina no nosso modelo,
utilizamos a extrusdo do substrato fluorescente da Pgp, a rodamina 123 (Rho)
(NEYFAKH e col., 1988), como indicador da funcionalidade desta proteina.

A rodamina 123 se difunde para dentro da célula se ligando a mitocondria de

células viaveis. As células em Rho™®

podem ser células mortas ou células
quiescentes, com baixa atividade mitocondrial; ou células capazes de realizar a
extrusdo do corante. Para excluirmos a possibilidade de serem células mortas,
utilizamos o iodeto de propideo, um corante fluorescente e intercalante de DNA. As
células viaveis sdo impermeaveis ao iodeto de propideo, logo, sua entrada na célula
indica a perda da integridade da membrana plasmatica. Foi feito um ensaio de
viabilidade celular com o iodeto de propideo, e as células mortas formaram a regiao
R1 (Figura 7A). Em seguida, identificamos no grafico de tamanho por granulosidade

as células mortas que formaram a regido R2 (Figura 7B). Essas células foram

excluidas das analises subsequentes.

A atividade da Pgp nas células mononucleares da medula éssea foi avaliada
incubando-se as células na presenca ou auséncia de Rho, com ou sem os inibidores
desta proteina: verapamil (VP) e ciclosporina A (CSA), em diferentes concentragdes.
O gréfico de intensidade de fluorescéncia versus granulosidade possibilitou a

observagdo de uma regido que contém as células que ndo acumulam Rho, cuja
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fluorescéncia se iguala a auto-fluorescéncia das células, esta populagao foi

chamada de Rho" (Figura 7C).

A regido Rho" representa cerca de 4% das CMMO. Foi possivel comprovar
que a populagio de células Rho" corresponde a células com atividade da Pgp, pois
quando as mesmas foram incubadas com os inibidores CSA e VP foi observada uma
diminuicdo da populagédo nesta regido (Figura 7C e 8). O bloqueio da Pgp impediu
as células de realizar a extrusdo do corante, aumentando a intensidade
fluorescéncia. Este resultado indica a presencga de atividade da Pgp nestas células.
Em todas as concentragbes testadas, observou-se a modulagcéo da Pgp pelos seus
inibidores. O verapamil promoveu uma inibicdo concentragao-dependente, enquanto
que a CSA inibiu igualmente a atividade da Pgp em todas as concentragdes testadas

(Figura 7C e 8).
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Figura 7. Atividade da Pgp nas CMMO. As CMMO foram incubadas com rodamina 123
(200ng/ml - Rho), com ou sem os inibidores da Pgp (ciclosporina A — CSA e verapamil - VP)
por 30 minutos a 37°C. Apos este periodo as células foram lavadas e incubadas com e sem
os inibidores de Pgp por mais 90 minutos a 37°C. As células foram lavadas e a fluorescéncia
foi analisada por citometria de fluxo. O de iodeto de propideo (PI) (10ug/ml) foi adicionado
no momento da leitura no citdmetro. A. Dot Plot indicando a intensidade de fluorescéncia do
Pl (Pl) versus a granulosidade (SSC) das CMMO. A regido R1 contém as células que
marcaram para o PIl, ou seja, células mortas. B. Dot Plot indicando o tamanho (FSC) versus
a granulosidade (SSC) das CMMO, onde R1 representa a regiao contendo células mortas.
C. CTR s&o as células incubadas com Rho 123. VP e CSA representam as células
incubadas com Rho 123 na presenga dos inibidores da Pgp: VP na concentragdo de 50uM,
e CSA, na concentragdo de 0,1uM. Esta figura & representativa de 3 experimentos
diferentes
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Figura 8. Curva de concentracao dos inibidores da Pgp. Foi avaliado o percentual de
células em R2. CTR s&o as células controle incubadas com Rho 123. VP (Verapamil) e CSA
representam as células incubadas com Rho 123 na presencga dos inibidores da Pgp, VP (5,
10 e 50uM) e CSA (0,1; 0,5 e 1,0uM). Grafico da média entre 3 experimentos diferentes. O

resultado esta expresso como média + desvio padrao. Foi considerado estatisticamente
significativo p<0,05 (*) quando comparado ao controle.

4.1.2. Viabilidade das CMMO na presencga dos inibidores da Pgp

Verificamos se a presenca da atividade da Pgp era importante para a
manutencdo da viabilidade celular. Apesar de apenas uma pequena populagao
possuir atividade Pgp, os fatores por ela secretados poderiam regular a viabilidade
das células adjacentes. Também nos questionamos se os inibidores da Pgp, VP e
CSA, seriam capazes de alterar a viabilidade das CMMO nas concentragdes
utilizadas. Para isso, as células foram incubadas com ou sem os inibidores e apos
48 horas a viabilidade foi aferida através do ensaio colorimétrico MTT. Foi observado
que apenas na presencga da maior concentracdo de CSA houve uma diminuicdo da
viabilidade, e ainda assim 64% das células permaneceram viaveis (Figura 9). A

partir deste resultado foram escolhidas as concentragdes para os demais
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experimentos. Estes resultados sugerem que a atividade da Pgp nao é essencial
para a sobrevida das células mononucleares da medula 6ssea e seus inibidores nao

sao capazes de comprometer a viabilidade destas células.
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Figura 9. Viabilidade das CMMO na presencga dos inibidores da Pgp. As CMMO foram
incubadas com os inibidores da Pgp, verapamil e ciclosporina, por 48 horas a 37°C. VP
células incubadas com verapamil nas concentragdes de 5 - 50uM. CSA células incubadas
com ciclosporina A nas concentragdes de 0,1 - 1,0uM. Viabilidade medida por MTT. Grafico
da média entre trés experimentos diferentes. O resultado estd expresso como média +
desvio padrao. Foi considerado estatisticamente significativo p<0,05 (*) quando comparado
ao controle.
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4.2. MRP1 e as células mononucleares da medula 6ssea

4.2.1. Expressao da MRP1 nas CMMO

A MRP1 ja foi descrita em linfocitos maduros (LEGRAND e col., 1996), em
células hematopoéticas do sangue periférico (LAUPEZE e col., 2001), células
dendriticas (ROBBIANE e col., 2000) e por nosso grupo em timocitos murinos
(LEITE e col., 2006). Assim, fomos investigar a expressao desta proteina nas células
mononucleares da medula éssea (CMMO) de camundongos. O nivel de expressao
da MRP1 foi determinado por citometria de fluxo usando um anticorpo anti-MRP1
(Figura 10). Em trés experimentos, foi observado que 51,3 + 4,2% das CMMO eram

positivas para MRP1.
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Figura 10. Expressao da MRP1 nas células mononucleares da medula éssea. (A)
células marcadas apenas com o anticorpo secundario (anticorpo anti-lgG de rato acoplado a
FITC). (B) células marcadas com IgG de rato anti-MRP1 e em seguida as células foram
marcadas com anticorpo secundario. M1 indica a regido de autofluorescéncia, M2 indica a
regiao marcada. Figura representativa de 3 experimentos diferentes.
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4.2.2. Atividade MRP nas CMMO

Para verificar se a MRP1, presente em aproximadamente 50% das CMMO,
estava ativa, foi realizado um ensaio que avalia a capacidade de extrusdo deste
transportador. Para tal, utilizamos o anion fluorescente Fluo-3, que como

mencionado anteriormente € um substrato da MRP1 (PRECHTL e col., 2000).

As células foram incubadas na presenca ou auséncia de Fluo-3, com ou sem
os inibidores da MRP: indometacina (INDO 75 - 300uM), probenicide (PRB 500 -
2500uM) e MK571 (MK 12,5 - 50uM). Apds a incubagdo com o Fluo-3 pode ser
observado que existem duas populagdes, uma com maior intensidade de
fluorescéncia, e outra com intensidade de fluorescéncia relativamente baixa (Figura
11), mostrando que estas células possuem a capacidade de transportar o Fluo-3.
Baseado na fluorescéncia observada nas células incubadas com Fluo-3 foram
definidas duas regides, M1 e M2, onde a regido M2 mostra maior retencdo do
corante no meio intracelular. Na presenca dos inibidores ha um aumento da
intensidade de fluorescéncia e no percentual de células na regido M2, sugerindo que
as células mononucleares da medula o6ssea murinas apresentam atividade
relacionada a MRP (Figura 11 B-D).

Os inibidores da MRP foram capazes de reverter a atividade de forma
concentragdo dependente (Figura 12), com uma diminui¢do consistente no numero
de células em M1, que foram caracterizadas como Fluo-3°". Estes resultados

demonstram que em torno de 50% das CMMO possuem a MRP1 ativa.
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Figura 11. Atividade relacionada a MRP nas CMMO. As CMMO foram incubadas na
presenga ou auséncia do Fluo-3 (5ug/ml), com ou sem os inibidores da MRP: INDO —
Indometacina (75uM), PRB - Probenicide (1000uM) e MK — MK571 (25uM) por 30 minutos a
37°C. Apos este periodo as células foram lavadas e incubadas com ou sem os inibidores da
MRP por mais 90 minutos a 37°C. As células foram lavadas e a fluorescéncia foi analisada
por citometria de fluxo. Foram analisadas as células viaveis, baseado na incorporacido do
iodeto de propideo (10ug/ml). O histograma preto representa a autofluorescéncia, células
que nao foram incubadas com o corante. O histograma aberto s&o as células incubadas
apenas com Fluo-3, e em cinza, células incubadas com Fluo-3 e com os inibidores. Figura
representativa de 4 experimentos diferentes.
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Figura 12. Curva de concentragcao dos inibidores da MRP. Foi avaliado o percentual de
células em M2. CTR sao as células controle incubadas apenas com Fluo-3 com Rho 123.
INDO - Indometacina, PRB - Probenicide e MK — MK571 representam as células incubadas
com Fluo-3 na presenga dos inibidores da MRP, INDO (75, 150 e 300uM), PRB (500, 100 e
2500 yM) e MK (12,5, 25 e 50uM). Grafico da média entre 4 experimentos diferentes. O
resultado estd expresso como média + desvio padrdo. Foi considerado estatisticamente
significativo (*) p<0,01, e (#) p<0,05 quando comparado ao controle.

4.2.3. Atividade MRP1 e viabilidade celular

Para investigar se a presenca da MRP1 ativa era importante para a
manutencado da viabilidade das células mononucleares da medula éssea (CMMO),
as células foram mantidas em cultura na presenga ou auséncia dos inibidores da
MRP, indometacina, probenicide e MK571. Assim, as CMMO foram incubadas com
os inibidores em diferentes concentragcdes e a viabilidade foi testada através do
ensaio colorimétrico MTT. Foi observado que os inibidores alteravam a viabilidade
nas maiores concentracbes analisadas (Figura 13), mas nas concentragdes
nao foi alterada, sugerindo que a presenga da MRP1 ativa ndo é essencial para a
sobrevivéncia das células. A partir deste resultado foram escolhidas as

concentragdes utilizadas nos demais experimentos, indometacina 75uM e MK 25uM.
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Figura 13. Viabilidade das CMMO na presenca dos inibidores da MRP. 5 x 10° CMMO
foram incubadas por 48 h a 37°C com os inibidores da MRP: INDO - Indometacina (75, 150
e 300uM), PRB - Probenicide (500, 100 e 2500 uM) e MK — MK571 (12,5, 25 e 50uM). A
viabilidade foi medida por MTT. Gréafico da média entre trés experimentos diferentes. O
resultado estd expresso como média + desvio padrao. Foi considerado estatisticamente
significativo p<0,05 (*) quando comparado ao controle.

4.3. Progenitores da medula 6ssea e as proteinas Pgp e MRP

Os progenitores da medula 6ssea podem ser caracterizados a partir da expresséo
de algumas moléculas de superficie e pela falta de expressdo de outras. Ainda n&o
foi descrita uma unica molécula que estivesse presente apenas nestas células, e por
isso existem muitas caracterizagbes diferentes para células progenitoras. As
moléculas mais utilizadas até hoje sdo as proteinas de membrana c-kit e Sca-1

(SPANGRUDE e col., 1988 e OKADA e col., 1991).

Para conhecer a distribuicdo dessas subpopula¢gdes no nosso modelo, as
CMMO foram marcadas com anticorpos fluorescentes anti-c-kit-TC e anti-Sca-1-
PE. N6s encontramos que dentre as células mononucleares da medula 6ssea de
camundongos C57BL6 adultos, cerca de 14% expressam estas proteinas, sendo

9,30 + 2,0% c-kit'Sca-1%, 4,19 + 0,7% c-kit'Sca-1"e 0,89 + 0,4 c-kit'Sca-1* (Figura
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14). Como mencionado na introdugdo, o Sca-1 € re-expresso nas células
maduras, logo a subpopulacédo c-kitSca-1" pode conter um percentual de células

maduras.

104
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10°
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Figura 14. Distribuicdo das subpopulagdoes de células progenitoras nas CMMO. As
CMMO foram incubadas com os anticorpos anti-ckit-TC e anti-Sca-1-PE a 4°C por 30
minutos. Em seguida, as células foram lavadas e a fluorescéncia medida por citometria de
fluxo. O quadrante apresentado na figura foi elaborado a partir da regido de alta
fluorescéncia da molécula c-kit. Figura representativa de 5 experimentos.

A expressdo da Pgp ja foi descrita em células tronco hematopoéticas,
sugerindo que a atividade da bomba de efluxo poderia ser responsavel pela baixa
retencdo de Rho 123 neste subgrupo de células indiferenciadas (CHAUDHARY e
RONINSON, 1991), porém pouco se sabe sobre a MRP nessas células. Como
demonstramos que 50% das células mononucleares da medula éssea expressam
e possuem atividade para MRP, julgamos de grande importancia investigar se as
células progenitoras da medula Ossea apresentavam atividade relacionada a
MRP, ja que a medula éssea é um orgao linféide primario responsavel pela
hematopoese. Investigamos também a presenga da Pgp nas subpopulagdes de

progenitores da medula éssea.
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Para estudar essas proteinas nas células progenitoras da medula éssea,
foi realizado o ensaio de atividade da Pgp e da MRP, utilizando os substratos Rho
123 e Fluo-3, respectivamente, e em seguida as células foram marcadas com
anticorpos fluorescentes anti-c-kit-TC e anti-Sca-1-PE. A inclusdo desta etapa
para a identificacdo das proteinas c-kit e Sca-1 nao alterou o percentual de

células com atividade Pgp e MRP.

Nés observamos que dentro das células que tinham atividade Pgp, ou seja,
dentre as células Rho™9, 35% expressam c-kit e/ou Sca-1. Ao analisarmos a
atividade Pgp dentro das subpopulagbes, observamos que dentre as
subpopulacdes c-kit'Sca-1" e c-kit'Sca-1" existe uma atividade muito pequena
para esta proteina, enquanto 21,36 + 6,83% das células c-kit'Sca-1", apresentam

atividade relacionada a Pgp (Figura 15 A).

No entanto, observamos que dentro das células que tinham atividade MRP,
ou seja, dentre as células Fluo-3°", apenas 14% expressavam c-kit e/ou Sca-1. Para
melhor avaliarmos esta distribuicdo, nés analisamos o percentual de células dentro
das subpopulagdes que apresentam atividade relacionada a MRP. E verificamos que
82,52 + 5,3% da subpopulacdo c-kit'Sca-1" apresentava atividade MRP, enquanto
38,81 + 12,5% das células c-kitSca-1" e 54,14 + 4,5% c-kit'Sca-1", possuiam esta

proteina ativa (Figura 15 B).
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Figura 15. Atividade Pgp e MRP nos progenitores. Foi realizado o ensaio de atividade
das proteinas Pgp e MRP, e em seguida as CMMO foram marcadas com os anticorpos anti-
ckit-TC e anti-Sca-1-PE a 4°C, as células foram lavadas e entdo analisadas por citometria
de fluxo. (A) Atividade da Pgp. As barras representam o percentual de células que
extruiram Rho, ou seja, células que possuem Pgp ativa, nas subpopulag¢des indicadas. (B)
Atividade da MRP. As barras representam o percentual de células que extruiram Fluo-3, ou
seja, células que possuem MRP ativa nas subpopulagdes indicadas. Preto - subpopulacao
c-kit"Sca-1°, branco - subpopulagéo c-kit'Sca-1" e cinza - subpopulagdo c-kit'Sca-1" Grafico
da média entre trés experimentos diferentes. O resultado estd expresso como média +
desvio padrdo. (*) indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,01) no grupo c-kit' Sca-
1" quando comparado com os grupos c-kit'Sca-1" e c-kit'Sca-1*. (#) indica diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo c-kit'Sca-1" quando comparado com o grupo c-
kitSca-1" (p<0,01) e ao grupo c-kit'Sca-1".(p<0,05).
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4.4. Pgp e MRP e envelhecimento

O envelhecimento traz algumas mudancgas no sistema imune, como o declinio
progressivo da resposta humoral e celular, e alteragbes na hematopoese (DE HAAN
e col., 1997; SUDO e col., 2000). Existe ainda uma grande discussao se as ceélulas
tronco sofrem o processo de envelhecimento e se este € intrinseco, dependente de
fatores genéticos, ou se esta relacionado com alteragbes no microambiente
(GEIGER e VAN ZANT, 2002).

Os produtos fisiologicos secretados pelas proteinas transportadoras como a
Pgp e a MRP1, também parecem estar envolvidos com a resposta imune e a
maturagdo das células do sistema imune (MULLER e col., 1994; PAWLIK e col.,
2005, ECHEVARRIA-LIMA e col., 2005). Como o envelhecimento € um processo
fisiologico, ele pode estar relacionado com as proteinas de nosso interesse. Além
disso, ja foi descrito que a expressao e a atividade da Pgp apresentam variagoes
durante a ontogenia e o envelhecimento (PILARSKI e col.,1995; AGGARWAL e

col.,1997; SCHIENGOLD e col., 2001).

4.4.1. Atividade da Pgp no envelhecimento

A fim de investigar se existe diferengca entre animais jovens e senis, com
relacdo a presencga e atividade da Pgp nas células mononucleares da medula 6ssea,
foi realizado o ensaio de extrusdo de rodamina 123, utilizando animais jovens (3 - 4
semanas), adultos (3 meses) e senis (18 meses).

O grafico de intensidade de fluorescéncia versus granulosidade possibilitou a
observagao de uma regido que contém as células que ndo acumulam Rho (Rho"°),
as células mortas foram retiradas como explicado anteriormente. Podemos observar

no grafico controle (CTR), que séo as células incubadas apenas com Rho, que esta
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populagcdo aumenta gradativamente com o envelhecimento (Figura 16). Ao serem
incubadas na presenga dos inibidores da Pgp, esta populagdo diminui nos trés
grupos igualmente (Figura 16). Ao quantificar esta populagdo graficamente,
observamos que 2,5%, 4,2% e 7,3% das células dos animais jovens, adultos e senis,
respectivamente, apresentaram atividade para a Pgp (Figura 17). Estes valores
mostram, que nas CMMO, a populagao de células com atividade da Pgp aumenta

gradativamente com o envelhecimento.
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Figura 16. Atividade da Pgp nas CMMO durante o envelhecimento. As CMMO foram
obtidas a partir da medula éssea de camundongos jovens, (3-4) semanas, adultos (3 meses)
e senis (18 meses). As células foram incubadas com Rho (200ng/ml), com ou sem o0s
inibidores da Pgp: CSA — Ciclosporina A (0,1uM) e VP — Verapamil (50uM). CTR — Controle,
representa as células incubadas apenas com Rho 123. Figura representativa de 5
experimentos diferentes.
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Figura 17: Atividade da Pgp em animais jovens, adultos e senis. As CMMO foram
obtidas a partir da medula éssea de camundongos jovens, (3-4) semanas, adultos (3 meses)
e senis (18 meses). As células foram incubadas com Rho (200ng/ml), com ou sem os
inibidores da Pgp: CSA - Ciclosporina A (0,1uM) e VP - Verapamil (50uM). As barras
representam o percentual de células com atividade Pgp. Grafico da média entre 5
experimentos diferentes. O resultado esta expresso como média + desvio padrido. Foi
considerado estatisticamente significativo * p< 0,01, o grupo senil em relagédo ao jovem e
adulto.

4.4.2. Expressao da MRP1 no envelhecimento

Ao contrario da Pgp, pouco se sabe sobre a MRP1 no envelhecimento, e
nada foi descrito nas células hematopoéticas.

Assim, fomos estudar a expressdo e a atividade da MRP1 durante o
envelhecimento. Para isto investigamos a expressao desta proteina nas CMMO de
camundongos C57BL6 machos de diferentes idades, 3 — 4 semanas (jovem), 3
meses (adulto) e 18 meses (senil). O nivel de expressdo da MRP1 foi determinado
por citometria de fluxo usando o anticorpo contra esta proteina. Foi observado um
aumento na média de intensidade de florescéncia (MIF) nas células marcadas com

anti-MRP1 nos animais adultos e senis em relagéo aos jovens (Figura 18).
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Figura 18. Expressdao da MRP1 nas CMMO durante o envelhecimento. As CMMO foram
marcadas com o anticorpo anti-MRP1 por 30 minutos, em seguida foram lavadas e
marcadas com o anticorpo secundario anti-lgG de rato conjugado a molécula fluorescente
FITC. Apos 20 minutos a temperatura ambiente as células foram lavadas e em seguida
analisadas por citometria de fluxo. Os valores da média de intensidade de fluorescéncia
obtidos com o grupo jovem foram considerados 1 em cada experimento, e os valores
obtidos no animal adulto e senil no mesmo dia experimental foram expressos como a razao
entre adulto e jovem ou senil e jovem. Gréafico da média entre trés experimentos diferentes.
O resultado esta expresso como média + desvio padrdo. Foi considerado estatisticamente
significativo * p< 0,05, o grupo jovem em relagédo ao adulto e ao senil.

4.4.3. Atividade MRP no envelhecimento

Tendo sido observado um aumento nos niveis de expressdao da MRP1 com o
envelhecimento, verificamos se esta elevagao seria traduzida em um aumento da
atividade da mesma. Para isso, realizamos o ensaio de atividade para MRP com o
substrato fluorescente Fluo-3 e os seus inibidores.

O gréfico de intensidade de fluorescéncia versus granulosidade possibilita a
observagdo de uma regido que contém as células que acumulam pouco Fluo-3,
denominada Fluo-3"" (R2), as células mortas também foram retiradas como
explicado anteriormente. Observamos que o percentual de células nesta regiao R2
no grafico controle (CTR) é maior nos animais adultos e senis do que nos animais

jovens (Figura 19).
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Observamos que nos animais jovens 32,4 + 10% das células apresentam
atividade relacionada a MRP, enquanto que os adultos possuem 55,5 + 12% e os
senis 58,1 + 9% (Figura 20). O aumento da atividade da MRP1 com o

envelhecimento corrobora com o resultado encontrado na expressao desta proteina.
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Figura 19. Atividade da MRP durante o envelhecimento. As CMMO de camundongos
jovens, (3-4) semanas, adultos (3 meses) e senis (18 meses) foram incubadas na presenga
ou auséncia do Fluo-3 (5ug/ml), com ou sem os inibidores da MRP: INDO (75uM) -
Indometacina e MK — MK571(25 pM) por 30 minutos a 37°C. Apds este periodo as células
foram lavadas e incubadas com ou sem os inibidores da MRP por mais 90 minutos a 37°C.
As células foram lavadas e a fluorescéncia foi analisada por citometria de fluxo. CTR —
Controle, representa as células incubadas apenas com Fluo-3. Figura representativa de 5
experimentos diferentes.
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Figura 20. Atividade da MRP durante o envelhecimento. As CMMO dos animais de
diferentes idades foram incubadas na presenca ou auséncia do Fluo-3 (5ug/ml), com ou sem
os inibidores da MRP: INDO (75uM) - Indometacina e MK — MK571(25 uM) por 30 minutos a
37°C. Apos este periodo as células foram lavadas e incubadas com ou sem os inibidores da
MRP por mais 90 minutos a 37°C. As células foram lavadas e a fluorescéncia foi analisada
por citometria de fluxo. O grafico representa o percentual de células com atividade MRP.
Grafico da média entre cinco experimentos diferentes. O resultado estd expresso como
média + desvio padrao. (*) estatisticamente significativo p<0,05, comparando as células dos
animais jovens em relag&o as dos animais adulto e senil.

4.4.4. Atividade da Pgp e da MRP nas células progenitoras durante o

envelhecimento

Foi demonstrado que a populagdo de células tronco hematopoéticas (Thy-
1.1°“Sca1’Lin’) capaz de transportar Rho, aumenta conforme o animal envelhece
(KIM e col.,, 1998). Porém em relagdo a MRP nao ha nada descrito. Como
observamos um aumento na expressdo e na atividade da MRP1 nos animais
adultos e senis em relagdo aos jovens, fomos verificar se este aumento afetava as
células progenitoras da medula dssea.

Primeiramente, analisamos se a propor¢ao das subpopulagdes de células

progenitoras variava com o envelhecimento nas células mononucleares da medula
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O0ssea nos animais C57BL6. A Figura 21 demonstra que dentre as CMMO néao ha
uma diferencga significativa nas subpopulagdes entre as células progenitoras com o

envelhecimento.
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Figura 21. Distribuicao das subpopulagcées de células progenitoras nas CMMO
durante o envelhecimento. As células foram incubadas com os anticorpos anti-ckit-TC e
anti-Sca-1-PE a 4°C por 30 minutos, em seguida as células foram lavadas e a fluorescéncia
medida por citometria de fluxo. As barras brancas representam os animais jovens (20-30
dias), as barras cinza representam os animais adultos (3 meses), e as barras pretas
representam os animais senis (18 meses). O resultado esta expresso como média + desvio
padrao. Grafico da média de 5 experimentos diferentes.

Como foi observado um aumento na atividade da Pgp nas CMMO com o
envelhecimento, fomos analisar se esse aumento afetava as células progenitoras da
medula 6ssea. Para isso, apds o ensaio de atividade da Pgp, as células foram
marcadas com os anticorpos anti-ckit-TC e anti-Sca-1-PE, e analisado o percentual
de células Rho", ou seja, células com atividade Pgp dentro de cada subpopulagao.

Podemos observar um aumento no percentual de células com atividade
relacionada a Pgp na subpopulagdo c-kit"Sca-1" com o envelhecimento. O grupo

jovem e o adulto possuem um percentual muito pequeno de células com atividade

Pgp nessa subpopulacéo, sendo 1,8 £ 1,3% e 2,5 £ 1,4% respectivamente. Enquanto
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que o grupo senil possui 9,3 + 3,1% das células c-kit'Sca-1" com atividade Pgp
(Figura 22 B).

A subpopulacdo c-kit'Sca-1" ,que verificamos ser a que possui mais células
com Pgp ativa, também apresentou um aumento do percentual de células com
atividade com o envelhecimento. Dentro desta subpopulagéo, o grupo jovem possui
10,7 £ 4,5% de células com atividade Pgp, enquanto que os grupos adulto e senil
possuem 16,1 + 1,8% e 19,9 £ 7,6% de células com atividade desta proteina (Figura
22 A).

Observamos ainda que as subpopulacdes c-kit'Sca-1" e c-kit'Sca-1" ndo
apresentaram variagdo no percentual de células com atividade Pgp durante o

envelhecimento (Figura 22 C e D).
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Figura 22. Atividade Pgp nas subpopulagdées das CMMO durante o envelhecimento.
Foi realizado o ensaio de atividade da Pgp, e em seguida as células foram marcadas com os
anticorpos anti-ckit-TC e anti-Sca-1-PE, a 4°c por 30 minutos. Em seguida, as células foram
lavadas e entdo analisadas por citometria de fluxo. Os graficos representam o percentual de
células Rho™® dentro de cada subpopulagdo. Grafico da média de 5 ou 6 experimentos
diferentes. (**) indica diferenga estatisticamente significativa (p<0,01), quando comparando o
grupo senil com aos grupos jovem e adulto. Na subpopulagédo c-kitSca-1" , (#) indica
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo senil quando comparado o grupo jovem
(p<0,001) e quando comparado o grupo adulto (p<0,05),
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Avaliamos a atividade MRP dentro das subpopulagbes das células
mononucleares da medula éssea nos animais de diferentes idades. Para isso, apos o
ensaio de atividade da MRP, as células foram marcadas com os anticorpos anti-ckit-
TC e anti-Sca-1-PE, e o percentual de células Fluo-3"" foi analisado, ou seja, células
com atividade MRP dentro de cada subpopulagao.

Verificamos que dentre as células progenitoras, a subpopulagdo c-kit"Sca-1
apresentou um aumento no percentual de células com atividade relacionada a MRP
com o envelhecimento (Figura 23 C). Nesta subpopulagéo o grupo jovem possui 61,4
+ 14,6% de células com MRP ativa, enquanto o adulto apresenta 81,8 + 9,6% e o
senil 89,8 + 3,8% de células com atividade para esta proteina (Figura 23 C).

Além dessa subpopulacdo, a subpopulacdo de células que nao expressa
nenhuma destas moléculas (c-kit'Sca-1) também apresentou um aumento do
percentual de células com atividade relacionada a MRP com o envelhecimento
(Figura 23 D). O grupo jovem apresentou 33,6 + 9,6%, o adulto 62,1 + 12,8 % e o
senil 73,5 £ 7,4% de células com atividade MRP (Figura 23 D).

No entanto, as subpopulagées c-kitSca-1" e c-kit'Sca-1" ndo apresentam
modificacdes no percentual de células com atividade relacionada a MRP durante o

envelhecimento (Figura 23 A e B).
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Figura 23. Atividade MRP nas subpopula¢gées das CMMO durante o envelhecimento.
Foi realizado o ensaio de atividade MRP1, e em seguida as células foram marcadas com os
anticorpos anti-ckit-TC e anti-Sca-1-PE, as células foram lavadas e entdo analisadas por
citometria de fluxo Os graficos demonstram o percentual de células Fluo-3"", dentro de cada
subpopulacdo. Grafico da média entre 5 ou 6 experimentos diferentes. (**) indica diferencga
estatisticamente significativa no grupo jovem quando comparado ao adulto (p<0,05), e ao
senil (p<0,01). (#) indica diferenga estatisticamente significativa quando comparado o grupo
jovem com os grupos adulto e senil (p<0,001).
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5. DISCUSSAO
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Neste trabalho demonstramos que as células mononucleares da medula
o6ssea (CMMO) murina expressam tanto a proteina MRP1 quanto a Pgp, e ambas
estao ativas nestas células. Também observamos que embora estes transportadores
estejam presentes nas células progenitoras, expressando c-kit e/ou Sca-1,
entretanto estas subpopulagdes possuem atividade relacionada a Pgp e a MRP em
proporcoes diferentes. Além disto, pudemos demonstrar que a atividade destas
proteinas varia nas diferentes fases da vida do animal. Quando todas as CMMO
foram observadas em conjunto, verificamos um aumento das populagdes que
exibem atividade relacionada a Pgp e a MRP no animal senil em relagdo ao animal
jovem. Ao estudar as subpopulagbes de progenitores separadamente, observamos
que este aumento acontece em subpopulacdes diferentes dependendo da proteina
analisada.

Baixos niveis de expressao da Pgp ja haviam sido descritos na medula éssea
de hamster (BAAS e BORST, 1988) e de seres humanos (PIRKER e col., 1989). A
expressao da MRP1 foi descrita na medula éssea humana (ABBASZADEGAN e col.,
1994, LAUPEZE e col., 1996) e por RT-PCR na medula éssea de murinos (ZHOU e
col.,, 2001). Porém em nenhum desses trabalhos foi quantificado o percentual de
células que expressava esta proteina. Nos fomos os primeiros a descrever e
quantificar a expressao e a atividade da MRP1 em cerca de 50% das células
mononucleares da medula éssea murina.

Desde o inicio dos estudos sobre os transportadores ABC, a expressao da
Pgp nas células da medula 6ssea foi correlacionada com as células tronco
hematopoéticas (HSC). Primeiramente, foi demonstrado que os progenitores
hematopoéticos acumulavam baixos niveis de rodamina 123 (BERTONCELLO e

col., 1985) e que o aumento da intensidade da marcagdo com Rho estava
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diretamente correlacionado com a diminuigdo do potencial de diferenciacéao
(PLOEMACHER e BRONS, 1988, SPANGRUDE e JOHNSON, 1990). O baixo
acumulo de Rho pelas células tronco hematopoéticas era explicado pela
caracteristica da Rho de se ligar a mitocéndria. Como estas células sao quiescentes,
se caracterizam por possuirem poucas mitocoéndrias e uma atividade metabdlica
baixa, logo, acumulariam menos Rho. Além disso, também ja era sabido que as
HSC tinham uma baixa marcacado para o Hoechst 33342, um corante fluorescente
que se liga ao DNA, que também era explicado pela quiescéncia destas células, ou
seja, possuiam a cromatina mais condensada (PALLAVICINI e col., 1985). No
entanto, esses dois corantes sao substratos para a Pgp, e em 1991, foi demonstrado
que a pouca marcacgao das HSC com essas substancias era resultado da presenca
da Pgp ativa nestas células, que transportava os corantes para o meio extracelular
(CHAUDHARY e RONINSON, 1991).

Em nosso trabalho encontramos que dentre as células Rho™° 35% eram
progenitores hematopoéticos, baseado na expressao de c-kit e Sca-1. No entanto,
quando avaliamos a atividade da Pgp dentro de cada subpopulagdo de progenitores,
noés encontramos que a subpopulacdo c-kitSca-1" era a que possuia o maior
percentual de células com atividade Pgp. Este fato a principio parecia contradizer a
literatura, ja que € amplamente aceito e utilizado que as HSC possuem o fendétipo
LKS (Linc-kit'Sca-1"), mas, na realidade, pouco se sabe sobre as outras
subpopulagdes que existem em relacdo a presenga ou auséncia destas duas
proteinas. Em 1998, Randall e Weissman, publicaram um artigo no qual estudavam
a subpopulagéo c-kit'Sca-1". Eles descreveram que esta subpopulacdo c-kitSca-1"
contém células menores do que a subpopulacdo c-kit'Scal®, além disto, a

subpopulacéo c-kit'Sca-1" é formada por células quiescentes, com ciclo celular mais
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lento do que as células c-kit"'Sca1”, mais resistente ao tratamento com 5-fluorouracil,
e ainda, acumulava menos rodamina, o que esta de acordo com 0S nOSsSOS
resultados. Porém, quando a capacidade funcional de repopulacio destas células foi
testada, verificou-se que elas ndo originavam colénias no bago, nem eram capazes
de reconstituir a medula éssea (RANDALL e WEISSMAN, 1998). Posteriormente, um
estudo in vitro demonstrou que as células c-kitScal1® sdo capazes de gerar as
células c-kit'Sca1”, sugerindo um modelo de desenvolvimento para células tronco
hematopoéticas. Na Figura 24 observamos (1) que inicialmente as células nao
expressariam nenhuma das moléculas (c-kit ou Sca-1); (2) em seguida estas células
passariam a expressar a molécula Sca-1, (3) seguido pela expressdo de c-kit em
niveis baixos; com o processo de maturagao (4) a expressao do c-kit aumentaria, (5)
e entdo a expressao do Sca-1 seria perdida (KLARMANN e col., 2003). Dentre estes
grupos de células, a subpopulagcdo com maior capacidade de repopulagéo € a Linc-
kit"Sca1®. Embora este modelo sugira que as células mais indiferenciadas, ou seja,
capazes de gerar todas as outras, ndo expressem as moléculas c-kit e Sca-1,
existem na medula 6ssea, células maduras que também nao expressam estas

proteinas.

Figura 24. Modelo de desenvolvimento das HSCs. Retirado de KLARMANN e col., 2003.

Segundo Li e Johnson, as células que expressam apenas a molécula c-kit

correspondem a cerca de 6% a 8% das células da medula 6ssea, das quais a
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grande maioria € negativa ou apresenta baixa fluorescéncia quando marcadas com
os anticorpos que identificam as proteinas caracteristicas de linhagens celulares. As
células que expressam apenas a molécula Sca-1 correspondem a cerca de 8% a
10% das células da medula 6ssea. As células que co-expressam estas duas
proteinas representam um percentual muito pequeno da medula 6ssea, e quando
sdo retiradas as células que expressam as proteinas caracteristicas de linhagens
celulares, as células c-kit'Sca1® constituem cerca de 0,4% a 0,5% das células da
medula éssea (LI e JOHNSON, 1995).

Também verificamos no nosso trabalho, que o percentual de células com
atividade Pgp nas CMMO aumenta durante o envelhecimento. Foi mostrado que a
expressado e a atividade da Pgp aumentam com o envelhecimento em linfocitos
periféricos humanos (AGGARWAL e col.,1997) e em esplendcitos murinos
(WITKOWSKI e col., 1993). Alguns autores observaram que a expressao da Pgp nas
células mononucleares de sangue periférico humano varia com a idade, no entanto,
apesar de ser menor durante a infancia do que na vida adulta, diminui nos individuos
idosos (PILARSKI e col., 1995, MACHADO e col., 2003).

Além disso, nds observamos que durante o envelhecimento ocorre um
aumento no percentual de células com atividade Pgp dentro da subpopulagcédo de
progenitores c-kit'Sca1l®, que é a que tem o maior percentual de células com
atividade desta proteina, e na subpopulacdo c-kit'Sca1”, que é a subpopulacdo com
capacidade de repopulacdo. Estes dados estdo de acordo com o trabalho de Kim e
seus colaboradores, onde se demonstrou que durante o envelhecimento ocorre um
aumento no percentual de HSC (Thy-1.1°"%Sca1*Lin") Rho™® (KIM e col., 1998).
Também existem evidéncias de que, com o envelhecimento, ocorre um aumento no

efluxo de Rho nas células da medula 6ssea CD34" humanas (CALADO, 2003).
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N6és nao observamos alteragdes significativas no percentual das
subpopulagdes de progenitores durante o envelhecimento. No entanto, o artigo que
estuda a “populagdo misteriosa” (RANDALL e WEISSMAN, 1998), relata que
camundongos muito jovens (1 a 3 semanas) possuem uma maior frequéncia da

.1low

populagao Lin"Thy-1 c-kit"Sca-1" e uma freqiiéncia muito baixa da populacéo c-

kit. Em torno de cinco semanas a frequéncia das populagdes é similar, em torno de
0,02%, e durante os meses seguintes, a populagdo Lin"Thy-1.1"""c-kit"Sca-1* diminui
e estabiliza em cerca de 0,01%, enquanto que a frequéncia da populagao c-kit’
aumenta progressivamente, atingindo 0,08% com vinte semanas, quando acaba o
estudo, mas com a tendéncia de continuar aumentando (RANDALL e WEISSMAN,
1998).

O aumento do percentual de células com atividade Pgp na subpopulagao c-
kit"'Sca-1" é observado apenas nos animais senis (9,3 + 3,1%), os adultos (2,5 *
1,4%) possuem este percentual bem proximo aos jovens (1,8 £ 1,3%). Estes
resultados estdo de acordo com a observacao de que a prevaléncia da expressao da
Pgp na leucemia mieldide aguda aumenta progressivamente com a idade (LEITH e
col.,, 1999), e ainda, que a taxa de cura da leucemia linféide aguda da infancia é
entre 60-80% e nos adultos entre 30-40% (STYCZYNSKI e WYSOCKI, 2002).

A expressdao da MRP1 nas células progenitoras €& controversa, Legrand
compara a expressdo da MRP1, nas células do sangue periférico, bago, timo e da
medula Ossea, e descreve que a MRP1 esta mais expressa nas células mais
maduras do que nas células imaturas, e que as células CD34" possuem baixos
niveis de RNA que codifica a MRP1 (LEGRAND e col., 1996). No entanto, Laupeze

observa uma maior atividade relacionada a MRP nas células CD34" do sangue

periférico do que nos linfocitos de sangue periférico humano, (LAUPEZE e col.,
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2001), porém o percentual de células no sangue periférico que expressam CD34 é
muito pequeno.

Nés encontramos que dentre as células com atividade MRP, apenas 14%
eram progenitores hematopoéticos, mas diferente da Pgp, todas as subpopulag¢des
de progenitores possuiam um grande percentual de células com atividade
relacionada a MRP, sendo que a subpopulacdo c-kit'Sca1”, apresentava atividade
para esta proteina em quase todas as células (82%). A atividade MRP estava
presente, principalmente, nas células c-kit" (82% das células c-kit'Scal e 54% das
células c-kit"Sca-1"), comparado com 38,8% das células c-kit'Sca1”.

Fomos os primeiros a demonstrar o aumento da expressao e do percentual de
células com atividade relacionada a MRP durante amadurecimento nas CMMO de
murinos. Observamos que os animais adultos e senis expressam cerca 1,5 vezes
mais a MRP1 do que os animais jovens, mas nao ha diferenga nesta expressao
entre os animais adultos e os senis. Apenas um estudo relata a expressao da MRP
em diferentes fases da vida, comparando a sua expressao no figado, rim, coragéo,
cérebro e pulmao de ratos da idade fetal até a vida adulta. Nao foram observadas
variagdes significativas na expressao desta proteina no coragao, cérebro e pulmao.
Entretanto, no rim e no figado foi observada uma redugdo na expressao nos
animais de oito meses em relagéo as outras idades (ROSATI e col., 2003).

Em nosso trabalho, encontramos um aumento significativo no percentual de
células com atividade MRP nas subpopulacdes c-kit'Scal” e c-kit'Scal” com o
envelhecimento. As células que ndo expressam nenhuma destas proteinas sao
células maduras, e de acordo com o modelo proposto de maturagcao das células
hematopoéticas (Figura 24) (KLARMANN e col.,, 2003), a subpopulagdo que

expressa apenas o c-kit € formada por células mais maduras. Desta forma, o
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percentual de células com atividade MRP aumenta durante o envelhecimento nas
células mais maduras.

Visto que essas proteinas sdo expressas de forma diferente nas
subpopulagdes de progenitores, qual seria a vantagem funcional que a presenca
dessas proteinas conferiria? A principal funcdo das células tronco hematopoéticas é
se diferenciar nas diversas linhagens sanguineas, de forma que estas células
possam colonizar e repopular.

Como dito anteriormente, a MRP transporta alguns mediadores lipidicos, entre
eles o leucotrieno C4 (LTC4) (LEIER e col., 1994). Foi descrito que o LTC4
potencializa a formagao de colénias mieldides induzida por GM-CSF (STENKE e
col., 1993), e ainda que os progenitores mieldides possuem as enzimas necessarias
para metabolizar os leucotrienos (TORNHAMRE e col., 2003). Como a MRP esta
distribuida entre todas as subpopulacbes de progenitores, € possivel que esta
proteina desempenhe um papel importante na mielopoese.

No envelhecimento, uma porcentagem das HSC pode apresentar uma
reconstituicdo defeituosa, originando apenas células mieldides (SUDO e col., 2000)
e, de acordo com esta observacdo, verificamos que ocorre um aumento no
percentual de células com atividade MRP, principalmente, na populacdo madura e
nos progenitores mieléides c-kit".

Seria interessante especular que diferentes populagdes de progenitores
pudessem sinergizar para produzir uma situacdo ideal de repopulagao
hematopoética. No entanto, a populacdo Sca-1" é a que apresenta em numeros
absoluto o maior numero de células com atividade Pgp e/ou MRP, no entanto, estas
células nao sao capazes de reconstituir por si s6 a medula éssea, sugerindo que a

presenca destes transportadores nao confere a estas células a capacidade de
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repopulacdo. Neste trabalho ndo foi possivel verificar se a atividade das duas
proteinas nas mesmas células, o que dificulta uma discussao sobre uma possivel
acgao sinergistica em populagdes diferentes.

A outra fungdo fundamental das ceélulas tronco é sua capacidade de
diferenciagao, poderiamos entdo especular que a presenga das proteinas Pgp e
MRP nas subpopulagdes de progenitores estejam envolvidas ndo no processo de
colonizacdo, mas sim no processo de diferenciacdo. Ha evidéncias que ambas
proteinas estariam envolvidas neste processo em outro sistema, o de diferenciacao
timica.

Como dito anteriormente, a Pgp é capaz de transportar glicocorticoides
(GRUOL e BOURGEOIS, 1994), e estes hormoénios participam do processo de
selecao timica, sendo que a subpopulacdo mais sensivel a estes hormbnios sdo os
timécitos duplo-positivos (COHEN, 1992), justamente a subpopulagdo que néao
possui atividade Pgp (MACDONALD e col., 1995). Enquanto que, as subpopulacdes
simples positivas CD4" ou CD8", células mais maduras, apresentam atividade Pgp e
sdo resistentes aos glicocorticéides. Por outro lado, a MRP1 esta presente em todas
as subpopulagdes dos timdcitos (LEITE e col., 2006), e utilizando uma linhagem
celular de timoma murino, EL-4 (CD4CD8"), ndés observamos que estas células
expressam a MRP1, e ao inibir esta proteina, as células passaram a expressar as
moléculas CD4 e CD8, sugerindo que a MRP tenha um papel na maturagcéo de
timocitos (ECHEVARRIA-LIMA, e col., 2005).

Em resumo, células da medula éssea expressam transportadores ABC. Estas
moléculas estao presentes em proporcdes diferentes nas varias subpopulagdes de

células progenitoras e a expressao e a atividade destes transportadores varia com a
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idade do animal. E possivel que as mesmas desempenhem um papel na

diferenciag¢ao das células tronco.
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6. CONCLUSAO
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Baseado nos nossos experimentos chegamos as seguintes conclusoes:

e Cerca de 5% das células mononucleares da medula Gssea apresentam
atividade relacionada a Pgp, e destas, 35% sao progenitores hematopoéticos
da medula 6ssea. Dentre os progenitores, a subpopulagédo c-kit'Sca-1" é a
que apresenta maior atividade relacionada a Pgp.

e Cerca de 50% das células mononucleares da medula éssea expressam e
apresentam atividade relacionada a MRP, e destas, 14% sao progenitores
hematopoeticos da medula o6ssea. Dentre os progenitores, todas as
subpopulagdes apresentam atividade relacionada a MRP.

e As células mononucleares da medula Ossea apresentam atividade
relacionada a Pgp aumentada com o envelhecimento, e dentre os
progenitores, as subpopulagbes c-kitSca-1" e c-kit'Sca-1" sdo as que
apresentam este aumento.

e A expressdo e a atividade da MRP aumentam com o envelhecimento nas
células mononucleares da medula 6ssea, e as subpopulacdes c-kit'Sca-1" e
c-kit'Sca-1" sdo as que apresentam esse aumento.

e E possivel que as proteinas Pgp e MRP desempenhem um papel importante
no processo de diferenciacdo das células tronco hematopoéticas da medula

ossea.
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