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Resumo 

 

A resistência a múltiplas drogas (MDR) clássica, é normalmente o resultado da super 
expressão de proteínas transportadoras membros da família ABC (ATP binding 
cassette), e entre estas a mais estudada é a proteína ABCB1, ou glicoproteína P. 
Esta proteína funciona como uma bomba de efluxo dependente de ATP. Devido a 
sua ação direta na função dessa proteína, o efeito do ATP no fenótipo MDR vem 
sendo estudado. O ATP extracelular (ATPo) pode ser citotóxico para alguns tipos 
celulares, inclusive em células tumorais. Além disso, tem sido demonstrada uma 
correlação positiva entre a atividade das ecto-enzimas e a expressão da ABCB1. O 
objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do ATP e da adenosina extracelulares 
nas linhagens celulares MDR Lucena e FEPS e na parental K562 (eritroleucemia 
humana). Na primeira etapa do trabalho nota-se que as linhagens utilizadas 
possuem diferentes níveis do perfil de resistência. Através da técnica de citometria 
de fluxo foi confirmada a expressão e a atividade de proteínas relacionadas à 
resistência a múltiplas drogas apenas nas linhagens Lucena e FEPS e não na 
linhagem parental K562. Na segunda etapa foi medida a atividade das ecto-ATPase 
e da ecto-5`nucleotidase e essas puderam ser demonstradas em todas as linhagens, 
porém o aumento da atividade dessas enzimas está diretamente relacionado a maior 
expressão da ABCB1 nas linhagens leucêmicas. Para verificar se a maior expressão 
da ABCB1 poderia interferir na sensibilidade ao ATP e adenosina, a viabilidade das 
células na presença desses agentes foi medida por ensaio de MTT. As três 
linhagens mostraram-se sensíveis, porém nas maiores concentrações, a FEPS 
demonstrou uma pequena resistência. Através de um ensaio com Anexina V foi 
demonstrado que a citotoxicidade observada na presença de adenosina ocorre pela 
indução de apoptose. Foi observado, também, que o ATPo e a adenosina são 
capazes de regular negativa e positivamente a atividade da ABCB1, 
respectivamente. Esses resultados sugerem que o ATP e a adenosina são 
citotóxicos, também em células resistentes e podem modular essa resistência. Além 
disso, confirmam a correlação entre a superexpressão da ABCB1 e o aumento da 
atividade das ecto-enzimas. 

Palavras-chaves: 1. Glicoproteína-P. 2. Resistência a Múltiplas Drogas. 3. Leucemia. 
4. ATP Extracelular. 5. Ecto-enzimas. 6. Adenosina. 
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Abstract 

 

Classical multidrug resistance (MDR) results from the overexpression of proteins 
belonging to the superfamily of ABC (ATP binding cassette) transport proteins. 
Among the members of this family, ABCB1 or P glycoprotein is probably the best 
known transporter linked to the MDR phenomenon.  This protein functions as a drug 
efflux pump and is dependent on energy derived from ATP hydrolysis. As a result of 
its direct action on the function of this protein, the effect of ATP on the MDR 
phenotype is under study. Extracellular ATP (ATPo) is cytotoxic for certain cell types 
including tumor cells. Furthermore, a positive correlation between the activity of ecto-
enzymes and the expression of ABCB1 has been described. The aim of the present 
work was to determine the effect of extracellular ATP and adenosine on MDR cell 
lines (Lucena and FEPS) and on the parental cell line K562, a human 
erythroleukemia. The first approach, using functional assays, established that the cell 
lines under study presented different levels of resistance. Utilizing flow cytometry it 
was possible to confirm that only the cell lines Lucena and FEPS, but not K562, 
expressed proteins related to multidrug resistance. Next, ecto-ATPase and ecto-5’ 
nucleotidase activities were detected in all cell lines, but the level of activity was 
directly related to a higher expression of ABCB1 on the leukemic cell lines. In an 
attempt to establish if an increased ABCB1 expression could interfere with the 
sensitivity of these cells to ATP and adenosine, cell viability after treatment with 
these agents was measured using the MTT assay. The three cell lines were sensitive 
to these agents; however, FEPS was slightly more resistant when higher 
concentrations were used. When the Annexin A assay was used to investigate 
apoptosis induction it was possible to observe that adenosine cytotoxicity involved 
the apoptotic mechanism.  Moreover, ATPo and adenosine were capable of 
modulating ABCB1 activity, in a negative and in a positive way, respectively. Taken 
together, these results suggest that ATP and adenosine are cytotoxic towards 
resistant cell lines and are capable of modulating this resistance. In addition the 
present results confirm the correlation between the overexpression of ABCB1 and 
increased ecto-enzymes activities.  

Keywords: 1. P glycoprotein. 2. Multidrug Resistance. 3. Leukemia. 4. Extracellular 
ATP. 5. Ecto-enzymes. 6. Adenosine. 
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1.1 Câncer  

 Câncer é o nome dado ao conjunto de doenças caracterizadas por alterações 

no ciclo celular, que levam a inibição da morte celular, ou a proliferação 

desordenada. O câncer pode ser causado por uma série de mutações, que podem 

ocorrer em genes específicos, como proto-oncogenes, que são inativos em células 

normais, e quando ativados transformam-se em oncogenes e levam a malignização 

das células normais. Podem ocorrer também mutações em genes supressores de 

tumor, que atuam no controle da proliferação celular, e que quando inativados estão 

relacionados à tumorigênese (ALBERTS e col., 2002). 

 Os tumores podem ser benignos, quando este é uma massa de células 

localizada e não tem a capacidade de invadir outros tecidos, ou malignos, que 

também podem ser chamados de câncer, quando possuem a capacidade de se 

multiplicar mais rapidamente que o tecido à sua volta e de invadi-lo, formando 

metástases. Outros fatores também caracterizam as neoplasias, como a 

imortalização celular, devido à ativação da enzima telomerase; presença de 

alterações cromossomiais; perda de moléculas de adesão, que permite o 

reconhecimento célula-célula, a inibição por contato do movimento e crescimento 

celular; perda da capacidade de diferenciação ou especialização. Além disso, esses 

fatores são capazes de formar novos vasos sanguíneos, necessários para o 

crescimento do tumor e metástase (angiogênese) (ALBERTS e col., 2002).   

 Os cânceres são classificados de acordo com o tecido e o tipo celular de 

origem. Os tumores originados de células epiteliais são chamados de carcinoma, os 

originados do tecido conjuntivo ou de células musculares são denominados de 
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sarcomas. Aqueles que não pertencem a essas categorias incluem os cânceres 

derivados de tecido linfo-hematopoético, como os linfomas e as leucemias e os 

derivados de células do sistema nervoso (ALBERTS e col., 2002). 

1.2 As leucemias  

 As leucemias são um grupo de doenças complexas e diferentes entre si que 

afetam a produção de células hematopoéticas na medula óssea. As principais 

formas de leucemia são classificadas em quatro categorias, as leucemias mielóide e 

linfóide, que se apresentam de forma aguda ou crônica.  

 A leucemia linfóide aguda (LLA) caracteriza-se pelo acúmulo de linfoblastos 

em diversos órgãos e tecidos, notadamente na medula óssea e no sangue periférico. 

É a neoplasia mais comum na infância, porém responsável por 20% das leucemias 

agudas em adultos (JENNINGS e FOON, 1997). 

 A leucemia linfóide crônica (LLC) é uma doença linfoproliferativa que se 

caracteriza pelo acúmulo de linfócitos de aspecto maduro, porém funcionalmente 

incompetentes, no sangue periférico e em outros órgãos como baço, linfonodos e 

medula óssea, o que contribui para efeitos secundários como anemia e 

trombocitopenia. Mais comum em adultos com mais de 55 anos e acomete 2 a 3 

vezes mais homens do que mulheres, diminuindo essa taxa com o aumento da 

idade (KEATING, 1996). 

 A leucemia mielóide aguda (LMA) é uma doença do tecido hematopoético que 

se caracteriza pela proliferação progressiva de células progenitoras da linhagem 

mielóide, refletindo em alterações no sangue periférico tais como leucocitoses e 

anemias. Anormalidades no crescimento e maturação levam as células desse tipo 
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de leucemia a apresentar um nível de diferenciação baixo, o que as impede de se 

tornar funcionalmente competentes (GROVES e col., 1996). 

 A leucemia mielóide crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa que exibe 

anormalidades hematológicas resultantes da transformação de uma única célula-

tronco multipotente. É caracterizada pela produção de granulócitos e precursores de 

morfologia normal, porém com função alterada (KURZOCK e col., 2003). Esta 

leucemia é caracterizada pela presença do gene BCR-ABL, resultante da 

translocação entre os cromossomos 9 e 22 (cromossomo Philadelphia). A proteína 

quimérica bcr-abl possui atividade constitutiva da tirosina cinase, capaz de ativar 

diversas vias de ativação, levando as células hematopoéticas ao aumento de 

proliferação, redução da apoptose e distúrbios na interação com a matriz 

extracelular e o estroma. Portanto, a expressão do gene BCR-ABL em células 

hematopoéticas é responsável por liderar a manifestação clínica da LMC 

(DEININGER e col., 2000).  

1.3 A Quimioterapia e o Câncer  

 A era da quimioterapia no tratamento do câncer começou em 1940 (PAPAC, 

2001), com a descoberta da “mostarda nitrogenada”, um agente alquilante, que 

proporcionava um tratamento efetivo. Em 1942, Goodman and Gilman utilizaram 

este agente em um paciente para o tratamento de linfoma não-Hodgkin, eles se 

basearam em autopsias feitas em soldados mortos na Primeira Guerra Mundial pela 

exposição de gás de mostarda. Estas vítimas apresentavam hipoplasia linfóide, 

sugerindo que esse agente poderia causar regressão em tumores linfáticos.  

Infelizmente, apesar de eficaz no início, logo os tumores se tornavam resistentes à 

“mostarda nitrogenada” (GILMAN, 1963). 
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 O segundo tipo de terapia utilizado contra o câncer foi baseada no estudo do 

ácido fólico, uma vitamina que, quando administrada em crianças com câncer, 

aparentemente, estimulava a proliferação de células de leucemia linfoblástica aguda 

(ALL).  Farber e colaboradores sintetizaram um anti-folato: o metotrexato que é um 

potente inibidor da dihidrofolato redutase (DHFR), uma enzima crítica para a 

manutenção dos níveis intracelulares de tetrahidrofolato (forma reduzida), e 

administraram em crianças com ALL, e esta foi o primeiro fármaco a induzir a 

remissão da doença (FARBER e col., 1948). Além disso, foi utilizada, anos mais 

tarde, para a terapia de coriocarcinoma, sendo a primeira droga eficiente no 

tratamento de tumores sólidos em humanos (LI e col., 1958). E quando utilizado 

após uma remoção cirúrgica de osteosarcoma, estabeleceu o princípio da terapia 

adjuvante (JAFFE e col., 1981).  

 O metotrexato foi muito utilizado e estudado, principalmente o seu mecanismo 

de ação por várias etapas (OSBORN e col., 1958). Verificou-se posteriormente que 

defeitos celulares nestas etapas levavam as células à resistência ao fármaco, 

diminuindo então sua eficácia (PINEDO e col., 1996). 

 Outras drogas anti-leucêmicas foram descobertas no inicio dos anos 50, a 

partir dos estudos de análogos da purina, como o 6-mercaptopurina (6-MP) 

(SKIPPER e col., 1954). Posteriormente, no grupo de produtos naturais, foram 

descobertos os alcalóides da vinca, capazes de bloquear a proliferação das células 

tumorais (JOHNSON e col., 1963). O efeito anti-tumoral destes compostos deve-se à 

capacidade de inibir a polimerização dos microtúbulos e, consequentemente, a 

divisão celular (BENSCH e MALAWISTA, 1968).  
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 Em 1965, Frei e colaboradores mostraram que a combinação de metotrexato, 

vincristina (alcalóide da vinca), 6-MP e prednisona (corticóide), era capaz de induzir 

a remissão a longo prazo em crianças com LLA (FREI e col., 1965), sugerindo que a 

combinação de fármacos, com diferentes mecanismos de ação, seria mais eficiente 

na prevenção da resistência a drogas em células tumorais. 

 Outras moléculas efetivas na luta contra o câncer chegaram ao mercado 

durante o período entre 1970 e 1990, incluindo as antraciclinas, que atuam inibindo 

a topoisomerase II, uma enzima crucial na replicação, transcrição e reparo do DNA 

(MINOCHA e LONG, 1984). 

 Durante as descobertas e aprimoramento dos agentes citotóxicos, houve a 

melhor compreensão molecular e genética dos sinais reguladores das atividades 

celulares, como proliferação e sobrevivência, que se apresentam alterados em 

células tumorais.  Houve, então, uma nova perspectiva de tratamento, baseada no 

reparo de defeitos moleculares em células tumorais, dando início à “terapia 

direcionada”, com as chamadas “drogas inteligentes”, que visam diminuir os efeitos 

tóxicos do tratamento convencional (CALABRESI e col., 1995). Os novos alvos 

incluem fatores de crescimento, moléculas de sinalização, proteínas do ciclo celular, 

moduladores da apoptose e moléculas promotoras da angiogênese (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000).  

   Um marco na terapia direcionada foi o desenvolvimento do mesilato de 

imatinibe, que inibe a atividade da BCR-ABL cinase, envolvida na leucemia mielóide 

crônica. Druker e colaboradores mostraram que este fármaco quando usado em 

pacientes em fase crônica, induz 90% de remissão total e a perda de clones 

malignos. Porém em fase aguda, induz uma breve remissão e o tratamento é 
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relacionado com resistência a droga por mutações no domínio catalítico da ABL 

(DRUKER e col., 2001 e SHAH e col., 2002). Em alguns pacientes em fase crônica 

da CML, células resistentes estão presentes antes da exposição ao fármaco, 

sugerindo que células tumorais, através de uma mutabilidade intrínseca, possuem 

subclones resistentes a drogas, mesmo antes do tratamento (ROCHE-LESTIENNE e 

col., 2002).   

 Devido à pressão seletiva das terapias tóxicas, da diversidade genética 

existente na maioria dos tumores humanos, há uma grande probabilidade de haver 

células resistentes. Existem vários mecanismos de resistência, envolvendo mutação 

e amplificação de enzimas alvo, super expressão de transportadores de drogas, ou a 

mutação de etapas da morte celular. Em alguns casos, drogas inteligentes e 

quimioterapias convencionais podem ser afetadas por um mecanismo de resistência, 

envolvendo efluxo de drogas, caracterizado pela presença de transportadores de 

Resistência a Múltiplas Drogas, (MDR, do inglês Multiple Drug Resistance) 

(RONINSON e col., 1986).   

 A transição dos fármacos citotóxicos para a terapia direcionada representa 

um grande avanço, porém os princípios básicos do tratamento contra o câncer e a 

resistência a ele, permaneceram semelhantes entre 1950 e 1980, a grande maioria 

dos agentes anti-neoplásicos vão atuar em uma via essencial de sobrevivência 

celular (Figura 1). Nas décadas seguintes, o maior desafio foi e ainda é a 

administração das duas terapias combinadas, com maior eficiência, utilizando a 

genômica e a biologia molecular para identificar o melhor tipo de tratamento em 

cada indivíduo. Além disso, o uso paralelo da exploração da mutabilidade genética 

de células tumorais e a reversão da resistência (REED, 1999).       
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Figura 1. Alvo de ação dos principais fármacos util izados no tratamento do câncer (Adaptado 
de CALABRESI e CHABNER, 1995). 

1.4 Resistência a Múltiplas Drogas  

 Existem duas classes gerais de resistência a drogas contra o câncer: a 

causada pelo prejuízo da chegada do fármaco nas células tumorais e a baseada em 

mutações genéticas e epigenéticas pela própria célula, que afetam a sua 

sensibilidade.  A primeira pode resultar da baixa absorção da droga, o aumento do 

metabolismo da droga ou o aumento da sua excreção, resultando em baixos níveis 

da droga no sangue e a diminuição da difusão do fármaco do sangue para o tumor 

(PLUEN e col., 2001 e JAIN, 2001).  

 Os mecanismos de resistência vêm sendo amplamente estudados, uma vez 

que os modelos experimentais podem ser gerados, facilmente, in vitro por seleção 

com agentes citotóxicos. Células tumorais tornam-se resistentes a um fármaco, ou a 
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uma classe de fármacos com mecanismo de ação semelhante, por alterações no 

alvo celular da droga, ou pelo aumento do reparo de danos induzidos pela droga, 

geralmente no DNA. Após essa seleção, as células, inicialmente susceptíveis a 

quimioterápicos, podem apresentar resistência cruzada com outros fármacos sem 

estrutura molecular relacionada, nem mecanismo de ação comum, portanto mesmo 

tratamentos que utilizam vários agentes quimioterápicos não são eficazes na cura da 

doença, esse fenômeno é chamado de Resistência a Múltiplas Drogas (MDR) 

(GOTTESMAN e PASTAN, 1993). 

 Um princípio importante da resistência a múltiplas drogas é que as células 

tumorais são geneticamente heterogêneas. Apesar do processo de proliferação 

descontrolada favorecer a expansão clonal, as células tumorais, quando expostas a 

quimioterapia são selecionadas por sua habilidade de sobrevivência e crescimento 

na presença de drogas citotóxicas. Portanto, devido a sua diversidade genética, em 

uma população de células tumorais pode haver mais de um mecanismo de 

resistência a múltiplas drogas, sendo, portanto, um fenômeno multifatorial 

(GOTTESMAN e col., 2002). 

 Vários mecanismos podem tornar as células resistentes a diversos 

quimioterápicos simultaneamente. Há a resistência causada por danos nas etapas 

de apoptose, como mutações no gene que codifica a proteína p53 (LOWE e col., 

1993); alteração nos níveis de ceramida; ou mudanças no ciclo celular, prevenindo a 

indução da apoptose (LIU e col., 2001). A resistência também pode surgir pela 

diminuição da captação do fármaco (SHEN e col., 2000) ou como resultado da 

ativação de sistemas de regulação, como o reparo de DNA (SYNOLD e col., 2001). 
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 A resistência a drogas hidrofóbicas derivadas de produtos naturais, 

considerada a resistência a múltiplas drogas clássica, é normalmente o resultado da 

super expressão de proteínas transportadoras membros da família ABC (ATP 

binding cassette) de proteínas. Estas proteínas funcionam como uma bomba de 

efluxo dependente de ATP, evitando o aumento da concentração de droga no meio 

intracelular, diminuindo assim a sua toxicidade (BROXTERMAN e col., 1988).  

1.5 Transportadores ABC  

 Os transportadores ABC pertencem a uma das maiores famílias de proteínas 

e possuem um papel biológico importante como transportadores de membrana e 

moduladores de canais iônicos. Sua unidade funcional possui, geralmente, dois 

domínios transmembranares e dois domínios ligantes de ATP (HIGGINS, 1992) 

(Figura 2). No genoma humano existem 48 genes que codificam essas proteínas, 

que são divididas em subfamílias nomeadas de A-G, baseado na estrutura 

molecular. (DEAN e ALLIKMETS e col., 2001).  

Figura 2: Esquema das proteínas ABC.  Observam-se dois domínios transmembranares e seus dois 
sítios de ligação do ATP (Adaptado de LIN e col., 2006). 

  

 Apesar de vários membros dessa super família estarem envolvidos no 

transporte de substâncias específicas, há evidências que essas proteínas possuem 
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um papel fisiológico, provavelmente envolvido com a detoxificação e proteção do 

organismo contra xenobióticos. Esta função é atribuída pela alta expressão dos 

transportadores ABC em importantes barreiras farmacológicas, como células do 

intestino, hepatócitos, rins, barreira hematoencefálica e placenta (SZAKACS e col., 

2006).  

 A seleção de células tumorais em cultura com drogas anti-tumorais derivadas 

de produtos naturais, como daunorrubicina e vincristina, freqüentemente resultam na 

resistência a múltiplas drogas pela super expressão das proteínas da família de ABC 

transportadores, e entre estas a mais estudada é a proteína ABCB1, ou 

glicoproteína P (UEDA e col., 1987).  

1.6 A Glicoproteína P (ABCB1)  

A ABCB1, anteriormente conhecida por Pgp, é uma proteína de membrana, 

codificada em humanos pelos genes de resistência a múltiplas drogas 1 e 2 (mdr-1 e 

mdr-2) (RONINSON, 1992), possui peso molecular de 170kD (ROTHENBERG e 

LING, 1989). Ela contém 12 domínios transmembranares com 6 alças extracelulares, 

que contêm seqüências de glicosilação e 2 domínios citoplasmáticos ligantes a ATP 

(HIGGINS, 1992) (Figura 3). A ABCB1 funciona como uma bomba de efluxo 

dependente de energia e seu substrato endógeno deve ser catiônico, hidrofóbico, 

com dois anéis planares no mínimo e peso molecular de 400-1500 (AZZARIA e col., 

1989). 
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Figura 3. Estrutura da ABCB1.  A. Estrutura bidimensional da ABCB1 (Pgp) descrita por Gottesman 
e Pastan, em 1993 (Adaptado de GOTTESMAN e PASTAN, 1993). 

Nesse transportador, o substrato se liga às regiões transmenbranares, 

estimulando a atividade ATPásica da ABCB1, que causa uma alteração 

conformacional, liberando o substrato para fora da membrana, ou para o espaço 

extracelular (RAMACHANDRA e col., 1998). 

A ABCB1 possui um papel importante no transporte de íons (HYDE e col., 

1990), hormônios (UEDA e col., 1992), glicosídeos cardíacos (DE LANNOY e 

SILVERMAN, 1992), compostos lipofílicos incluindo agentes anti-tumorais (NIELSEN 

e SKOVSGAARD, 1992) e corantes fluorescentes (KESSEL e col., 1991). 

Esta proteína localiza-se, predominantemente, na membrana plasmática e, 

em menor quantidade, em organelas intracelulares (WILLINGHAM e col., 1987), 

sendo sugerido ainda que ela possa estar localizada também na membrana nuclear 

(CALCABRINI e col., 2000) e mais recentemente, foi descrito na mitocôndria 

(MUNTEANU e col., 2006). 

Inicialmente a ABCB1 foi descrita em células tumorais caracterizando o 

fenótipo MDR, onde é responsável pela extrusão de quimioterápicos (JULIANO e 
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LING, 1976). No entanto, ela também é encontrada em células normais, como em 

células adrenocorticais (SUGAWARA e col., 1988), túbulo proximal renal, 

hepatócitos biliares, células da mucosa do intestino grosso e delgado, dutos 

pancreáticos (THIEBAUT e col., 1987), nas células endoteliais formadoras da 

barreira hematoencefálica (CORDON e col., 1989), na barreira materno-fetal da 

placenta (LANKAS e col., 1998), e em células do sistema imune (GUPTA e 

GOLLAPUDI, 1993). A sua presença em epitélios secretores sugere um papel 

fisiológico de proteção contra substâncias tóxicas e xenobióticos, apesar dessa 

função não estar ainda muito bem definida. 

Existem moduladores da atividade da ABCB1, que são capazes de restaurar 

o acúmulo de quimioterápicos dentro das células MDR, seja por inibição competitiva 

ou mudança conformacional, como, por exemplo, o verapamil, um bloqueador de 

canais de cálcio (TSURUO e col., 1981); a ciclosporina-A (CSA), capaz de ligar-se a 

calmodulina (TWENTYMAN e col., 1987).  

Substratos fluorescentes da ABCB1 são amplamente utilizados no estudo da 

atividade desta proteína, tanto in vitro com in vivo (MARQUES SANTOS e col., 

1999). A rodamina 123 (Rho) é um fluocromo catioiônico, que entra passivamente na 

célula e se liga à mitocôndria, caracteriza-se por ser um conhecido substrato para a 

ABCB1 (NEYFAKH, 1988). Esta substância tem sido amplamente utilizada para 

verificar a atividade da ABCB1 e permite estudos acerca da atividade desta proteína 

por citometria de fluxo. 

1.6.1 A ABCB1 e a Leucemia  

 O fenótipo MDR é estudado em vários tipos de tumores, porém clinicamente 

há ainda pouca informação sobre sua relação com a expressão da ABCB1 (BECK e 
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col., 1996). A associação mais uniforme entre a expressão da ABCB1 e a resistência 

vem sendo relatada na Leucemia Mielóide Aguda (LEITH e col., 1999). Essa 

expressão está relacionada com a redução da taxa de remissão e maior incidência 

da doença refratária (VAN DER KOLK e col., 2000). 

 Estudos recentes mostram que a expressão da ABCB1 está relacionada a um 

prognóstico ruim da doença. Além disso, resultados clínicos, associados, 

paralelamente a resultados in vitro em células leucêmicas, mostram que a expressão 

da ABCB1 reduz a concentração intracelular de daunorrubicina (antraciclina), e que 

a administração de inibidores da proteína aumenta o acúmulo da droga 

(BROXTERMAN e col., 1999 e TIDEFELT e col., 2000). 

 Três décadas de estudos sobre a resistência a múltiplas drogas identificaram 

várias maneiras de células tumorais driblarem a quimioterapia, e aparentemente 

esta resistência é contra todos os quimioterápicos efetivos existentes, inclusive os 

novos agentes anti-tumorais. Portanto a melhor compreensão desse fenótipo e a 

busca de novos tratamentos se tornam cada vez mais necessários para a solução 

da luta contra o câncer.  

1.7 ATP 

 O ATP (adenosina 5´-trifosfato) desempenha um papel crucial no 

metabolismo energético intracelular. Além dessa função intracelular, o ATP também 

se encontra no compartimento extracelular. O ATP extracelular (ATPo)  atua 

regulando vários processos biológicos, como a função cardíaca, neurotransmissão, 

vasodilatação, metabolismo hepático e inflamação (BURNSTOCK e KNIGHT, 2004). 
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 As cascatas de sinalização desencadeadas pelo ATPo podem levar a 

apoptose, através de uma alteração da permeabilidade de membrana, através da 

indução de aberturas de poros (CHOW e col., 1997, DI VIRGILIO e col., 2001 e 

BURNSTOCK, 2004). Contraditoriamente, o ATPo é capaz de atuar como um 

mitógeno, induzindo a proliferação diversos tipos celulares (IKEHARA e col., 1981, 

HEPPEL e col., 1990, HOU e col., 2000, FRANKE e col., 2002 e SANCHES e col., 

2002)  

 Enquanto a concentração intracelular de ATP varia em torno de 3-10mM, 

fisiologicamente, a concentração extracelular, no plasma, varia de 400-700nM 

(RYAN e col., 1996). Vários estudos mostram que o aumento da concentração 

extracelular de ATP pode ser citotóxico, inclusive em células tumorais (WHITE e 

BURNSTOCK, 2006).  

 Rapaport mostrou que, em células tumorais, o ATPo causa um acúmulo de 

ATP intracelular, provocando uma parada na fase S do ciclo celular, seguida de 

morte (RAPAPORT, 1983). Além disso, foi observado em células de câncer de 

mama, que a apoptose induzida pelo ATPo, está relacionada com o aumento dos 

níveis de cálcio intracelular (VANDEWALLE e col., 1994). 

 A concentração de ATPo pode aumentar, significativamente, devido a vários 

motivos, como inflamação, hipóxia e isquemia (LAZAROWSKI e col., 2003). Devido 

a sua citotoxicidade, a quantidade de ATPo deve ser controlada. Este controle é 

feito, em partes, pelas ecto-enzimas (ZIMMERMANN, 1996).   
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1.9 Ecto-enzimas  

 As ecto-enzimas, são assim chamadas por possuírem o sitio catalítico voltado 

para a face extracelular da membrana plasmática. Essas enzimas estão localizadas, 

principalmente, na membrana, porém existem isoformas clivadas e solúveis no meio 

intersticial.  Sua atividade catalítica é dependente da presença de cátions divalentes, 

como o cálcio e o magnésio e do pH alcalino (ZIMMERMANN, 2000). Essas enzimas 

atuam não só de forma catalítica, mas também, participando da adesão celular ou 

como receptores transmembranares (WESTFALL e col., 1997 e MEYER-

FERNANDES, 2002). Recentemente, alguns autores demonstraram essas enzimas 

parecem estar envolvidas nas etapas de migração, invasão e adesão de células 

tumorais, participando dos processos de angiogênese e metástase (JACKSON e 

col., 2007, ZHOU e col., 2007 e WANG e col., 2008). 

 As ecto-enzimas estão divididas em 4 famílias e são classificadas segundo a 

sua especificidade pelo substrato e pela sua distribuição tecidual: (1) 

ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPase), (2) ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), (3) fosfatase alcalina e (4) ecto-5´-

nucleotidase (CD73) (BOURS e col., 2006). Em nosso trabalho, vamos nos 

aprofundar nas famílias das ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolases e ecto-5´-

nucleotidases.  

 As ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolases são também chamadas de E-

NTPDase, ecto-apyrase, ecto-ATPase ou CD39. Essas enzimas são capazes de 

hidrolisar nucleosídeos 5—trifosfatados e difosfatados (MEYER-FERNANDES e col., 

1997). Esta família possui 7 membros (E-NTPDase 1-6 e -8), sendo que as E-

NTPDases -1,-2,-3 e -8 estão envolvidas preferencialmente na quebra do ATP e 
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ADP (adenosina 5´-difosfato) em AMP (adenosina 5´-monofosfato)  (BOURS e col., 

2006) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estruturas das enzimas membros da família  E-NTPDase. (Adaptado de ZIMMERMANN, 
2000). 

 A ecto-5´-nucleotidase (CD73) é a enzima responsável pela etapa final da 

degradação de nucleotídeos extracelulares, ela é capaz de catalisar a hidrólise de 

AMP em adenosina, sendo assim a principal formadora de adenosina extracelular 

(ADO) (ZIMMERMANN, 2000) (Figura 5). 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estrutura bidimensional da ecto-5´nucleot idase.  (Adaptado de ZIMMERMANN, 2000). 

1.8 Adenosina   

 Assim como o ATPo, a ADO possui um importante papel nos processos 

biológicos, porém, frequentemente, os efeitos da adenosina são opostos ao do ATP . 

No sistema imune, por exemplo, o ATP atua como um agente pró-inflamatório, 
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enquanto a adenosina possui um efeito anti-inflamatório  (YEGUTKIN e col., 2002 e 

LUKASHEV e col., 2005). 

 A concentração de adenosina, no meio extracelular, é, fisiologicamente, dez 

vezes menor que a do ATPo, e varia em torno de 40-80nM, (YONEYAMA e col., 

2004) e, assim como ele, quando se encontra em concentrações elevadas, pode ser 

citotóxico.  

 Os níveis de ADO podem ser regulados, não só pelas ecto-enzimas, mas 

também, pela adenosina cinase e pela adenosina deaminase (ADA). A primeira é 

uma enzima intracelular capaz de catalisar a fosforilação de ADO em AMP 

(MCGARAUGHTY e col., 2001). A ADA é uma enzima citosólica, mas pode aparecer 

no exterior da membrana plasmática (ecto-ADA), ela catalisa a deaminação da ADO 

em inosina, contribuindo assim para a remoção da adenosina do meio extracelular 

(CRISTALLI e col., 2001). 

 Em microambientes tumorais, o nível de ADO está aumentado e alguns 

autores sugerem que este aumento funcione como uma barreira contra o sistema 

imune (BLAY e col., 1997). Nessas concentrações a ADO é capaz de evitar a 

ativação e a proliferação de células CD8 citotóxicas (BUTLER e col., 2003). 

 As cascatas de sinalização desencadeadas, tanto pelo ATPo , quanto pela 

ADO, ocorrem pela capacidade que ambos tem de se ligar a receptores purinérgicos 

(SAWYNOK, 2007) (Figura 6). 
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Figura 6: Receptores de nucleotídeos e as proteínas  de membrana.  As enzimas CD39 (Ecto-
apirase) e CD73 (Ecto-5`nucleotidase) hidrolisam o ATP em seus subprodutos, e ambos são capazes 
de se ligar nos receptores purinégicos (Adaptado de DI VIRGILIO e col.,  2001). 

1.11 Receptores purinérgicos  

 Existem 2 famílias de receptores purinérgicos, chamadas receptores P1 e 

receptores P2 (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998). 

 Os receptores P1 pertencem a superfamília dos receptores de sete domínios 

transmembranares, se ligam a adenosina e são subdivididos em receptores A1, A2A, 

A2B, e A3 (FREDHOLM e col., 2001). 

 É importante observar que a inosina, produto da quebra da ADO, pode atuar 

como um agonista dos receptores A1, A2A e A3, mesmo em concentrações 

micromolares (HASKO e col., 2004). 

 Os receptores P2 são divididos em 2 subfamílias: P2X e P2Y (ABBRACHIO E 

BURNSTOCK, 1994) (Figura 7). 
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Figura 7: Estrutura bidimensional dos receptores P2 Y e P2X. (I) Os receptores P2Y possuem sete 
domínios transmembranares que formam uma cadeia polipeptídica, com as porções N- e C- terminal 
do lado externo e interno da membrana citoplasmática, respectivamente. (II) Os receptores P2X por 
subunidades ancoradas na membrana plasmática e as porções N- e C- terminal voltadas para o lado 
citoplasmático. (III) Os receptores P2X7 se diferenciam dos demais por possuírem a porção 
carboxiterminal mais extensa. (Adaptado de DI VIRGILIO e col., 2001).  

 Os receptores P2X são divididos em 7 subtipos (P2X1-7). Esses receptores 

atuam como um formador de canal iônico não seletivo a cátions monovalentes e se 

ligam preferencialmente ao ATP (NORTH, 2002). A transdução de sinal ocorre pelo 

rápido influxo de Na+ e Ca++ e efluxo de K+, desencadeando a despolarização da 

membrana plasmática e o aumento da concentração de Ca++ no citosol. Essa 

drástica mudança na homeostase iônica intracelular, causada pela abertura dos 

receptores P2X, ativa uma série de mensageiros e enzimas intracelulares (DI 

VIRGILIO e col., 2001). 

 Os receptores P2Y são divididos em 8 subtipos (P2Y1,2,4,6,11-14) (BOEYNAEMS 

e col., 2003) e como a maioria dos receptores de sete domínios transmembranares, 

atuam acoplados a proteína G. O sinal de transdução ocorre pela ativação da 

fosfolipase C e/ou a estimulação/inibição da adenilato ciclase (BARNARD e col., 

1994). 

 Os receptores P2Y são divididos segunda a afinidade com o seu ligante. Os 

receptores P2Y1 e o P2Y11 são receptores purinérgicos específicos, os receptores 
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P2Y4 e o P2Y6 são receptores pirimidinérgicos específicos, enquanto o receptor P2Y2 

possui afinidade equipotente com os dois ligantes (BOURS e col., 2006 e 

BOEYNAEMS e col., 2003). 

1.12 O ATP, o câncer e a ABCB1   

 Por possuir atividade citotóxica em diversas células, inclusive em células 

tumorais, o ATPo passou a ser alvo de vários estudos contra o câncer. 

 Agteresch e colaboradores mostraram que a administração de ATP, em 

pacientes com carcinoma de não pequenas células em estágio avançado, foi capaz 

de melhorar a qualidade de vida, além de agir na manutenção do peso corporal, da 

força muscular e dos níveis de albumina no sangue, normalmente diminuídos 

durante a quimioterapia convencional (AGTERESCH e col., 2000). 

 Além deste trabalho, outros estudos descrevem importantes benefícios do 

ATP na oncologia. Estudos laboratoriais mostraram que a administração de ATP tem 

efeito protetor contra danos teciduais causados pela radioterapia, além de 

potencializar o efeito da mesma (SENAGORE e col., 1992 e ESTRELA e col., 1995). 

Existem, ainda, trabalhos que mostram que o ATP é capaz de aumentar os níveis 

intracelulares de drogas citostáticas em células de câncer de ovário, resultando 

assim, numa maior sensibilização do tumor (MAYMON e col., 1994).    

 Algumas evidências sugerem que essa potencialização do efeito do 

quimioterápico ocorra devido a capacidade do ATPo de reduzir a resistência a 

múltiplas drogas, através do bloqueio da ABCB1, evitando o efluxo da droga 

(ABRAHAM  e col., 2001).  
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 Foi demonstrado que o ATPo é um substrato da ABCB1, portanto pode ser 

transportado por ela, do meio intracelular para o meio extracelular. Acredita-se que, 

as células que possuem mais atividade da ABCB1 têm uma maior liberação de ATP 

(AL-AWQATI, 1995). Essa liberação de ATP pode ser na presença ou na ausência 

de substrato, uma vez que a presença do substrato parece aumentar a saída do 

ATP. Esta extrusão pode estar associada ao acoplamento do ATP intracelular e o 

substrato da proteína (ABRAHAM e col., 2001). 

 Como descrito anteriormente, a concentração de ATPo pode e deve ser 

regulada pela atividade das ecto-enzimas, logo, acredita-se que células capazes de 

liberar mais ATP para o meio extracelular, como as células MDR, possuam uma 

maior atividade dessas enzimas.  

 Vários estudos mostram que existe uma correlação direta entre a atividade da 

ecto-5´-nucleotidase e a expressão da ABCB1 (UJHÁZY e col., 1994, LEDOUX e 

col.,1997 e BERNARDO e col., 2006). Abraham e colaboradores propõem que, esse 

aumento da atividade das ecto-enzimas nas células MDR contribua para a formação 

de adenosina. Essa adenosina é capaz de entrar na célula pelos co-transportadores 

de Na/adenosina, fornecendo os precursores para a produção de ATP intracelular 

gerando mais energia para o funcionamento das bombas de efluxo, como a ABCB1 

(ABRAHAM e col., 2001) (Figura 8). 
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Figura 8: Modelo esquemático do transporte do ATP p ara fora da célula pela ABCB1 e a 
conversão extracelular de ATP em adenosina pelas ec to-enzimas.  A extrusão de ATP, seguida 
da sua hidrólise extracelular é seguida da recaptação da adenosina pelos transportadores de 
nucleosídeos (Adaptado de ABRAHAM e col., 2001). 

 Em 2000, Thomas e colaboradores demonstraram em plantas e leveduras 

que a atividade da ecto-ATPase também está correlacionada com o fenótipo MDR, 

porém, essa correlação ainda não foi descrita em células humanas. Além disso, há 

evidências que as ecto-enzimas participem, indiretamente, do fenótipo MDR, uma 

vez que quando a atividade ATPásica é inibida, química ou geneticamente, há a 

perda da resistência a xenobióticos, por plantas e leveduras.  Uma sugestão seria 

que a falta das ecto-enzimas aumentaria a concentração de ATP extracelular, 

afetando assim a extrusão dos xenobióticos (THOMAS e col., 2000). 

 No presente trabalho, iremos estudar o comportamento de células leucêmicas 

humanas, sensíveis e resistentes a múltiplas drogas, na presença do ATP e da 

adenosina extracelulares, além de verificar a existência da correlação da ABCB1 

com a atividade das ecto-enzimas nas mesmas.  
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1.13 K562, Lucena-1 e FEPS  

Desde os primeiros programas de estudos de quimioterapias, foram utilizadas 

linhagens celulares, P388 e L1210, linhagens de leucemia linfóide (FREI, 1982). 

Para compreender melhor o fenótipo MDR, foram criadas linhagens resistentes, a 

partir de células sensíveis, através da exposição crescente de quimioterápicos no 

meio de cultura (OKABE-KADO e col.,1983). 

Neste projeto foram utilizadas três linhagens celulares, K562, linhagem 

parental sensível à quimioterapia, e K562-Lucena1 e FEPS, ambas derivadas da 

K562 e resistentes a múltiplas drogas. 

As células K562 pertencem a uma linhagem originada de uma leucemia 

mielóide crônica em crise blástica eritroleucemia humana, e caracteriza-se por 

expressar o oncogene quimérico BCR-ABL no cromossomo Philadélphia 

(KOEFFLER e GOLDE, 1980).  

As células do tipo Lucena-1 são derivadas da K562, as quais foram 

submetidas a concentrações crescentes de um quimioterápico, derivado de 

alcalóides da vinca, denominado vincristina (VCR), (RUMJANEK e col., 2001). A 

nova linhagem, Lucena-1, apresenta cinco vezes mais cópias do gene mdr-1 (que 

codifica a ABCB1) que sua linhagem parental K562 (BRINDEIRO, 1999). Assim, 

apresenta resistência não só a VCR, mas também a drogas estruturalmente não-

relacionadas, caracterizando o fenômeno MDR (MAIA e col., 1996).  

As células da linhagem FEPS, foram selecionadas a partir da linhagem K562, 

exposta a concentrações crescentes de daunorrubicina (DNR). Esta linhagem possui 
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expressão e atividade da ABCB1 e da proteína relacionada à resistência a múltiplas 

drogas (ABCC1 ou MRP) (PINTO-SILVA, 2007). 

Os estudos do fenótipo MDR são realizados comparando sempre uma 

linhagem celular resistente e uma sensível. O nosso modelo experimental se 

diferencia por observar as alterações em diferentes níveis de resistência, obtidas por 

exposição da mesma linhagem parental a diferentes agentes quimioterápicos, se 

assemelhando ao que ocorre na clínica.  
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Objetivos 

• Caracterizar o modelo experimental; 

1. Avaliando a expressão e a atividade da ABCB1 nas linhagens 

leucêmicas. 

2. Analisando a velocidade de duplicação celular nessas linhagens. 

3. Verificando a existência do fenótipo de resistência a múltiplas drogas 

nas células através da viabilidade celular na presença de diferentes 

quimioterápicos. 

• Analisar a viabilidade das células na presença do ATP e da adenosina 

extracelulares. 

• Verificar o mecanismo de indução de morte pela adenosina.  

• Verificar a atividade das ecto- enzimas nas linhagens leucêmicas.  

• Avaliar a ação do ATP e da adenosina extracelulares na atividade da ABCB1. 
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3.1 Métodos  

3.1.1 Cultura de células  

 As células das linhagens K562, Lucena-1 e FEPS foram mantidas em 

garrafas de cultura de 25 cm3, a uma concentração de 2 x 104 céls/ml, num volume 

total de 5ml de meio RPMI, com 10% de soro fetal bovino (SFB). Na cultura de 

Lucena-1 foi adicionada vincristina (VCR) (concentração final de 60nM) e nas células 

FEPS, daunorrubicina (DNR) (concentração final de 466nM), a fim de manter suas 

características de resistência a múltiplas drogas. As culturas foram mantidas em 

estufa de CO2
 5% a 37oC e subcultivadas a cada três dias. 

3.1.2 Isolamento de linfócitos  

 Para a obtenção de linfócitos, foi coletado sangue periférico de voluntários 

sadios. As células mononucleares foram obtidas de sangue heparinizado em 

centrifugação por gradiente de densidade com Ficoll-Histopaque. O sangue coletado 

foi adicionado ao Ficoll, na proporção 3:4 e centrifugado por 30 minutos a 400g. A 

camada de células mononucleares foi retirada e lavada três vezes com 20ml de PBS 

e centrifugado a 200g por 10 min. Os linfócitos foram separados dos monócitos por 

aderência destes últimos, por 2 horas em placa de cultura, em estufa com 5% de 

CO2, a 37ºC. 

3.1.3 Velocidade de duplicação celular  

 Para avaliar a velocidade do ciclo celular de cada linhagem, as células foram 

contadas após 72 horas nas condições de cultura descritas acima. O valor de X 

encontrado, em quantidade de ciclos celulares, foi extraído da seguinte equação:          

Nfinal = 2x N0
 , onde Nfinal é o número total de células encontrado, após o tempo 

proposto e N0 é a concentração inicial de células na cultura. Se no decorrer de 72 
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horas ocorreram X duplicações, conclui-se que o tempo de cada duplicação pode 

ser calculado dividindo 72 horas por X, que é deduzido da fórmula acima. 

Exemplo:  

Nfinal = 36x104células e N0 = 2x104células 

Nfinal = 2x N0
  

36x104 = 2x . 2x104 

2x = 36/2 = 18 

log2x = log18 

X log2 = log18 

X = log18/log2 = 1,25/0,30 = 4,16 ciclos celulares no período de 72 horas, logo o 

tempo de duplicação, ou de cada ciclo celular é = 72/4,16 = 17,3 horas. 

3.1.4 Expressão da glicoproteína P  

 As células K562, Lucena-1 e FEPS foram utilizadas para verificar a diferença 

na expressão da ABCB1 em células leucêmicas, não resistentes e resistentes a 

quimioterápicos, verificando também a sua relação com o tempo em cultura. Para a 

realização do experimento as células foram ajustadas para 2 x 104  células por poço, 

em placas de 24 poços, com meio RPMI, com 10% de SFB e mantidas em estufa de 

CO2
 5% a 37oC, por 72 horas. 

 Após o tempo em cultura, cada linhagem foi ajustada para 2 x 105  células por 

ponto, sendo esses: controle negativo (Neg), controle de marcação de anticorpo 
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secundário (Sec) e marcação de anti-ABCB1. As células foram lavadas em salina 

tamponada com fosfato (PBS) com 5% de SFB, e marcadas com anticorpo anti-

ABCB1 na diluição 1:20, no volume final de 100µl, e mantidas a temperatura 

ambiente por 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se 100µl de PBS com 5% de 

SFB, as células foram centrifugadas a 200g por 7 minutos, descartando o 

sobrenadante. Os pontos Sec e anti-ABCB1 foram ressuspendidos com anticorpo 

secundário na diluição 1:300, no volume final de 100µl, e mantidos a temperatura 

ambiente por 30 minutos. As células foram lavadas com 200µl com PBS com 5% de 

SFB, e ressuspendidas em 400µl de PBS com 5% de SFB para leitura em citômetro 

de fluxo FACSCalibur (Beckton & Dickinson). As células foram separadas em uma 

região de acordo com a sua granulosidade e tamanho, desta região foram adquiridas 

10.000 células para análise. 

3.1.5 Atividade da ABCB1   

3.1.5.1 Atividade da ABCB1 em linhagens leucêmicas  

 As linhagens foram mantidas 3 dias em cultura e após esse tempo a atividade 

da ABCB1 foi medida por ensaio com Rho. 

 As células (2x105céls/ponto) foram incubadas por 30 min na estufa com Rho 

nas concentrações finais de 200 e 500ng/ml (90µl) na presença ou na ausência de 

Verapamil na concentração final de 10µM (10µl), ambos diluídos em meio RPMI com 

10% de SFB, para que houvesse o acúmulo do substrato dentro da célula. 

Posteriormente, adicionou-se 100µl de meio RPMI com 10% de SFB, centrifugou-se 

a 200g por 4 min e descartou-se o sobrenadante.  
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 Colocou-se 90ul de meio RPMI com 10% de SFB na presença e na ausência 

de Verapamil. As células foram incubadas por 10 min na estufa, para que ocorresse 

a extrusão parcial da Rodamina 123. Posteriormente, adicionou-se 100µl de meio 

RPMI com 10% de SFB, centrifugação a 200g por 4 min e descarte do 

sobrenadante.  

 As células foram ressuspendidas em 200µl de PBS e o experimento foi lido 

em citometria de fluxo (FACSCAN).  

3.1.5.2 Atividade da ABCB1 nas linhagens leucêmicas  na presença de 

adenosina  

 As linhagens foram mantidas 3 dias em cultura e após esse tempo a atividade 

da ABCB1 foi medida por ensaio com Rho. 

 As células (2x105céls/ponto) foram incubadas por 30 min na estufa com Rho 

500ng/ml (90µl) na presença e na ausência de Verapamil, na concentração final de 

10µM (10µl) ou ADO, nas concentrações finais de 2,5 e 5mM (10µl), ambos diluídos 

em meio RPMI com 10% de SFB. Posteriormente, adicionou-se 100µl de meio RPMI 

com 10% de SFB, centrifugação a 200g por 4 min e descarte do sobrenadante.  

 Colocou-se 90ul de meio RPMI com 10% de SFB na presença e na ausência 

de Verapamil ou ADO (10µl). As células foram incubadas por 10 min na estufa. 

Posteriormente, adicionou-se 100ul de meio  RPMI com 10% de SFB, centrifugação 

a 200g por 4 min e descarte do sobrenadante.  

 As células foram ressuspendidas em 200µl de PBS e o experimento foi lido 

em citometria de fluxo (FACSCAN).  
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3.1.5.3 Atividade da ABCB1 em linfócitos normais na  presença de ATP e 

adenosina  

 As células (1x106céls/ponto) foram incubadas por 30 min na estufa com Rho 

200ng/ml (90µl) na presença e na ausência de Verapamil, na concentração final de 

5µM (10µl) ou ADO ou ATP, na concentração final de 5mM (10µl), ambos diluídos 

em meio RPMI com 10% de SFB. Posteriormente, adicionou-se 100µl de meio RPMI 

com 10% de SFB, centrifugação a 200g por 4 min e descarte do sobrenadante.  

 Colocou-se 90ul de meio RPMI com 10% de SFB na presença e na ausência 

de Verapamil ou ADO ou ATP (10µl). As células foram incubadas por 30 min na 

estufa. Posteriormente, adicionou-se 100ul de meio  RPMI com 10% de SFB, 

centrifugação a 200g por 4 min e descarte do sobrenadante.  

 As células foram ressuspendidas em 200µl de PBS e o experimento foi lido 

em citometria de fluxo (FACSCAN).  

3.1.6 Viabilidade Celular  

 A fim de verificar a viabilidade celular das células K562, Lucena e FEPS na 

presença de diferentes agentes, foram feitas culturas em uma placa de 96 poços. 

Cada poço possui uma concentração final de 2 x 104 céls/ml. Foram feitos controles 

de cada linhagem celular, célula na presença de meio RPMI e 10% de soro fetal 

bovino. Além disso, as células foram incubadas com diferentes concentrações de 

VCR, (3,75; 7,5; 15; 30; 60nM), de DNR, (29,12; 58,25; 116,5; 233; 466nM), ATP e 

adenosina extracelulares (1; 2,5; 5; 10mM) em todas as linhagens celulares. 
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 Em seguida, as células foram colocadas em estufa de CO2
 5% a 37oC, por 7 

dias com os quimioterápicos e por 3 dias com os nucleotídeos extracelulares. Após 

este período a viabilidade celular foi avaliada através do teste colorimétrico com 

MTT. 

 O teste colorimétrico com MTT (brometo de 3,4,5-dimetiazol-2-il-2,5-

difeniltetrazol)  mede a atividade desidrogenase mitocondrial, sendo um método 

colorimétrico baseado na habilidade de células vivas reduzirem o sal tetrazolium a 

um produto formazan. Foram adicionados a cada poço das placas utilizadas 20µl de 

uma solução de MTT diluída em salina a uma concentração de 5mg/ml. As placas 

foram mantidas na estufa por 3 horas. Posteriormente as placas foram centrifugadas 

a 200g, durante 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e aos cristais localizados 

no fundo da placa, adicionou-se 200µl de DMSO. A intensidade de coloração foi 

medida no aparelho ThermomaxTM microplate reader, (Molecular Devices), a um 

comprimento de onda de 490nm. 

3.1.7 Detecção da apoptose por anexina V:  

 A detecção da apoptose foi realizada por citometria de fluxo, utilizando a 

Anexina V-FITC e PI para diferenciar a morte por apoptose e por necrose. K562, 

Lucena 1 e FEPS foram ajustadas para a concentração de 1×105 céls/ml e mantidas 

por 24 e 72 horas em cultura, na presença e na ausência de adenosina 

(concentração final de 5mM). Posteriormente, as células restantes foram lavadas 

com PBS e ressuspendidas em Anexina V-FITC diluída em tampão de ligação no 

volume final de 100µl (1:500). O experimento foi incubado por 20 min a temperatura 

ambiente e em seguida foram adicionados 200µl de tampão de ligação e 2µl de 
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Iodeto de propídeo [1mg/ml]. As células marcadas foram analisadas por citometria 

de fluxo. 

3.1.8 Dosagem da Atividade Ecto-5’-Nucleotidásica  

 Em um tubo foram colocados 5’-AMP (na concentração final de 5mM), NaCl 

(120mM), KCl (30mM), glicose (4mM), HEPES-KOH (20mM), pH 7,2 e 1,0 x 106 

células, num volume de reação de 0,5 mL. Após 1h de reação, adiciona-se 1mL de 

carvão ativado em HCl 0,1N e procede-se a centrifugação dos tubos a 1500x g por 

15 minutos. Transfere-se uma alíquota de 0,5 mL do sobrenadante para um segundo 

tubo e adiciona-se 0,5 mL do reagente de Fiske e Subbarow (FeSO4, H2SO4 e 

NH4Mo7O24.4H2O) e faz-se a leitura em 650nm. Para converter as leituras em 

atividade utiliza-se a comparação com a curva-padrão de Pi. 

3.1.9 Dosagem da Atividade Ecto-ATPásica  

 Em um tubo foram colocados ATP (na concentração final de 5mM), 1 x 106 

células/mL, NaCl (120mM), KCl (30mM), glicose (4mM), HEPES-KOH (20mM), pH 

7,2, MgCl2 (5mM) e 2,5 x 106 CPM.mL-1 [γ32-Pi] ATP como traçador. Após 1h de 

reação, os tubos foram adicionados de 1mL de carvão ativo em HCl 0,1N, 

centrifugados e uma alíquota de 0,5 mL do sobrenadante dos tubos são transferidos 

para papéis de filtro de 2,5 x 6 cm. Após secar, os papéis foram colocados em vials 

de cintilação líquida com 0,2g de POPOP/L tolueno e mediu-se a radiação por 

cintilação líquida. 

 Os experimentos de medida da atividade das ecto-enzimas foram realizados 

no laboratório de Bioquímica Celular, em colaboração com o estudante de doutorado 

André Luiz Fonseca de Souza. 
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3.1.10 Análise estatística  

Todos os experimentos analisados estatisticamente foram realizados pelo 

menos três vezes. Foi realizado o teste de análise de variância (ANOVA) seguido do 

pós-teste de Bonferroni ou Dunnett. Foram considerados estatisticamente 

significantes os valores de p < 0,05. 
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3.2 Materiais  

[γ-32Pi] – Obtido de Amersham Biosciences.  

5’-AMP, Adenosina, Anexina V-FITC, ATP (Adenosine 5´-Triphosphate Sodium Salt), 

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT), Dimetilsufóxido 

(DMSO), HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution), Iodeto de propídeo (PI), 

Ribonuclease A (RNAse), Rodamina 123,  Salina (NaCl 0,9%), Verapamil,    -  

Obtidos de Sigma-Aldrich Corp. St.. 

Anticorpo anti-ABCB1 – Obtido de Dakocytomation, Mouse Anti-Human Pgp 4E3. 

Anticorpo secundário – Obtido de Southern Biotechnologic Associates, Inc.Goat-

Anti-Mouse IgG (H+L) – FITC.  

Carvão ativado, Glicose, KCl,  NaCl,  NH4Mo7O24.4H2O  - Obtidos de Reagen.  

Cloridrato de Daunorrubicina (DNR) - Obtido de Pfizer. 

FeSO4, H2SO4, HCl, HEPES-KOH  – Obtidos de Vetec. 

Ficoll-Paque Plus – Fornecido por GE Healthcare.  

Líquido de Cintilação - 200mg de POPOP – (1,4-bis [5-Phenyl-2oxazoly] benzene; 

2,2-p-0) diluído em 1 litro de tolueno - Obtidos de Vetec. 

Meio de Cultura – meio RPMI-1640 10,4g/l (Sigma), preparado com Estreptomicina 

10mg/l (Sigma), Penicilina 60mg/l (Sigma) e β-mercaptoetanol  5µM (Sigma). Todos 

os reagentes foram adicionados em 1l de água deionizada e filtrados por uma 

membrana de nitrocelulose 0.22µm (MILLIPORE). O pH foi ajustado para 7,2 - 7,4. 
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MgCl2 – Obtido de Calbiochem. 

Soro Bovino Fetal (SFB) – fornecido por Gibco. Utilizado em meio a 10% (v/v).  

Tampão Salina-Fosfato (PBS) – 8,0g NaCl (Merck), 0,2g KCl (Reagen), 1,15g 

NaH2PO4 . H2O (Reagen), 0,2g Na2HPO4 . 7H2O (Reagen). Reagentes solubilizados 

em 1L de água deionizada, pH 7,4, utilizando NaOH ou HCl. 

Vincristina (VCR) – fornecido por Eli Lilly.  
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4.1 Expressão da Glicoproteína P nas diferentes lin hagens leucêmicas  

 A glicoproteína P foi estudada nas células K562, Lucena e FEPS, visando 

averiguar os diferentes níveis de expressão em cada linhagem. Para isso as células 

foram marcadas com anticorpo, anti-ABCB1 humano e a intensidade de 

fluorescência foi medida por citometria de fluxo. Foi observado que as células da 

linhagem parental K562 não expressam ABCB1, enquanto que as células Lucena e 

FEPS expressam altos níveis desta proteína (Figura 9). 

 

 

 

 
 
Figura 9: Expressão da ABCB1 nas linhagens K562, Lu cena e FEPS. As células das linhagens 
K562, Lucena e FEPS ficaram em cultura por 72h. Após este tempo as células (2x105céls) foram 
incubadas com anticorpo anti-ABCB1, por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as 
células foram lavadas com PBS com 5% de SFB e incubadas com anticorpo secundário, por 30 
minutos a temperatura ambiente. As células foram então lavadas e ressuspendidas em PBS com 5% 
de SFB e a intensidade de fluorescência celular medida por citometria de fluxo. Em cinza, marcação 
do controle de anticorpo secundário; histograma vazado, marcação do anticorpo anti-ABCB1. Esta 
figura é representativa de 8 experimentos.  

 Ao comparar as linhagens Lucena e FEPS observamos que as células da 

linhagem FEPS apresentaram a maior expressão de ABCB1 entre as linhagens, 

tendo a média da intensidade de fluorescência de 53,2 ± 7,5, enquanto as células da 

linhagem Lucena apresentaram uma expressão de 22,0 ± 3,4. A diferença 

encontrada na expressão da glicoproteína P, foi de 31,2 ± 8,2. (Figura 10). 
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Figura 10: Diferença da expressão da ABCB1 entre as  linhagens K562, Lucena e FEPS.  As 
células das linhagens K562, Lucena e FEPS ficaram em cultura por 72h. Após este tempo as células 
(2x105céls) foram incubadas com anticorpo anti-ABCB1, por 30 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente as células foram lavadas com PBS com 5% de SFB e incubadas com anticorpo 
secundário, por 30 minutos a temperatura ambiente. As células foram então lavadas e 
ressuspendidas em PBS com 5% de SFB e a intensidade de fluorescência celular medida por 
citometria de fluxo. O resultado está expresso como média da intensidade de fluorescência (MIF) ± 
erro padrão de 8 experimentos diferentes. O valor da intensidade de fluorescência foi obtido pela 
diferença entre a intensidade de fluorescência do anticorpo anti-ABCB1 e a intensidade de 
fluorescência do anticorpo secundário. (*) valores estatisticamente diferentes entre si, p<0,05. 

4.2 Atividade da ABCB1 nas linhagens K562, Lucena e  FEPS 

 A fim de verificar se a ABCB1 expressa apresentava atividade, as células 

foram incubadas na presença de Rodamina 123 (Rho) em diferentes concentrações, 

na presença e na ausência do inibidor da ABCB1: Verapamil (VP) 

 A atividade foi avaliada pelo acúmulo de Rho na ausência do inibidor, e 

posteriormente pelo aumento deste acúmulo na presença do inibidor, medido 

através da intensidade de fluorescência, por citometria de fluxo. 

O histograma foi dividido em duas regiões, chamadas M1, onde se observa o 

controle negativo, e M2, onde há o deslocamento da intensidade de fluorescência, 

indicando a porcentagem do aumento do acúmulo de Rodamina 123 (Figura 11). 
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Figura 11: Atividade da ABCB1 nas linhagens K562, L ucena e FEPS. As células K562, Lucena e 
FEPS foram incubadas com rodamina 123 (200 e 500ng/ml) (Rho), sem ou com o inibidor da ABCB1 
(verapamil – VP, na concentração 10µM) por 30 minutos a 37°C. Após este período as células foram 
lavadas e incubadas com ou sem o inibidor de ABCB1 por mais 10 minutos a 37ºC, para que 
houvesse uma extrusão parcial da Rho. As células foram lavadas e o acúmulo de fluorescência foi 
analisado por citometria de fluxo. M1: controle negativo, M2: aumento do acúmulo de Rho. Esta figura 
é representativa de 3 experimentos.  

 

O grande acúmulo de Rho nas células K562, evidenciado pela porcentagem 

de células na região de alta fluorescência do gráfico, na presença e na ausência dos 

inibidores, indica que esta linhagem não possui atividade da ABCB1 (Figura 11). 

Corroborando o resultado da expressão da ABCB1, as células Lucena 
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inibidores, o que pode ser verificado através do deslocamento de quase 100% da 

população de células para a região M2 na presença do inibidor VP.  

Quando comparamos as linhagens Lucena e FEPS notamos que a segunda 

possui uma atividade maior da ABCB1, assim como a expressão. Observamos que a 

FEPS foi capaz de expulsar praticamente 100% de Rho, inclusiva na maior 

concentração da mesma. Além disso, a mesma concentração de inibidor que é 

capaz de reverter totalmente a atividade da ABCB1 na Lucena, não possui essa 

eficácia na linhagem FEPS. 

4.3 Velocidade de duplicação das linhagens K562, Lu cena-1 e FEPS 

 Darzynkiewicz e colaboradores (1981) e Myc e colaboradores (1991) 

mostraram que a retenção de rodamina 123 em linfócitos do sangue periférico e em 

células leucêmicas se diferenciava entre células que estão se dividindo e células 

quiescentes, sugerindo que células paradas no ciclo possuem maior expressão do 

fenótipo MDR, e que haveria uma regulação negativa pela indução da proliferação 

dessas células (DARZYNKIEWICZ e col., 1981 e MYC e col., 1991). Posteriormente, 

foi mostrado que a indução de proliferação em progenitores hematopoéticos normais 

e em blastos leucêmicos resultava no aumento da sensibilidade destas células em 

relação a antraciclinas (MINDERMAN e col., 1994).   

 A fim de verificar a velocidade do ciclo celular nas linhagens estudadas, estas 

foram mantidas em cultura e após três dias foi feita uma contagem para avaliar a 

velocidade de duplicação dessas células (Figura 12). 
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Figura 12: Tempo do ciclo celular.  As células K562, Lucena e FEPS foram mantidas em cultura por 
72 horas e posteriormente contadas para o cálculo do tempo do ciclo celular. A quantidade de ciclos 
celulares (x) em 72h foi calculada usando a seguinte expressão: Nfinal = 2x N0, onde Nfinal é o número 
total de células encontrado, após o tempo proposto e N0 é a concentração inicial de células na cultura. 
O tempo de duplicação foi calculado dividindo 72 h pelo número de ciclos encontrado. O resultado 
está expresso como média ± erro padrão de 6 experimentos diferentes. (*) p<0,01;  

 As células da linhagem K562 apresentaram o tempo de duplicação de 16,60 ± 

2,02 horas, enquanto a linhagem Lucena apresentou o tempo de 18,66 ± 0,38 horas, 

não havendo, portanto, uma diferença significativa entre estas duas células. 

Entretanto, a linhagem FEPS possui o tempo de ciclo celular de 29,95 ± 2,39 horas, 

mostrando-se mais lenta na divisão celular que as demais linhagens. Comparando 

as linhagens com o fenótipo MDR, Lucena e FEPS, estas apresentaram uma 

diferença de 11,29 ± 2,89 horas, no tempo de divisão celular, sendo a primeira mais 

rápida que a segunda. 

4.4 Ação de quimioterápicos  

 Uma das características de linhagens MDR é a extrusão de quimioterápicos, 

impedindo que atinjam uma concentração intracelular eficaz. Para verificar a sua 

resistência, que é conferida pela extrusão dos quimioterápicos pela proteína 
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estudada, as linhagens K562, Lucena e FEPS ficaram em cultura durante 7 dias na 

presença de Vincristina (VCR) e Daunorrubicina (DNR) (Figura 13). 

 As células K562 apresentam uma grande sensibilidade aos quimioterápicos, 

já as células da linhagem Lucena são resistentes a VCR, quimioterápico pelo qual foi 

selecionada e com DNR elas se mostram pouco sensíveis, porém não há diferença 

na viabilidade com o aumento da concentração. No entanto, as células FEPS 

mostraram-se resistentes aos dois quimioterápicos em qualquer concentração 

utilizada, mostrando–se resistentes não só ao quimioterápico pelo qual foi 

selecionado. 
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Figura 13: Viabilidade das linhagens K562, Lucena e  FEPS na presença de quimioterápicos. As 
células K562, Lucena e FEPS foram incubadas com os quimioterápicos, vincristina (VCR) e 
daunorrubicina (DNR), por 7 dias a 37°C. Vincristina: células incubadas com VCR nas concentrações 
de 3,75 – 60nM. Daunorrubicina: células incubadas com DNR nas concentrações de 18,75 – 
466ng/ml. Viabilidade medida por MTT. D.O.: densidade ótica. O resultado está expresso como média 
± erro padrão de 3 experimentos diferentes, feitos em triplicata. Foi considerado estatisticamente 
significativo p<0,05 (*) e p<0,01 (**) quando comparado ao controle. 
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4.5 Atividade das ecto-enzimas nas linhagens leucêm icas  

 O acúmulo de ATPo é controlado pelas ecto-enzimas que são capazes de 

hidrolisar o ATP e seus metabólitos. A metabolização extracelular dos nucleotídeos 

é afetada por ecto-enzimas como CD39 (ecto-apirase) e CD73 (ecto-5`-

nucleotidase), expostas na membrana celular.  

4.5.1 Atividade da ecto-5´nucleotidase (CD73)  

 Há evidências de uma correlação direta entre a superexpressão da ABCB1 e 

o aumento de atividade da ecto-5´nucleotidase em humanos. A fim de confirmar 

essa correlação em células de LMC humana, foi medida a atividade dessa enzima, 

nas linhagens K562, Lucena e FEPS após 72 horas em cultura (figura 14).  

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Atividade da ecto-5’ Nucleotidase.  As células K562, Lucena e FEPS foram mantidas em 
cultura por 72 horas e posteriormente avaliada a atividade da ecto-enzima ecto-5’ Nucleotidase. O 
resultado está expresso como média ± erro padrão de 5 experimentos diferentes, feitos em triplicata. 
(*) valores estatisticamente diferentes entre si, p<0,001. 

 As células da linhagem FEPS possuem maior atividade de ecto-

5´nucleotidase que as da Lucena, que por sua vez têm atividade maior que a da 

linhagem sensível K562. Esse resultado mostra que concomitantemente ao aumento 
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de expressão da ABCB1, há o aumento da atividade da ecto-5´nucleotidase também 

em células de LMC humana. 

4.5.2 Atividade da ecto-ATPase (CD39)  

 Alguns autores acreditam que o aumento da ecto-5´nucleotidase em células 

resistentes se deve a extrusão de ATP pela ABCB1, como forma de controlar o 

acúmulo do mesmo. Essa enzima é capaz de hidrolisar o 5´AMP em adenosina 

acreditamos, portanto, que deve haver essa correlação numa etapa anterior da 

hidrólise de ATP, como o aumento da ecto-ATPase, capaz de quebrar o ATP em 

ADP e AMP. No entanto, essa correlação ainda não foi demonstrada em células 

humanas. 

 Para verificar se o aumento de ABCB1 está diretamente relacionado ao 

aumento da atividade da ecto-ATPase, foi medida a atividade dessa enzima, nas 

linhagens K562, Lucena e FEPS após 72 horas em cultura (figura 15). 
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Figura 15: Atividade da ecto-ATPase.  As células K562, Lucena e FEPS foram mantidas em cultura 
por 72 horas e posteriormente avaliada a atividade da ecto-enzima ecto-ATPase. O resultado está 
expresso como média ± erro padrão de 5 experimentos diferentes, feitos em triplicata. Foi 
considerado estatisticamente significativo p<0,005 (*) quando comparado às outras linhagens. 

 As células da linhagem FEPS apresentaram uma diferença significativa do 

aumento da ecto-ATPase quando comparadas às outras linhagens que possuem 

menor expressão de ABCB1. Apesar da linhagem Lucena não apresentar uma 

diferença significativa em relação a K562, notamos uma tendência, quando 

observamos as três linhagens, de que o aumento da ABCB1 está diretamente 

relacionado com o aumento da atividade da ecto-ATPase. 

 Os resultados mostram que há uma correlação, também, entre a expressão 

de ABCB1 e o aumento de atividade da ecto-ATPase em células de LMC humana.  
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4.6 Efeito do ATPo na viabilidade celular em linhag ens leucêmicas  

Níveis milimolar (mM) de ATP são capazes de induzir morte em várias 

células. Um dos nossos objetivos foi verificar se células MDR expressando 

transportadores ABC seriam igualmente sensíveis ao ATP extracelular. 

 Investigou-se se as linhagens celulares que apresentam um fenótipo de 

resistência a múltiplas drogas, Lucena, que superexpressa ABCB1 e FEPS, que 

superexpressa ABCB1 e ABCC1, apresentariam sensibilidades diferentes aos 

efeitos deletérios do ATP extracelular (ATPo), quando comparados com a linhagem 

parental K562 (Figura 16). 

 

Figura 16: Viabilidade das linhagens K562, Lucena e  FEPS na presença de ATPo. As células 
K562, Lucena e FEPS foram incubadas com  ATPo  nas concentrações de 1-10mM por 72h .  A 
viabilidade celular foi medida por MTT. Os valores se referem à média ± erro padrão da média de 3 
experimentos diferentes, feitos em triplicata. (*) p<0.05 em relação a K562 na mesma concentração. 
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 As 3 linhagens mostraram-se sensíveis à ação do ATPo. A linhagem FEPS 

apresentou uma pequena resistência quando comparada às outras linhagens, porém 

essa resistência não pode ser comparada à resposta aos quimioterápicos. É 

possível que essa resistência, esteja ligada a maior atividade ecto-ATPásica 

promovendo a quebra do ATPo.   

4.7 Efeito da adenosina extracelular na morte celul ar em linhagens leucêmicas  

 Pelo fato das linhagens estudadas possuírem as ecto-enzimas ativas na 

superfície celular e dos metabólitos do ATP serem, também, citotóxicos, foi sugerido 

que a morte observada pela incubação com ATP, na verdade, poderia estar sendo 

causada pelo produto final da sua hidrólise, a adenosina. 

 Além disso, o nosso grupo demonstrou anteriormente, que as linhagens K562 

e Lucena parecem não possuir um receptor P2X7 funcional, corroborando a idéia do 

efeito citotóxico da adenosina (BERNARDO e col., 2006). 

4.7.1 Viabilidade celular na presença de adenosina  

    As células foram então incubadas com adenosina por 72 horas e a 

viabilidade celular foi medida por ensaio de MTT (figura 17). 
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Figura 17: Viabilidade celular na presença de adeno sina extracelular.  As células K562, Lucena e 
FEPS foram mantidas em cultura por 72 horas na presença de adenosina extracelular e 
posteriormente a viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico MTT. O resultado está 
expresso como média ± erro padrão de 3 experimentos diferentes, feitos em triplicata. (*) p<0.05 em 
relação a K562 na mesma concentração. 

 Observamos que a viabilidade celular na presença de adenosina extracelular 

apresenta um perfil equivalente ao observado na presença de ATP, sugerindo que a 

morte celular seja causada pelo produto final da hidrólise do ATP. 

4.7.2 Efeito da adenosina no mecanismo de morte cel ular  

 Após verificar a citotoxicidade da adenosina extracelular, decidimos avaliar o 

mecanismo de morte celular desencadeado por ela. Para isso, foi utilizado o ensaio 

de marcação por anexina V ligada à fluoresceína. As moléculas de anexina se ligam 

a fosfatidil serina, que é exposta na face externa da membrana plasmática no caso 

de apoptose. Para verificar necrose utiliza-se iodeto de propídeo (PI) (figura 18).  
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Figura 18: Indução de apoptose na presença de adeno sina extracelular.  As células K562, Lucena 
e FEPS foram mantidas em cultura por 24 e 72 horas na presença de adenosina (ADO) extracelular e 
posteriormente a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio com Anexina V, a fim de verificar a 
indução de apoptose. Esta figura é representativa de 3 experimentos.  

 Esse resultado sugere que a citoxicidade da adenosina pode ocorrer pela 

indução de apoptose, como podemos observar em 24 horas de incubação e mais 

evidente com 72 horas, apresentando, também, uma necrose secundária. 

ADO 5mM – 24h ADO 5mM – 72h Controle 

Anexina V (Intensidade de Fluorescência – log) 

P
I (

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

 –
 lo

g)
 

 

63.4 

6.2 

20.5 

4.8

4.2 

48.2 

58.3 1.3

8.0 

28.7 

K562 

Lucena 

FEPS 

9.0

21.2 

6.5 

1.5 

7.1 

 

 

 

 



 70 

4.8 Modulação da atividade da ABCB1   

 Como descrito anteriormente, há evidências de que o ATP seja um substrato 

da ABCB1, e que a regulação da concentração de ATPo pelo aumento da atividade 

das ecto-enzimas, nas células MDR, atue fornecendo seus precursores para 

transportadores dependentes deste nucleotídeo. Portanto, sugerimos que o ATP e a 

adenosina extracelulares modulem a atividade da ABCB1. 

4.8.1 Modulação da ABCB1 pela adenosina extracelula r em células 

leucêmicas  

  A adenosina é um precursor da formação de ATP, portanto, acreditamos que 

o fornecimento de adenosina no meio extracelular de células leucêmicas resistentes, 

seja capaz  de aumentar a atividade da ABCB1. 

 Para confirmar essa hipótese, foi realizado um ensaio preliminar de atividade 

da ABCB1 na presença e na ausência de adenosina extracelular (figura 19). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 19: Modulação da atividade da ABCB1 em célul as leucêmicas pela adenosina 
extracelular.  As linhagens K562, Lucena e FEPS foram incubadas na presença de Rho (500ng/ml), 
com ou sem adenosina, nas concentrações de 2,5 e 5mM por 30 min a 37°C, para o acúmulo do 
substrato. Após este período as células foram lavadas e incubadas com e sem o inibidor de ABCB1 
por mais 10 minutos a 37ºC, para que houvesse a extrusão parcial do substrato. As células foram 
lavadas e o acúmulo de fluorescência foi analisado por citometria de fluxo. __controle negativo, 
__células incubadas com Rho, __células incubadas com Rho na presença de 2,5mM de adenosina,  
---- células incubadas com Rho na presença de 5mM de adenosina. 
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 Os resultados sugerem que a adenosina tenha um papel sinérgico da 

atividade da ABCB1, uma vez que podemos observar uma pequena diminuição do 

acúmulo de Rho quando as células são expostas a adenosina extracelular. 

4.8.2 Modulação da ABCB1 pela adenosina extracelula r em linfócitos 

normais  

 Os resultados da modulação da atividade da ABCB1 em células leucêmicas 

mostraram uma pequena diferença na atividade. Buscamos, portanto, um outro 

modelo experimental, a fim de confirmar o resultado anterior. 

 Utilizamos linfócitos de sangue periférico de doadores saudáveis, uma vez 

que estes apresentam uma pequena atividade da ABCB1. Foi realizado, novamente, 

o ensaio de atividade da ABCB1 na presença e na ausência de adenosina 

extracelular (figura 20).  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Modulação da atividade da ABCB1 em linfó citos normais pela adenosina 
extracelular. As células de doadores sadios foram incubadas na presença de Rho (200ng/ml), com 
ou sem adenosina, na concentração de 5mM por 30 min a 37°C, para o acúmulo do substrato. Após 
este período as células foram lavadas e incubadas com e sem o inibidor de ABCB1 por mais 30 
minutos a 37ºC, para que houvesse a extrusão do substrato. As células foram lavadas e o acúmulo 
de fluorescência foi analisado por citometria de fluxo.  
__ células incubadas com Rho, __ células incubadas com Rho na presença de adenosina. 
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 Observando o resultado da modulação da atividade da ABCB1 pela 

adenosina em linfócitos normais, percebemos que este, corrobora o resultado 

encontrado em células leucêmicas.  

4.8.3 Modulação da ABCB1 pelo ATPo em linfócitos no rmais  

 Após avaliar o papel da adenosina na modulação da atividade da ABCB1, 

fomos verificar o papel do ATPo. 

 A partir dos dados da literatura, que mostram que o ATP é um substrato da 

ABCB1, sugerimos que o mesmo, quando em excesso, possa interferir na atividade 

da ABCB1, quando esta é exposta a um substrato. 

 A fim de verificar se há uma competição entre o ATP e o substrato da ABCB1 

foi realizado um ensaio preliminar de atividade da ABCB1 na presença e na 

ausência de ATP extracelular (tabelas 1 e 2). 

 

 

 

 

Tabela 1: Modulação da atividade da ABCB1 em linfóc itos normais pelo ATPo. As células de 
doadores sadios foram incubadas na presença de Rho (200ng/ml), com ou sem ATP, na 
concentração de 5mM por 30 min a 37°C, para o acúmulo do substrato. Após este período as células 
foram lavadas e incubadas com e sem o inibidor de ABCB1 por mais 30 minutos a 37ºC, para que 
houvesse a extrusão do substrato. As células foram lavadas e o acúmulo de fluorescência foi 
analisado por citometria de fluxo.  

 

 

 
 

∆ ∆ ∆ ∆ Intensidade de 
Fluorescência  

Linfócitos 

24,09 ATP 1mM 

19,15 ATP 0,5mM 

22,88 Inibidor 

17,76 Rho 
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PBMC ∆ ∆ ∆ ∆ Intensidade de 
Fluorescência 

Rho 35,06 

Inibidor 51,84 

ATP 2,5mM 45,72 

ATP 5mM 49,26 

 
Tabela 2: Modulação da atividade da ABCB1 em célula s mononucleares normais pelo ATPo. As 
células de doadores sadios foram incubadas na presença de Rho (200ng/ml), com ou sem ATP, na 
concentração de 5mM por 30 min a 37°C, para o acúmulo do substrato. Após este período as células 
foram lavadas e incubadas com e sem o inibidor de ABCB1 por mais 30 minutos a 37ºC, para que 
houvesse a extrusão do substrato. As células foram lavadas e o acúmulo de fluorescência foi 
analisado por citometria de fluxo.  

  As tabelas mostram que há um aumento de fluorescência quando as células 

são incubadas tanto com inibidor da ABCB1, quanto de ATP, indicando, portanto, 

um aumento do acúmulo de Rho. Este acúmulo sugere uma diminuição da atividade 

da ABCB1.  

  Esse resultado corrobora a hipótese de que o ATP, em excesso no meio de 

cultura, pode funcionar como um inibidor da atividade da ABCB1.  
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5. DISCUSSÃO 
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 A busca de novas abordagens e novos alvos terapêuticos para tumores 

resistentes tem se tornado uma das principais razões de estudos na procura de 

novos tratamentos mais eficazes contra o câncer. Portanto a melhor compreensão 

do fenótipo de resistência a múltiplas drogas e dos fatores capazes de modulá-lo 

são essenciais para auxiliar na descoberta desses novos tratamentos.  

 Este trabalho teve como objetivo principal verificar o papel do ATP 

extracelular e seus metabólitos na resistência a múltiplas drogas, uma vez que 

esses apresentam um efeito citotóxico em células tumorais e, além disso, parece 

haver uma correlação entre as enzimas responsáveis pela sua hidrólise e a 

expressão da proteína ABCB1. 

 Para isso, foi utilizado um modelo experimental de linhagens leucêmicas 

humanas, sensíveis e resistentes a quimioterápicos. A primeira etapa do trabalho 

consistiu na caracterização do fenótipo MDR nessas células, analisando a variação 

de expressão da ABCB1 nas diferentes linhagens, avaliando também as diferenças 

existentes entre elas. 

 As células da linhagem parental K562 não possuem expressão, nem atividade 

da ABCB1, enquanto as linhagens selecionadas por quimioterápicos, Lucena e 

FEPS, apresentaram uma alta expressão da proteína, porém em diferentes níveis, 

tendo a segunda uma expressão duas vezes maior que a primeira, e isto se reflete 

também na atividade da ABCB1. 

 Quando observamos os resultados da atividade da ABCB1, percebemos que 

a linhagem K562 não foi capaz de expulsar o substrato fluorescente, sugerindo, 

portanto, que não há atividade da proteína. Porém, quando colocamos as linhagens 
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Lucena e FEPS na presença do substrato fluorescente, percebemos que em ambas 

há um pequeno ou nenhum acúmulo do substrato na célula e que esse acúmulo 

pode ser revertido pelo inibidor da ABCB1. Além da maior expressão, as células 

FEPS parecem possuir uma maior atividade da ABCB1, uma vez que a extrusão de 

substrato nesta célula foi total e só foi possível reverter esta atividade de forma 

parcial. A presença de diferentes bombas, que possuem afinidade pelo substrato 

utilizado, mas não pelos moduladores, pode também estar influenciando a análise 

dos resultados em relação à atividade da ABCB1, já que a FEPS possui, também, 

expressão e atividade da ABCC1.  Essa diferença de atividade da proteína ABCB1, 

entre as linhagens, pode, ainda, ser detectada sob forma de resistência, em 

diferentes níveis, aos quimioterápicos daunorrubicina e vincristina. 

 Um fator relacionado à modulação da expressão da ABCB1, e portanto à 

capacidade da célula de ser resistente ao tratamento, é a velocidade do ciclo celular. 

Em tumores sólidos, a ABCB1 é encontrada predominantemente nas camadas mais 

profundas, em células quiescentes, indicando que uma parada no ciclo celular pode 

induzir a expressão da ABCB1 (WARTENBERG e col., 1998). Outros estudos, 

também mostraram que células normais da medula óssea e células de pacientes 

com LMA apresentam menor expressão do mecanismo MDR quando submetidas a 

um estimulo de proliferação (SMEETS e col., 1999).  

 A diferença da velocidade do ciclo celular entre as células das linhagens 

resistentes Lucena e FEPS foi, então, analisada, paralelamente a diferença de 

expressão da ABCB1. Observou-se que as células FEPS possuem o ciclo celular 

mais lento que a Lucena, e uma maior expressão da proteína, sugerindo, juntamente 
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com os dados da literatura, que uma maior proliferação pode estar regulando 

negativamente a expressão da ABCB1. 

 Na clínica, um tumor possui células heterogêneas quanto à capacidade de 

resposta ao tratamento (VASCONCELOS e col., 2007), logo, o uso de um modelo 

experimental que nos permita verificar os fatores que podem estar envolvidos nesse 

processo de diferenciação, pode nos guiar numa busca mais específica de possíveis 

alvos terapêuticos no tratamento de tumores resistentes. 

 As diferenças observadas entre essas linhagens podem estar sendo 

reguladas por uma série de fatores. Marrone e colaboradores (2006) demonstraram 

que células tumorais na presença de apirase (substância capaz de hidrolisar o 

ATPo) tem a sua taxa de proliferação diminuída (MORRONE e col., 2006). Esse 

dado sugere que a maior capacidade de uma célula de promover a quebra do ATPo, 

pode influenciar negativamente na sua proliferação.  

 Então, após a caracterização do modelo experimental, foi iniciada a segunda 

fase do trabalho, que visava observar os efeitos do ATPo em diferentes níveis do 

fenótipo MDR.  

 Sabe-se que o ATPo é citotóxico em altas concentrações, tanto em células 

normais, quanto em células tumorais. Foi observado, neste projeto, que inclusive as 

células com alta expressão da ABCB1 se mostraram sensíveis a altas 

concentrações de ATPo (1; 2.5; 5; 10mM). As concentrações de ATPo usadas neste 

trabalho são bem acima das concentrações fisiológicas, pois nos permitem observar 

as diferentes respostas ao ATPo, das três linhagens utilizadas.  
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 Nas maiores concentrações, de 5 e 10mM, a linhagem FEPS, se mostrou um 

pouco mais  resistente que as outras. Apesar desta resistência apresentada pela 

FEPS não ser comparável à resistência dela a quimioterápicos convencionais, fomos 

então investigar o que poderia estar causando essa diferença.   

 Já foi demonstrado na literatura que células que possuem mais ABCB1 

possuem uma capacidade maior de hidrolisar o ATPo, portanto essa resistência 

observada, na linhagem FEPS, poderia estar correlacionada à maior capacidade 

desta de promover a quebra do ATPo.  Como descrito anteriormente, há uma 

correlação entre o aumento da expressão da ABCB1 e da atividade da ecto-

5´nucleotidase (UJHÁZY e col., 1994 e 1996, LEDOUX e col.,1997 e BERNARDO e 

col., 2006). Quando a atividade dessa enzima foi comparada entre as linhagens 

K562, Lucena e FEPS, foi observado que a atividade da ecto-5´nucleotidase 

aumenta diretamente proporcional ao aumento da expressão da ABCB1, 

corroborando os dados da literatura.  Já a correlação entre o aumento da ecto-

ATPase e o fenótipo MDR, observado no modelo experimental utilizado durante o 

trabalho, ainda não havia sido demonstrada em humanos. Esses dados sugerem 

que haja uma maior degradação do ATPo nas células que possuem uma maior 

expressão da ABCB1, não só pela enzima capaz de hidrolisar o 5´AMP, mas 

também pela enzima capaz de hidrolisar diretamente o ATPo. Confirmando, 

portanto, a maior capacidade das células FEPS de promover a quebra do ATPo. 

 Como descrito anteriormente, o nosso grupo demonstrou que as células das 

linhagens K562 e Lucena não possuem receptores P2X7 ativos (BERNARDO e col., 

2006), portanto o efeito deletério causado pelo ATPo, não se deve à ligação do 

mesmo ao seu receptor de membrana.  
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 Alguns estudos mostraram que em células leucêmicas e de carcinoma 

humano a inibição da quebra do ATPo inibe o seu efeito tóxico, indicando que este 

efeito esteja realmente relacionado à produção de metabólitos (SCHNEIDER e col., 

2001 e VÖLKL e col., 2008). Somando-se a isso, tem-se o fato de que os três tipos 

celulares possuem atividade ecto-enzimática, assim sendo, esses dados sugerem 

que a citotoxicidade causada pelo ATPo possa ser resultado da geração dos seus 

metabólitos, como a adenosina extracelular.    

 Foi verificada, então, a viabilidade das linhagens celulares K562, Lucena e 

FEPS na presença de adenosina extracelular. Nota-se que as células apresentam 

uma curva de viabilidade dose dependente muito semelhante à observada com o 

ATPo. Porém a sensibilidade, nas menores concentrações (1 e 2,5mM), parece 

maior na presença de adenosina quando comparada com ATPo, principalmente nas 

células que possuem maior atividade das ecto-enzimas.   

 Além disso, nota-se, que a pequena resistência apresentada pela FEPS em 

relação ao ATPo, também se mantém em relação à adenosina, sugerindo que o 

efeito observado, seja realmente provocado pela adenosina.   

 Para compreender melhor os mecanismos pelos quais a FEPS possui essa 

diferença de viabilidade na presença de nucleotídeos extracelulares em relação às 

demais linhagens, é necessário um estudo mais aprofundado dos receptores para 

esses nucleotídeos, dos transportadores dos mesmos nessas células. Outro fator, 

que pode estar influenciando essa resposta à adenosina é uma possível alteração 

na atividade das enzimas capazes de modular a quantidade de adenosina 

extracelular, como a ecto-ADA. 
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 Uma vez que os resultados apontam que a morte celular é gerada pela 

adenosina, foi verificado que  na presença da mesma essa morte é induzida por 

apoptose, com ocorrência de uma necrose secundária. 

 Outra correlação existente entre o ATPo e células MDR é o fato desse ser um 

substrato das proteínas transportadoras ABC (ABRAHAM e col., 1993 e 2001). 

Acredita-se que células que possuam mais ABCB1 são capazes de transportar mais 

ATP do meio intracelular para o meio extracelular e que o aumento da atividade das 

ecto-enzimas nessas células seria uma forma de regular a quantidade de ATP 

extracelular. Além disso, as ecto-enzimas atuariam como uma molécula acessória à 

atividade da ABCB1, hidrolisando ATP e fornecendo seus precursores, no caso, a 

adenosina, para transportadores dependentes deste nucleotídeo.  

 A partir dessa hipótese, foi verificado, se o ATPo e a adenosina seriam 

capazes de modular a atividade da ABCB1. Foram utilizadas células de sangue 

periférico de doadores saudáveis para averiguar a existência dessa modulação, uma 

vez que elas possuem uma baixa atividade da proteína, o que permitiu observar de 

forma mais clara as mudanças ocorridas. 

 Os resultados que mostram que o ATPo foi capaz de aumentar o acúmulo de 

substrato fluorescente, tanto em linfócitos, quanto em células mononucleares, assim 

como o inibidor da proteína ABCB1, corroboram os dados da literatura. Esses dados 

sugerem que o ATPo pode atuar também como um inibidor dessa proteína, uma vez 

que além de ser um substrato da ABCB1, ela não é capaz de promover, nessas 

condições, permeabilização de membrana nessas linhagens (BERNARDO e col., 

2006). 
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 Apesar de o ATPo, sozinho, não ser capaz de reduzir a massa tumoral em 

pacientes (HASKELL e col., 1998), ele poderá ser utilizado, concomitantemente, aos 

tratamentos convencionais, como uma terapia adjuvante, a fim de reverter o perfil de 

resistência, apresentado por alguns tumores. Para isso, serão necessários mais 

estudos visando compreender melhor o efeito do ATPo no fenótipo MDR.  

 Corroborando a idéia de que o aumento da atividade ecto-enzimática esteja 

associado a uma maior produção de adenosina, levando, portanto a um aumento da 

atividade da ABCB1, nota-se que tanto em linfócitos, quanto em linhagens 

leucêmicas a adenosina foi capaz de diminuir a concentração de substrato dentro da 

célula, sugerindo que houve um aumento na atividade da ABCB1. Esses resultados 

são ainda preliminares, e por isso é necessário um pouco mais de investigação 

acerca da influência da adenosina, na atividade da ABCB1. 

 Existem vários fatores capazes de modular as proteínas de resistência, e os 

relacionados ao ATP vêm sendo estudados, uma vez que ele está diretamente 

ligado à função dessas proteínas. Em fungos e plantas, um aumento da atividade 

das ecto-enzimas leva a MDR, em contraposição à inibição dessa atividade, que 

induz uma susceptibilidade a xenobióticos (THOMAS e col., 2000), sugerindo mais 

uma vez que o estudo de ecto-enzimas possa vir a desvendar relações importantes 

no fenômeno MDR. 

  Portanto os nucleotídeos extracelulares e as enzimas capazes de regulá-los 

podem ser utilizados como alvos terapêuticos e servirem, no futuro, como novas 

abordagens de tratamento contra tumores resistentes a múltiplas drogas. 
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6. CONCLUSÕES 
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 Baseado no sumário dos nossos resultados: 

• A linhagem K562 não possui expressão e atividade da ABCB1, enquanto as 

linhagens Lucena e FEPS possuem expressão e atividade em diferentes 

níveis. 

•  A linhagem FEPS possui uma expressão da ABCB1 duas vezes maior que a 

observada nas células da linhagem Lucena, além disso, a atividade dessa 

proteína também é maior nessa linhagem. 

•  As linhagens Lucena e FEPS mostraram-se resistentes à ação de diferentes 

quimioterápicos, confirmando o fenótipo MDR. 

• As três linhagens mostraram-se susceptíveis à ação do ATP extracelular, 

inclusive as linhagens resistentes. 

• As três linhagens celulares possuem atividade das ecto-enzimas, ecto-

ATPase e ecto-5´nucleotidase, porém nota-se um aumento dessa atividade 

diretamente relacionado ao aumento da expressão e atividade da ABCB1. 

• A adenosina extracelular demonstrou uma maior toxicidade nas linhagens em 

relação ao ATP. Os resultados sugerem que ela seja o principal agente 

citotóxico e não o ATPo. 

• A citotoxicidade observada na presença de adenosina foi causada pela 

indução de apoptose nas linhagens leucêmicas. 

• O ATP é capaz de aumentar o acúmulo de Rho em células com atividade da 

ABCB1, sugerindo que ele possua um efeito inibidor dessa proteína. 

• A adenosina foi capaz de diminuir a concentração de Rho dentro da célula, 

sugerindo que ela é capaz de promover um aumento na atividade da ABCB1. 
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Podemos concluir que os nucleotídeos extracelulares, como o ATPo e a 

adenosina extracelular são tóxicos em células leucêmicas, inclusive em células 

que possuem o fenótipo MDR, e que a atividade das ecto-enzimas está 

intimamente relacionada com a atividade da proteína de resistência ABCB1. 

Porém, os mecanismos que participam dessa modulação, ainda não foram 

elucidados. Além disso, o ATP e a adenosina extracelulares são capazes de 

alterar a atividade da ABCB1, sugerindo que essas proteínas se regulem por um 

possível mecanismo de feedback.  
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