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Resumo 
 



 

 

Celestino AT. Modulação do fenótipo de resistência a múltiplas drogas por 
lipoproteínas em células de sarcoma uterino resistente à doxorrubicina. 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2009 
 
 
O desenvolvimento de resistência a múltiplas drogas na terapêutica do 
câncer é um importante obstáculo para o tratamento efetivo. Os mecanismos 
de resistência a múltiplas drogas ocasionam a redução intracelular de 
agentes quimioterápicos e, por conseqüência, estão envolvidos no fracasso 
no tratamento do câncer. Os principais genes envolvidos neste fenômeno 
são: o gene MDR1(“multiple drug resisctance”), que codifica uma 
glicoproteína de alto peso molecular, a P-gp; o gene MRP1, que codifica 
uma glicoproteína de 190 Kda, denominada proteína associada à resistência 
a múltiplas drogas; e o gene da LRP (proteína relacionada à resistência de 
pulmão). Alguns estudos sugerem que o colesterol pode estar envolvido 
diretamente com o fenômeno de resistência a múltiplas drogas, e que os 
lipídeos podem influenciar várias e complexas funções no MDR, por 
afetarem o transporte de drogas através da membrana plasmática. Além 
disso, células tumorais tem maior necessidade de colesterol devido a uma 
taxa de multiplicação mais elevada que as células normais. Neste estudo 
analisou-se a expressão dos genes MDR1, MRP1 e LRP em células de 
sarcoma uterino resistentes à doxorrubicina, e a influência de lipoproteínas. 
Houve aumento da expressão dos genes MDR1, MRP1 e LRP nas células 
tratadas com a LDL, sendo mais expressivo o gene MDR1. A HDL diminuiu a 
expressão dos genes MRP1 e LRP. No entanto, o gene MDR1 teve sua 
expressão diminuída somente em concentrações maiores. As células 
cultivadas em meio sem soro fetal apresentaram um elevado aumento na 
expressão destes genes. Em conclusão, as lipoproteínas podem modular a 
expressão dos genes MDR1, MRP1 e LRP e, assim, atuar na resistência a 
múltiplas drogas.  
 
Descritores: 1. Resistência a múltiplos medicamentos 2. Doxorrubicina 3. 
Lipoproteínas 

 
 

 
  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summary 

 



 

 

Celestino AT. Modulation of phenotype of multidrug resistance for lipoprotein 
in uterine sarcoma cells resistant to doxorubicin. Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo, SP (Brazil); 2009. 
 
The development of multidrug resistance in anticancer therapy is an obstacle 
in the efficiency of the treatment. The multidrug resistance mechanism 
causes reduction of intracellular chemotherapeutical drugs. Therefore, it 
leads to treatment failure. There are three main multidrug resistance genes: 
MDR1, which codifies the P-gp (a high weight glycoprotein); MRP1, which 
codifies a 190 Kda glycoprotein; and, the LRP (lung resistance related 
protein) gene. Several reports suggest that cholesterol may be directly 
involved with the multidrug resistance phenomenon and that lipids may affect 
many complex functions in this regard, as the activity of the drug transport 
across the plasmatic membrane. Moreover, tumor cells have great 
cholesterol necessity due to the high cell multiplication rate. Here we 
described the MDR, MRP, LRP gene expression of a doxorubicin-resistant 
uterine sarcoma cell line under the influence of lipoproteins. LDL increased 
the expression of all genes, mainly MDR1. Treatment with HDL led to 
reduction of MRP and LRP expression. However, the MDR gene expression 
decreased only by higher concentrations of HDL. Cells grown in serum-
deprived medium led to an increased expression of all the studied genes. 
Therefore, lipoproteins may modulate the MDR, MRP, LRP gene expression 
and, consequently, the cell resistance to drugs. 
 
 
Descriptors: 1.Drug resistance, multiple 2.Doxorrubicin 3.Lipoproteins 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 
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 A ligação entre colesterol e câncer não é nova. Há mais de um século 

atrás, Holden Webb sugeriu que o câncer ocorria devido à cristalização do 

colesterol em células vivas. Oito anos depois, foi observado o acúmulo de 

colesterol em tumores (Brown, 2007). 

 A quimioterapia possui uma importante função no tratamento do 

câncer. Para diminuir os efeitos da quimioterapia tradicional, algumas 

moléculas utilizadas como carregadoras de drogas anticancer vem sendo 

estudadas. Sistemas baseados em lipossomos e LDL (lipoproteína de baixa 

densidade) demonstram ser promissores no aperfeiçoamento dos efeitos 

terapêuticos das drogas anticancer e na redução dos efeitos colaterais 

associados a essas drogas. Entretanto, pacientes que tem recidivas após o 

tratamento com quimioterápicos apresentam o desenvolvimento da 

resistência a múltiplas drogas (MDR), limitando, assim, o potencial do 

tratamento (Shu & Liu, 2007). 

O colesterol é um importante constituinte na formação de membranas 

celulares. As células adquirem colesterol de duas formas, através da LDL e 

pela biossíntese na própria célula. O transporte de colesterol pela LDL é 

mediado por receptores de LDL localizados na membrana celular e estes 

receptores estão aumentados em células de câncer, enquanto que nos 

tecidos normais os receptores de LDL podem ser regulados (Shu & Liu, 

2007). 

Os lipídeos podem influenciar o transporte de drogas através da 

membrana plasmática e modular a atividade dos transportadores de droga, 

proporcionando diminuição do acúmulo intracelular de agentes 
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quimioterápicos levando ao típico fenótipo de resistência a múltiplas drogas 

(Rothnie et al., 2001). 

 

1.1 Mecanismos de resistência a múltiplas drogas 

O uso de agentes quimioterápicos constitui um dos tratamentos 

eletivos para diversos tumores. Contudo, muitas neoplasias não respondem 

à quimioterapia e outras, inicialmente responsivas, tornam-se resistentes 

posteriormente. O desenvolvimento de resistência frente a diferentes 

agentes antineoplásicos é um obstáculo fundamental para o êxito 

terapêutico desde o início do uso da quimioterapia no tratamento de 

tumores. A utilização de múltiplas drogas combinadas determinou um 

importante avanço para a diminuição no desenvolvimento de resistência, 

porém, diversos tumores persistem resistentes aos mais diferentes tipos de 

tratamento farmacológico (Goldie & Coldman, 1979). 

  O fator de maior relevância envolvido no fracasso do tratamento do 

câncer é, portanto, representado pelo desenvolvimento de resistência a 

drogas pelas células tumorais (Ginn, 1996; Kanzanki et al., 2001; Liu et al., 

2001). A resistência a drogas pode ser definida como a habilidade das 

células neoplásicas de sobreviverem à exposição a agentes tóxicos em 

doses máximas toleradas por tecidos normais e refere-se à resistência 

simultânea a uma variedade de agentes citotóxicos que apresentam 

diferentes sítios de ação e estruturas químicas diversas (Ginn,1996; 

Raaijmakers et al., 1998). 
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  Pode constituir-se numa propriedade intrínseca das células tumorais, 

ou pode ser adquirida por populações destas células que inicialmente são 

sensíveis à quimioterapia e, posteriormente, tornam-se resistente com a 

exposição aos agentes citotóxicos (Ginn, 1996; Liu et al.; 2001). 

A inabilidade em tratar pacientes de forma efetiva após a recidiva do 

tumor deve-se a múltiplos fatores de resistência, estudados há 

aproximadamente três décadas. Os mecanismos de resistência representam 

diversas formas de proteção da célula e do organismo e estão presentes na 

maioria das células normais. Infelizmente, muitos tumores utilizam esses 

mecanismos para sua própria proteção (Bergman, 2003). 

A resposta de células tumorais no tratamento com drogas pode ser 

definida por um vasto número de mecanismos moleculares operando em 

diferentes estágios (desde a penetração das substâncias dentro das células 

até a morte celular ou o encerramento de algum estágio do ciclo celular). 

Recentemente um conjunto de mecanismos capazes de definir resistência a 

drogas foi expandido, e os conceitos de organização do tumor e proteção 

celular ficaram mais complicados (Stavrovskaya & Stromskaya, 2008). 

Durante o século XX, o programa de seqüenciamento do Genoma 

Humano levou à descoberta de um grande número de transportadores ABC, 

cujas proteínas estão presentes em todos os organismos vivos 

(Stavrovskaya & Stromskaya, 2008). Estes transportadores ABC, pertencem 

a uma vasta família de proteínas transportadoras dependentes de ATP, que 

se encontra em domínios transmembranicos (Glavinas et al., 2004).  
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A atividade dos transportadores ABC representa uma estratégia 

básica de defesa das células contra o efeito citotóxico de agentes 

xenobióticos. A caracterização detalhada dos mecanismos causadores de 

MDR, tanto em células procariotas quanto em eucariotas de 

microorganismos ou de células neoplásicas humanas, é de extrema 

importância para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas para 

prevenir ou transpor a resistência ao tratamento (Lage, 2003). 

 

1.2 ABCB1 MDR/P-glicoproteína 

 Este foi o primeiro transportador de membrana descrito por sua 

habilidade em conferir resistência a múltiplas drogas em células de câncer. 

O gene de resistência a múltiplas drogas, denominado MDR, codifica 

uma proteína de alto peso molecular a P-glicoproteína (P-gp), a qual 

apresenta múltiplas isoformas codificadas por famílias do gene MDR (MDR-

1, MDR-2, MDR-3) (Ginn, 1996; Bates, 1999; Lee et al., 1996; Liu et al.; 

2001; Moore et al., 1995). No entanto, a isoforma conhecida em seres 

humanos por conferir resistência a drogas é codificada pelo gene MDR-1.  

A P-gp funciona como uma bomba de efluxo dependente de energia, 

que resulta em uma diminuição intracelular de agentes citotóxicos em 

células tumorais (Ginn, 1996; Lee et al., 1996; Liu et al.; 2001; Loggini et al., 

2001; Moore et al., 1995). A P-gp é uma glicoproteína de 170-Kda, 

transmembrânica, com dois domínios ATPase, sendo que o domínio interno 

transporta compostos hidrofílicos, incluindo muitos agentes quimioterápicos, 
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para o exterior da célula, de forma dependente de energia (Liu et al.; 2001; 

Niehans et al., 1992), conforme figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

              

Figura 1. Estrutura da P-glicoproteína  

 

Pouco se sabe a respeito da regulação deste gene. Diferentes 

agentes, tais como hormônios, oncogenes e fatores de transcrição podem 

ser relacionados à modulação da expressão do MDR-1 em seres humanos. 

Substâncias ou fatores como o butirato de sódio, ácido retinóico, vincristina, 

gene P53, fator nuclear kB, NF-IL 6 e YB-1 são alguns exemplos (Bates, 

1999). Hormônios esteroidais induzem a expressão MDR-1 no epitélio 

secretor do útero. Níveis nucleares de YB-1, um fator de transcrição 

associado à proliferação celular, podem estar relacionados à expressão do 

MDR-1 em câncer de mama e osteossarcoma em seres humanos. Portanto, 

a ativação do MDR-1 pode ser desencadeada por diversos fatores (Bates, 

1999). O MDR é um sistema de proteção das células contra compostos, 

incluindo drogas caracterizadas por diferentes estruturas químicas e por 
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diferentes mecanismos de atividade intracelular (Stavroskaya & Stromskaya, 

2008). 

A P-gp em seres humanos é expressa em tecidos normais: células do 

córtex da adrenal, na superfície canalicular de hepatócitos, superfície apical 

das células dos túbulos contornados proximais dos rins, superfície mucosa 

do intestino delgado e grosso, glândulas sebáceas da pele, endométrio do 

útero gravídico, trofoblastos da placenta, dutos pancreáticos e células 

epiteliais de capilares de tecidos como testículo e cérebro (Ginn, 1996; 

Loggini et al., 2001). 

Nestes locais, a P-gp atua na retirada de compostos xenobióticos 

tóxicos e no transporte de hormônios esteroidais (Niehans et al., 1992). Esta 

expressão em órgãos secretolíticos revela sua participação fisiológica na 

eliminação de produtos tóxicos intrínsecos e extrínsecos. Tumores 

originados dos tecidos citados acima, geralmente expressam a P-gp 

intrinsecamente, indicando que sua expressão pode ser mantida 

posteriormente em uma transformação neoplásica (Loggini et al., 2001).  

Os padrões de expressão da P-gp em tumores humanos distribuem-

se em quatro categorias (GIinn, 1996; Liu et al.; 2001). A primeira é 

representada por aqueles tumores com expressão intrínseca da P-gp, 

derivados de células que expressam esta proteína em estado não-

neoplásico e são também tradicionalmente refratários ao tratamento com 

drogas afetadas pelo fenômeno MDR. Os tumores que apresentam 

expressão intrínseca da P-gp originam-se de órgãos onde existe a 

expressão fisiológica da P-gp, como as glândulas adrenais e os rins 
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(BERGMAN et al., 1996). A segunda categoria envolve tumores que 

apresentam uma expressão ocasional da P-gp, como os vários tipos de 

leucemia, linfoma não-Hodgkin e alguns casos de neoplasias mamárias. 

Estes tumores são considerados inicialmente sensíveis à quimioterapia. A 

terceira relaciona-se a neoplasias que desenvolvem uma rara expressão da 

P-gp e apresentam uma sensibilidade variável à quimioterapia. Incluem-se 

neste grupo a maioria dos neoplasmas mamários, melanomas, tumores da 

vesícula urinária, tireóide, timo, ovário e próstata. A quarta categoria abriga 

tumores que expressam a P-gp após o tratamento, sendo eles o linfoma 

não-Hodgkin de grau intermediário de malignidade, mieloma múltiplo, 

leucemias mielóides agudas, sarcomas que se desenvolvem na infância, 

tumores ovarianos e neuroblastomas. A expressão da P-gp em certos 

cânceres deste grupo é associada a um mau prognóstico, progressão da 

doença e previsível resistência a múltiplas drogas (Ginn, 1996; Liu et al.;  

2001). Muitos estudos clínicos demonstraram a expressão da P-gp em 

pacientes portadores de mieloma múltiplo e os níveis aumentados desta 

proteína quando estes se tornam resistentes à vincristina e à doxorrubicina 

(Dalton et al., 1995).  

 

1.3 P-gp e sua afinidade por drogas 

A maioria dos agentes quimioterápicos é dissolvida na bicamada 

fosfolipídica da membrana citoplasmática, difundindo-se em um gradiente de 

concentração. A P-gp atua contrariamente, expulsando esses agentes para 

o meio extracelular (Ambudkar et al., 2003). 
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Existem basicamente dois mecanismos de captação de drogas pela 

membrana citoplasmática. No caso de drogas hidrofílicas como a cisplatina, 

análogos de nucleosídeos e antifolatos, estas não conseguem cruzar a 

membrana citoplasmática isoladamente. Há necessidade de transportadores 

ou a presença de canais hidrofílicos na membrana, para que estes agentes 

alcancem o meio intracelular (Ambudkar et al., 2003). Nestes casos, o 

fenômeno de resistência pode ser originado a partir de mutações geradas 

nestes transportadores, resultando no impedimento da entrada destes 

compostos na célula (Ambudkar et al., 2003). 

Em relação aos agentes hidrofóbicos, como os alcalóides da vinca, 

antraciclinas, actinomicina D, etoposídeo e paclitaxel, estes atravessam a 

membrana citoplasmática por difusão, sem a necessidade de 

transportadores específicos. Assim, a única forma de manter estas drogas 

fora da célula é pela ativação dos sistemas de transporte dependentes de 

energia, como a família das proteínas transportadoras ABC, cujo seu 

principal representante, a P-gp, leva à extrusão dessas drogas, resultando 

no fenótipo MDR (Ambudkar et al., 2003). 

 Um grande e diverso grupo de substâncias estruturalmente não 

relacionadas pode agir como substratos da P-gp. Este grupo inclui 

antraciclinas (doxorrubicina), alcalóides da vinca (vincristina), actinomicenos 

(actinomicina D, dactinomicinas), taxol (paclitaxel), agentes alquilantes 

(mitomicina C), antibióticos peptídicos (gramicidina, valinomicina), e muitos 

outros. Inibidores de protease do HIV-1 podem ser considerados como 

substratos da P-gp. Dessa forma a P-gp pode influenciar negativamente o 
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tratamento dos pacientes HIV+ com estes substratos. Por outro lado, a P-gp 

é capaz de expulsar efetivamente o peptídeo hidrofóbico viral gp41 das 

células. A interação desse peptídeo com a membrana plasmática celular é o 

passo inicial da entrada do vírus HIV na célula. A P-gp pode diminuir a 

infecção de HIV em linhagens celulares que a expressam. Deste ponto de 

vista, a P-gp é um transportador ABC com extrema especificidade aos 

substratos (Breier et al., 2005). 

Vários substratos fluorescentes da P-gp, assim como a doxorrubicina 

e a rodamina 123, são usados para demonstrar a atividade de transporte 

pela P-gp. Indicadores de cálcio intracelular, assim como calceina, fura-2 e 

fluo-3, em particular suas formas esterificadas (em que são capazes de 

entrar nas células via difusão passiva através da membrana plasmática) são 

substratos para P-gp e podem ser usados para medir com precisão a 

atividade de transporte da P-gp, usando citometria de fluxo ou microscópio 

confocal (Breier et al., 2005). 

Uma propriedade característica da resistência a múltiplas drogas 

mediada pela P-gp é reverter este fenômeno através de substâncias e 

drogas não citotóxicas. Assim, o verapamil e a ciclosporina A são 

geralmente aceitos como inibidores padrão da P-gp. Os agentes inibidores 

da P-gp são um grupo diverso e bem caracterizado de substâncias que 

incluem bloqueadores de canais de cálcio e sódio, antagonistas da 

calmodulina, anestésicos locais, esteróides, agentes imunossupressores, 

inibidores da proteína quinase, flavonóides, detergentes, alcalóides, 

compostos macrolide, metilxantinas derivadas da pentoxifilina, etc. Essas 
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substâncias reversoras do MDR mediado pela P-gp podem agir por 

diferentes mecanismos: (1) interação direta da molécula P-gp com seu sítio 

de ligação com ATP, onde a droga se liga ao sítio ou em outro lugar que seja 

crítico para a função do transporte; (2) modulação da expressão da P-gp; (3) 

modulação da atividade da P-gp pela inibição das modificações pós-

translacionais (fosforilação ou glicosilação); (4) modulação indireta das 

atividades de transporte da P-gp por outros sistemas (Breier et al., 2005). 

Além dos diversos quimioterápicos, existem outras drogas, 

consideradas substratos da P-gp. São elas a ivermectina, ondasentrona, 

loperamida, itraconazol, cetoconazol, ciclosporina, rifampicina, fenobarbital, 

digoxina, doxiciclina, omeprazole e anti-histamínicos (Bergman, 2003). Esta 

informação é importante, uma vez que a utilização concomitante destas 

drogas com quimioterápicos pode alterar a farmacocinética e toxicidade dos 

agentes empregados no protocolo quimioterápico, além da possibilidade de 

indução da resistência a múltiplas drogas (Bergman, 2003). Além disso, 

observou-se que por meio da P-gp, as células cancerígenas tornam-se 

simultaneamente resistentes a diferentes drogas. 

Estudos clínicos abrangendo vários tumores malignos constataram o 

desenvolvimento progressivo da expressão de P-gp, durante o tratamento 

quimioterápico. Nestas condições, a exposição a agentes citotóxicos leva à 

seleção de clones resistentes. A recidiva da doença maligna condiz com o 

pico, ou seja, estágio máximo de multiplicação desses clones malignos 

(Mealey et al., 1998).  
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1.4 ABCC1/MRP1 

 Em 1992, Cole et al. relataram a existência de um segundo tipo de 

proteína que também funcionaria como uma bomba de efluxo de drogas, 

presente em células cancerígenas pulmonares resistentes à doxorrubicina. 

Vários trabalhos sobre o gene MRP incluindo organização, 

localização, distribuição tecidual e função fisiológica, topologia, ligação de 

substratos a sítios específicos e transporte de substratos dependentes de 

ATP, tem sido realizados desde a clonagem de cDNA do MRP1. Devido à 

natureza dessa glicoproteína de membrana, mais esforço será necessário 

para elucidar a relação entre a estrutura e função desta proteína com a 

superexpressão de MDR em células de câncer (Chang, 2007). 

O gene MRP1 codifica uma glicoproteína de 190 Kda, que apresenta 

homologia ao gene MDR-1 e encontra-se no cromossomo 16 (Zhan et al., 

1997). A figura 2 ilustra o modelo estrutural da proteína MRP, designada 

proteína associada à resistência a múltiplas drogas que pode explicar 

parcialmente o fenômeno da resistência a múltiplas drogas em tumores cujo 

mecanismo envolvido não seja mediado pela P-gp (Zhan et al., 1997). 
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Figura 2. Estrutura da proteína MRP 

 

As proteínas P-gp e MRP são proteínas transportadoras ABC que 

desempenham um importante papel fisiológico no transporte de diferentes 

moléculas por meio das membranas biológicas, desde células bacterianas, 

fúngicas, protozoárias até células neoplásicas humanas. Esta superfamília 

de proteínas transportadoras é de fundamental importância para a 

resistência a drogas (Lage, 2003). 

A proteína MRP1 é expressa em diferentes órgãos e tipos celulares, 

com altos níveis no pulmão, testículos, rins, placenta, músculo esquelético e 

cardíaco. A MRP1 também é expressa no estômago, baço, cólon, tireóide, 

bexiga urinária e glândula adrenal (Chang, 2007). A expressão da proteína 

MRP1 em plexos coróides está de 4 a 5 vezes elevado em relação aos 

pulmões, que é consistente com os altos níveis de RNAm da MRP1 achados 

no plexos coróides de ratos (Chang, 2007). 
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Muitas células tumorais co-expressam P-gp e MRP (Bergman, 2003). 

A MRP constitui o segundo mecanismo mais freqüente de resistência a 

múltiplas drogas (Bergman, 2003).  

Pesquisadores divergem quanto à distribuição intracelular da MRP. 

Estudos da década passada sugerem uma localização predominante no 

retículo endoplasmático liso, enquanto outros, uma distribuição na 

membrana plasmática ou nas vesículas do complexo de Golgi (Loe et al., 

1996). 

Bergman (2003) afirma que a MRP localiza-se fisiologicamente no 

citoplasma de células normais, enquanto que nas células neoplásicas é 

encontrada na membrana citoplasmática, indicando sua possível função 

excretora nas mesmas (Bergman, 2003). 

Embora o mecanismo de ação da MRP não seja completamente 

conhecido, esta proteína também atua no aumento do efluxo de drogas, de 

forma dependente de energia, resultando na redução do acúmulo intracelular 

de drogas (Loe et al., 1996). Participa no transporte de conjugados de 

glutationa (GSH) e glucuronidios de bilirrubina, drogas neutras conjugadas a 

sulfato e drogas aniônicas como a metotrexato, no interior da célula e na 

excreção dos mesmos para o meio extracelular (Borst et al., 2000). Desta 

forma, a MRP tem importante papel na detoxificação, a qual também ocorre 

para os agentes quimioterápicos, facilitando o mecanismo de resistência 

(Bergman, 2003).  



                                                                                                                  Introdução 15 

 

 A principal proteína homóloga à MRP é a MRP1, que está presente 

na maioria dos tecidos, enquanto que a P-gp é expressa principalmente em 

tecidos que funcionam como barreiras (Ambudkar et al., 2003).  

        A MRP1, na espécie humana, parece estar envolvida na resistência a 

múltiplas drogas em casos de neoplasias como leucemias, linfomas, 

fibrossarcomas, tumores de pulmão, mama, útero, próstata e em carcinoma 

de bexiga (Berger et al., 1997; Lage, 2003; Loe et al., 1996). 

Estudos constataram que a MRP-1 pode conferir resistência a 

diversos quimioterápicos, incluindo as antraciclinas, alcalóides da vinca, 

epipodofilotoxinas e metotrexato (Lage, 2003; Zhan et al., 1997). O 

metotrexato, por ser um ânion orgânico, pode formar um complexo com 

moléculas de glutationa e ser lançado para fora da célula por meio da MRP1. 

Ao contrário, a P-gp preferencialmente transporta compostos orgânicos 

neutros ou básicos (Borst et al., 2000). 

 

1.5 Proteína relacionada à resistência de pulmão (LRP) 

Em 1986, foi identificada uma proteína denominada proteína 

relacionada à resistência de pulmão (“Lung Resistance Related Protein” – 

LRP), detectada primeiramente em células tumorais de câncer de pulmão 

resistentes a múltiplas drogas, através de mecanismo não mediado pela P-

gp (Raaijmakers et al., 1998). Os pesquisadores notaram que a LRP é 

idêntica à maior proteína do grupo “vault” a MVP (Major Vault Protein). 

Vaults são organelas citoplasmáticas localizadas na membrana nuclear e no 

poro nuclear (Ohno et al., 2001; Raaijmakers et al., 1998), conforme figura 3. 
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Acredita-se que as “vaults” estejam envolvidas nos transportes vesicular e 

nucleocitoplasmático de drogas (Kanzaki et al., 2001; Ohno et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Complexo “vault” em microscopia 
eletrônica (A); em desenho esquemático (B) 
 

Cogita-se que as proteínas “vault” medeiem o transporte bidirecional 

de uma variedade de substratos entre o núcleo e o citoplasma celular 

(Raaijmakers et al., 1998; Van Zon et al., 2003). Também já foi relatada a 

presença de drogas em vesículas de exocitose, no interior de células 
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resistentes a múltiplas drogas, que apresentaram uma alta expressividade 

da LRP (Raaijmakers et al., 1998). 

Um estudo realizado em células de carcinoma de faringe, as quais 

apresentaram uma alta expressão de LRP, demonstrou o possível 

envolvimento desta proteína no transporte nucleocitoplasmático de drogas, 

resultando no fenótipo MDR. As células de carcinoma de faringe sensíveis e 

resistentes foram submetidas a determinadas concentrações de benzopireno 

ou de doxorrubicina e verificando-se a distribuição intracelular destas drogas 

por microscopia de fluorescência. Foi observado que as células sensíveis ao 

receberem o tratamento com o benzopireno ou doxorrubicina, apresentaram 

maior acúmulo no núcleo da célula, local de ação destas drogas, do que no 

citoplasma, conferindo-se assim, sensibilidade a estes agentes. Por outro 

lado, as células resistentes apresentaram maior acúmulo de drogas no 

citoplasma do que no núcleo, distanciando-as do seu sítio de ação. Este 

experimento assim como outros, aponta para a importância desta proteína 

como mecanismo MDR (Cheng et al., 2000). 

A proteína LRP pode ser encontrada fisiologicamente no cólon, 

pulmões, túbulos contornados proximais renais, córtex da adrenal (Filipits et 

al., 2000). 

A LRP apresenta uma alta expressividade em tecidos expostos a 

longo prazo a agentes xenobióticos como epitélio brônquico, córtex da 

adrenal e macrófagos (Van Zon et al., 2003). 

A LRP, encontrada em tecidos normais e neoplásicos de seres 

humanos, pode levar a maior ou menor sensibilidade à quimioterapia por 
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diferentes tipos de tumores (Raaijmakers et al., 1998), principalmente no 

câncer de pulmão (origem de sua denominação), mas também nas 

leucemias, linfomas e tumores sólidos (Mossink et al., 2003; Schneider et al., 

2001). 

 Embora este mecanismo de resistência ainda não tenha sido 

extensivamente estudado, foi demonstrado que a LRP está envolvida na 

resistência à adriamicina e cogita-se que possa estar associada à resistência 

em casos de neoplasia mamária (Schneider et al., 2001).  

Siva et al. (2001), relataram que linhagens celulares resistentes a 

múltiplas drogas como carcinoma de pulmão, mieloma e carcinoma de 

mama, apresentam níveis elevados de MVP (LRP). No entanto, já se 

demonstrou previamente que a MVP não é suficiente para levar ao fenótipo 

MDR isoladamente. “Vaults” são complexos de múltiplas subunidades e 

precisam interagir para ocasionar o fenótipo MDR. 

Estudos recentes em mielomas e em outras neoplasias humanas, 

relacionaram a expressão da LRP à resistência a agentes alquilantes como 

o melfalano no caso de mieloma múltiplo (Mossink et al., 2003; Raaijmakers 

et al., 1998). Além disso, a expressão da LRP em células tumorais está 

associada à resistência à doxorrubicina, vincristina, carboplatina, cisplatina, 

etoposídeo, paclitaxel e gramicidin D (Filipits et al., 2000).  

A expressão da LRP também foi associada a uma resposta 

insatisfatória à quimioterapia e a uma sobrevida curta, em casos de linfoma 

de células B, sugerindo que esta proteína seja um fator de resistência 

clinicamente relevante em casos de linfoma (Filipits et al., 2000).  
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No caso de leucemia mielóide aguda em seres humanos, pode-se 

observar a co-expressão da P-gp, MRPI e da LRP simultaneamente. 

Geralmente, as piores respostas ao tratamento e taxa de sobrevida são 

observadas em pacientes que co-expressam estas proteínas e o melhor 

prognóstico em pacientes negativos para as mesmas (Mossink et al., 2003). 

A existência de co-expressão destas proteínas já foi relatada previamente 

por Moran et al. (1997), em células de carcinoma de ovário humano. 

Em relação aos tumores sólidos em seres humanos, a expressão da 

LRP foi notada em câncer de ovário, mama e em neoplasias de epitélio 

brônquico, ceco, colon, reto, melanoma, osteossarcoma e neuroblastoma 

(Mossink et al., 2003). 

Até o momento, poucos estudos contribuíram para a elucidação da 

participação da “vaults” no desenvolvimento de resistência a múltiplas 

drogas (Mossink et al., 2003). 

 

1.6 Metabolismo lipídico 

Os lipídeos são um grupo heterogêneo de compostos insolúveis em 

água, que podem ser divididos em quatro grupos principais: ácidos graxos, 

triglicérides, fosfolípides e o colesterol. Devido a sua característica 

hidrofóbica, quando presentes na corrente sanguínea, naturalmente formam 

estruturas organizadas, macroagregados moleculares, denominados 

lipoproteínas (Davis et al., 1996; Bachorik et al., 1999 ). 

As lipoproteínas, unidades funcionais de transporte de lipídeos na 

corrente sangüínea, tem forma esférica e são compostas por núcleo lipídico 
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hidrofóbico, constituído, principalmente, por éster de colesterol e triglicérides, 

envolto por uma monocamada hidrofílica, composta por fosfolípides, 

colesterol e proteínas (Eisemberg & Levi, 1995). Seus componentes 

protéicos são denominados apolipoproteínas e se associam à lipoproteína 

por interações não covalentes (Schaeffer et al., 1978). 

As apolipoproteínas desempenham importante papel na solubilização 

e estabilização estrutural das lipoproteínas, modulam o metabolismo 

lipoprotéico ao atuarem como ativadores e bloqueadores enzimáticos e, por 

fim, mediam a captação celular das lipoproteínas por receptores específicos 

(Schaeffer et al., 1978). A classificação das apolipoproteínas é feita de 

acordo com uma nomenclatura alfanumérica: A-I, A-II e AIV, apos B-100 e B-

48, apos C-I C-II e C-III, apo D, apo E e apo (a) (Schaeffer et al., 1978). 

As lipoproteínas se diferem quanto a composição (diferenças 

quantitativas e qualitativas dos lipídeos e apolipoproteínas), tamanho e 

mobilidade eletroforética. A sua classificação pode ser feita por 

ultracentrifugação em gradiente de densidade, ou de acordo com sua 

migração eletroforética em acetato de celulose ou gel de agarose (Lee et al., 

1970; Chapman et al., 1981). As quatro maiores classes de lipoproteínas 

plasmáticas são: quilomícron, VLDL, LDL e HDL. Existem duas menores 

classes de lipoproteínas que são: lipoproteína de densidade intermediária 

(IDL) e lipoproteína (a) (Scartezini et al, 2003). 

As propriedades físicas e a composição das principais lipoproteínas 

estão reunidas na tabela 1 e a classificação e as propriedades das principais 

apolipoproteínas estão reunidas na tabela 2.  
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Tabela 1. Propriedades físicas e composição das principais lipoproteínas  

Abreviaturas: QM= quilomícron, VLDL= Lipoproteína de muito baixa densidade, LDL= lipoproteína de baixa 
densidade, HDL= lipoproteína de alta densidade, Aprox. = aproximadamente. Adaptado de Bachorick et al., 
1999 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 QM VLDL IDL LDL HDL Lp (a) 

       

Tamanho (nm) 75-1200 30-70  18-30 5-12 25-30 

Densidade (g/ml) <0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,21 1,045-1,080 

Mobilidade Eletroforética Origem Pré- β Entre β e Pré- β β α Pré- β 

Triglicérides (%) 80-95 45-65 Aprox. 32 4-8 2-7 Semelhante 
LDL 

Fosfolípides (%) 3-6 15-20 Aprox. 21 18-24 36-32 Semelhante 
LDL 

Colesterol (%) 1-3 4-8 Aprox. 8 6-8 3-5 Semelhante 
LDL 

Ester de Colesterol (%) 2-4 16-22 Aprox. 23 45-50 15-20 Semelhante 
LDL 

Proteínas (%) 1-2 6-10 Aprox. 16 18-22 45-55 27 

Principais Após A-I, B-48, 
C-I, C-II, C-

III 

B-100, C-I, C-
II, C-III, E 

B-100 
E 

B-100 A-I 
 A-II 

(a) 
B-100 
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Tabela 2. Classificação e propriedades das principais lipoproteínas 
Lipoproteínas PM 

(kda) 
Lipoproteína 
Carreadora 

Função 

    
A-I 29 Quilomícron, HDL Ativas a LCAT, 

Estimular o efluxo de colesterol 
Mediar a ligação da HDL com SR-B1 e ABCA1 

    
A-II 17,4 HDL Inibição da LH 

Estimular o Efluxo de Colesterol 
    
A-IV 44,5 Quilomícron, HDL Ativar a LCAT, Modular LLP, 

Estimular o efluxo de colesterol 
    
B-48 240,8 Quilomícron Secreção de lípides do intestino sob a forma de 

QM 
    
B-100 512,7 VLDL, IDL, LDL Secreção de lípides do fígado sob a forma de 

VLDL, 
Captação hepática da IDL e LDL 

    
C-I 6,6 Quilomícron, 

VLDL, HDL 
Ativar a LCAT, Inibir LH,  

Inibir a captação hepática das lipoproteínas ricas 
em TG 

    
C-II 8,9 Quilomícron, 

VLDL, HDL 
Ativar LLP, Inibir LH, 

Inibir a captação hepática das lipoproteínas ricas 
em TG 

    
C-III 8,8 Quilomícron, 

VLDL, HDL 
Inibir LLP, Inibir LH, 

Inibir a captação hepática das lipoproteínas ricas 
em TG 

    
E 34,1 Quilomícron, 

VLDL, HDL 
Ativas a LCAT, Ativar LH, 

Estimular o efluxo de colesterol 
Captação hepática de QMr, IDL e HDL 

    
(a) 187 a 662 Lp (a) Desconhecida 
Abreviaturas: QM= Quilomícron, QMr= remanescente de quilomícron, VLDL= lipoproteína de muito baixa 
densidade, LDL= lipoproteína de baixa densidade, IDL= lipoproteína de densidade intermediária, HDL= 
lipoproteína de alta densidade, LCAT= lecitina colesterol acil-transferase, LH= lípase hepática, LLP= 
lípase lipoproteíca. Adaptado de Scartezini et al., 2003 e Wang & Briggs, 2004 
 

 

O transporte dos lipídeos na circulação sanguínea pode ser dividido 

em duas vias principais: o transporte exógeno, que corresponde à via de 

transporte dos lipídios provenientes da dieta; e o transporte endógeno, que 

corresponde ao transporte dos lipídios de origem hepática. Além disso, há o 



                                                                                                                  Introdução 23 

 

transporte reverso do colesterol que corresponde ao transporte do colesterol 

de tecidos extra-hepáticos para o fígado (Brown et al., 1981). 

 

1.7 Funções da P-Glicoproteína na esterificação do colesterol 

As células exercem um controle estrito sobre o nível de colesterol livre 

através de mecanismos homeostáticos que controlam as taxas de síntese de 

colesterol, da esterificação de colesterol e da endocitose de lipoproteínas de 

baixa densidade (LDL), rica em colesterol, mediada por receptores 

específicos. A esterificação do colesterol é catalizada pela enzima acil-CoA: 

colesterol aciltransferase (ACAT), no retículo endoplasmático. O excesso de 

colesterol livre intracelular estimula sua esterificação e conseqüente 

armazenamento em gotas lipídicas citosólicas; este é um mecanismo de 

proteção, pois o colesterol livre em excesso pode ser tóxico para as células. 

A taxa de esterificação do colesterol é mais dependente da disponibilidade 

de colesterol no retículo endoplasmático do que dos níveis de ACAT (Debry 

et al., 1996). 

 A HMG-CoA redutase, enzima-limitante da biossíntese de colesterol, 

também se encontra no retículo endoplasmático, mesmo quando seu 

substrato ou seu produto se encontrem no citosol. O excesso de colesterol 

livre diminui a atividade da HMG-CoA redutase, aumentando a taxa de 

degradação da enzima. Assim, esta é mais uma atividade no metabolismo 

do colesterol que ocorre no retículo endoplasmático (Debry et al., 1996). 

            Vários compostos e substâncias interferem com a esterificação do 

colesterol, incluindo algumas utilizadas no tratamento do câncer como, por 
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exemplo, a progesterona inibe a esterificação do colesterol, inibindo 

diretamente a ACAT ou evitando a liberação de colesterol para a ação da 

ACAT (transporte de colesterol da membrana ao retículo endoplasmático) e 

seqüestro de colesterol no lisossomo (Debry et al., 1996). A progesterona 

interage também com a P-glicoproteína, inibindo-a, assim como a 

testosterona e corticosterona (Debry et al., 1996). A esterificação do 

colesterol, por sua vez, também é inibida por inibidores não esteroidais de 

MDR. 

 Luker et al 1999, mostraram a esterificação do colesterol com dados 

que sugerem uma possível função da P-gp no transporte de colesterol da 

membrana plasmática para o retículo endoplasmático. As células 

transfectadas com a P-gp humana esterificaram mais colesterol do que as 

células que não receberam o gene (Mizutani et al., 2008). 

 Wang et al 2000, relataram que a P-gp tem uma função direta na 

disposição do colesterol. Em uma linhagem celular que superexpressava P-

gp, o colesterol provocou uma inibição dramática no transporte de 

daunorrubicina, sugerindo que o colesterol interage diretamente com os 

substratos ligados aos sítios de P-gp, consistente com o colesterol 

transportado pela P-gp (Mizutani et al., 2008). 

 Gayet et al 2005, observaram que células de leucemia linfoblástica 

aguda expressam elevados níveis de P-gp, e que a quantidade de colesterol 

esterificado aumenta linearmente a resistência à vinblastina, enquanto que a 

quantidade de colesterol livre e total aumenta de maneira não linear. O 

colesterol controla as atividades ATPase e de efluxo de droga mediado pela 
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P-gp. Isto sugere que o colesterol possa estar envolvido diretamente com o 

típico fenômeno de resistência a múltiplas drogas (Mizutani et al., 2008). 

 

1.8 Mudanças na membrana lipídica associada com MDR 

Os lipídeos podem influenciar múltiplas e complexas funções no MDR, 

por afetar o transporte de drogas através da membrana plasmática e por 

modular a atividade do transporte de drogas. Os lipídeos determinam a 

fluidez da membrana celular (ordem da bicamada lipídica e microviscosidade 

da membrana), a qual modificada pode afetar a habilidade das células 

(MDR) em acumular drogas.  Semelhantemente a outras ATPases 

associadas à membrana, a P-gp deve ser reconstituída com fosfolipídios da 

bicamada em completa atividade. Fosfatidilcolina e fosfatidilserina 

insaturadas são cruciais para a restauração da atividade ATPásica da P-gp, 

enquanto que a fosfatidiletanolamina saturada é mais efetiva na ativação da 

ATPase. Além disso, os lipídeos atuam na acoplagem entre os sítios de 

ligação da droga e os sítios catalíticos da P-gp (Lavie et al., 2000).  

  Diversos estudos demonstram que células resistentes a drogas 

exibem um aumento na fluidez da membrana, enquanto outros sugerem o 

oposto (Lavie et al., 2000). Em paralelo, análises químicas de lipídeos 

celulares e a comparação quantitativa de vários tipos de lipídeos em células 

resistentes e sensíveis a drogas, tem indicado que a aquisição do MDR está 

associada com mudanças significativas no colesterol, esfingolipídios e outros 

lipídeos. Estas alterações no conteúdo lipídico podem ocorrer por mudanças 
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nas propriedades do MDR na membrana celular e podem afetar o transporte 

e extrusão da droga (Lavie et al., 2000). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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Analisar a influência das lipoproteínas na expressão dos genes 

MDR1, MRP1 e LRP em células de sarcoma uterino resistentes à 

doxorrubicina.



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. Métodos 
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3.1 Preparo de LDL e HDL plasmáticas humanas 

A preparação de LDL e HDL nativa foi feita a partir de plasma 

humano, obtido de doadores de sangue, após fracionamento do sangue de 

acordo com o método de Havel (1955). Adicionou-se ao plasma 

benzamidina, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), nas concentrações finais de 2mM, 1mM e 

1mg/ml, respectivamente. A densidade do plasma foi ajustada inicialmente 

de 1,006 g/ml (densidade normal do plasma) para 1,063 g/ml com brometo 

de potássio (KBr), na quantidade calculada de acordo com a fórmula de 

Radding-Steinberg (1960). Após homogeneização, as amostras foram 

ultracentrifugadas em ultracentrífuga Beckman a 49.000 x g por 24 horas a 

4°C em rotor 80Ti. Após ultracentrifugação, o material de cor alaranjada 

(LDL) contido na porção superior do tubo (densidade inferior a 1,063 g/ml), 

foi aspirado; desprezou-se a porção incolor intermediária, e a porção 

esverdeada presente no fundo do tubo foi também aspirada. A densidade do 

material que contém a LDL foi determinada e ajustada para 1,006g/ml com 

solução salina. Este material foi novamente ultracentrifugado nas mesmas 

condições descritas acima. A fração de densidade superior a 1,006g/ml foi 

coletada e dialisada extensivamente contra tampão de 150mM de cloreto de 

sódio (NaCl) por 48 a 72hs. A densidade do material que contém a HDL foi 

ajustada para 1,215g/ml com KBr. Este material foi novamente 

ultracentrifugado nas mesmas condições descritas acima. A porção amarela 

correspondente a HDL foi coletada e dialisada contra tampão de 150 mM de 

cloreto de sódio (NaCl) por 72 hs. A concentração de proteína, tanto da LDL 
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como da HDL purificadas, foi determinada pelo método de Lowry (1951). O 

material foi esterilizado por passagem em filtro de 0,22 µm e armazenado a 

4°C sob atmosfera de nitrogênio até o momento de sua utilização (Havel et 

al.,1955). 

 

3.2 Cultura de células de sarcoma uterino resistente à quimioterápicos 

Células de sarcoma uterino humano MES-SA/Dx5 (ATCC CRL-1977), 

resistentes à doxorrubicina, foram cultivadas em meio McCoy's 5A contendo 

SFB 10%, 100U/ml penicilina, 100µg/ml estreptomicina, 26,4mM bicarbonato 

de sódio. Estas células cresceram em incubadora com atmosfera de 5% de 

CO2 a 37°C, conforme descrito (Dalton et al., 1983). A não ser quando 

especificado, estas células sempre estarão mantidas neste ambiente.  

 

3.3 Teste de citotoxicidade das lipoproteínas 

Cerca de 1x104 células (sarcoma uterino resistente) foram cultivadas 

em meio de cultura em placas de 96 poços, em triplicata. As células foram 

incubadas sem ou com diferentes concentrações de LDL, HDL por 3 dias 

consecutivos (Cucco et. al., 1996). Diariamente foi feita a contagem de 

células viáveis pelo método MTT (Carmichael, 1987). 

 

3.4 Eletroforese de lipoproteínas 

A eletroforese de lipoproteínas foi realizada em fitas de acetato de 

celulose (Stein,1986). Utilizaram-se como reagentes: tampão Tris-Veronal, 

pH 9,1 ± 0,2; tampão High Buffer pH 8,8 ± 0,2; NaOH 5,5%; etanol absoluto; 



                                                                                                                      Métodos 32 

 

corante Sudan black. Como soluções de trabalho: solução de coloração (50 

mL de Sudan black + 50 mL de NaOH 5,5%) e solução fixadora (30 mL de 

NaOH 5,5% + 20 mL de etanol absoluto). 

A fita de acetato de celulose foi umedecida com tampão Tris-Veronal; 

o excesso de tampão foi removido com papel-filtro. Amostras de plasma, 

HDL, LDL obtidas conforme descrito acima foram aplicadas nas fitas por três 

vezes, esperando-se a absorção das amostras entre uma aplicação e outra. 

Colocou-se o tampão Tris-Veronal na cuba de eletroforese. As fitas foram 

colocadas em uma base de apoio e, em seguida, na cuba de eletroforese 

com a parte da aplicação do lado do pólo negativo. A voltagem aplicada foi 

de 200 volts e o tempo de corrida foi de 45 minutos. Após a corrida 

eletroforética, as fitas foram retiradas e colocadas na solução fixadora por 10 

minutos e, em seguida, na solução de coloração até o dia seguinte, quando 

foram retiradas, lavadas em água corrente e mantidas em um recipiente com 

água destilada até a análise. 

 

3.5 Extração de RNA total 

Células de sarcoma uterino resistentes foram contadas e coletadas 

por centrifugação a 1.850 rpm por 10 minutos à temperatura ambiente. Foi 

adicionado 1 ml de TRIzol para cerca de 5-10 x 106 células e homogeneizou-

se bem com uma pipeta. Incubou-se por 5 minutos à temperatura ambiente. 

Adicionou-se 200µl de clorofórmio e agitou-se vigorosamente por 15 

segundos, seguido de repouso por 3 minutos à temperatura ambiente. 

Centrifugou-se a 12.000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi 
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transferida para um novo tubo previamente esterilizado. Adicionou-se 500µl 

de isopropanol e incubou-se por 10 minutos à temperatura ambiente. 

Centrifugou-se a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi 

descartado. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 75% em água 

tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e homogeneizou-se em vortex, 

suavemente, por 15 segundos. Centrifugou-se a 7.500 x g por 5 minutos a 

4°C, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi colocado para secar  

por 15 minutos à temperatura ambiente e dissolvido em 50 µl de água 

tratada com DEPC (Chomczynski & SacchiI, 1987). 

 

3.6 Análises da expressão dos genes MDR, MRP E LRP  

3.6.1 PCR em tempo real  

O PCR em tempo real foi utilizado para a análise da expressão gênica 

dos genes MDR, MRP e LRP, utilizando a metodologia de transcrição 

reversa seguida de reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo 

real. A expressão de cada RNAm foi normalizada em relação a expressão do 

gene da β2-microglobulina. De acordo com instruções do fabricante do 

aparelho “Rotor-Gene RG 3000” (Cobertt Research), os ensaios foram 

realizados em duplicata e a variação no valor de CT (Cyclo of Threshold) 

entre as duplicatas não ultrapassaram 0,5. Todos os ensaios utilizaram 

amostra referência e um controle de amplificação ao qual não foi adicionada 

amostra.  

Os experimentos PCR em tempo real foram realizados utilizando-se 

250ng/µl de RNA e o  SuperScript III Platinum SYBER Green One-Step qRT-
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PCR Kit (Invitrogen), em volume final de 12,5µl. A condição usual de 

programação dos ciclos foi 50oC por cinco minutos para síntese de cDNA, 

95oC por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95oC por 15 segundos e 60oC 

por 30 segundos. Foi realizada curva de dissociação no intervalo de variação 

de temperatura 50 a 99oC, sendo 1oC por etapa de 30 segundos. 

Os primers utilizados foram: 

Β2MG-S:  5’- ACC  CCC  ACT  GAA  AAA  GAT  GA – 3’  

Β2MG-AS:  5’- ATC  TTC  AAA  CCT  CCA  TGA  TG – 3’ 

MDR1-S: 5’- CCC  ATC  ATT  GCA  ATA GCA GG – 3’ 

MDR1-AS: 5’- GTT  CAA  ACT  TCT  GCT CCT GA – 3’ 

MRP-S: 5’- CTG  AAA  CCA  TCC  ATG  ACC  TCA  ATC  C -3’ 

MRP-AS: 5’- GCC  TCC  TCG  TTC  ACG  TCC  ACC  TGG  G -3’ 

LRP-S: 5’- GGG  TTG   TGC  CCA  TCA  CCA  CC- 3’ 

LRP-AS: 5’- GGT  CCG  CGG  ATG  AGC  CAG  TGG -3’ 

Para calcular a quantificação relativa foi utilizado o método ∆∆CT, que 

utiliza a seguinte fórmula: ∆CT = CT gene alvo – CT gene endógeno, ∆∆CT = 

∆CT do gene alvo - ∆CT do gene endógeno. O número de vezes que ocorre a 

mudança da expressão gênica é calculado como 2-∆∆CT (Livak et al., 2001) 

 

3.6.2 Tratamento com sinvastatina 

Primeiro a lactona presente na sinvastatina foi convertida para forma 

ativa. Dissolveu-se 40mg de sinvastatina em 1ml de etanol 100%, em 

seguida adicionou-se 1,5ml de NaOH 0,1M e foi feito um aquecimento da 

solução a 50°C por 2h. Em seguida, a solução foi neutralizada com 0,1M de 
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HCl para obter pH 7,2, e o volume final foi ajustado para 20ml. Desta 

solução estoque foram feitas alíquotas de 5 mM, as quais foram estocadas 

em freezer (Jakóbisiak et al., 1991). 

Foi realizado teste de citotoxicidade da sinvastatina pelo método de 

MTT (Carmichael, 1987). Cerca de 1x104 células de sarcoma uterino 

resistente foram cultivadas em placas de 96 poços contendo meio sem SFB 

e sinvastatina nas concentrações de 2µM, 10µM e 50µM, e foram mantidas a 

37°C por 24, 48 e 72h.  

Cerca de 3x106 células de sarcoma uterino resistente serem 

cultivadas em meio de cultura sem soro fetal bovino, em placas de 6 poços e 

em duplicata. As células foram incubadas com sinvastatina nas 

concentrações de 2µM, 10µM e 50µM, e foram mantidas a 37°C por 24, 48 e 

72h. O controle de células não tratadas foi realizado da mesma forma que as 

células tratadas com sinvastatina. Após cada período, foi feita a extração de 

RNA e posterior análise de expressão por Real Time. 

 

3.6.3 Tratamento com metil-β-ciclodextrina 

Primeiramente foi feito o teste de citotoxicidade da MβCD, onde 1x104 

células foram incubadas em placas de 96 poços com meio sem SFB 

contendo 20, 30 e 100mM de MβCD por 30 min, 1h, e 2h, a 37°C (Kamau et 

al., 2005). Posteriormente, foi feito análise da citotoxicidade pelo método de 

MTT (Carmichael, 1987). 

Cerca de 3x106 células de sarcoma uterino resistente foram cultivadas 

em meio de cultura sem soro fetal bovino, em placas de 6 poços em 
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duplicata. As células foram incubadas com 20, 30 e 100 mM de MβCD por 

30 min, 1h, e 2h, a 37°C (Kamau et al., 2005). O controle de células não 

tratadas foi realizado da mesma forma que as células tratadas com MβCD. 

Após cada período, foi feita a extração de RNA e posterior análise de 

expressão por Real Time. 

 

3.7 Análise da expressão da proteína P-gp  

Cerca de 1X106 células de sarcoma uterino resistentes a 

doxorrubicina foram tratadas com LDL ou HDL nas concentrações de 0,45 e 

0,85mg/ml. Incubou-se com 5µl de anticorpo anti-P-gp por 1h e 30min em 

gelo. Lavou-se com PBS uma vez e adicionou-se 100µl de paraformaldeido 

4%. As aquisições e a análises foram realizadas em FACSCalibur utilizando 

o software CELLQuest Pro.  

 

3.8 Análise estatística 

 Os resultados obtidos foram analisados utilizando estatísticas 

descritivas, analise de variância de um fator simples (ANOVA 1 via), análises 

da variância em dois fatores (ANOVA 2 vias) seguidas do teste post Hoc 

Dunnet e Bonferroni respectivamente. Os valores foram apresentados como 

a média e o desvio padrão (DP) de três experimentos independentes 

realizados por triplicata e as diferenças estatisticamente significativas foram 

representadas nos gráficos com * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (P<0,001). Para 

todas as análises foi utilizado o software estatístico GraphPad Prism 5, 



                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 



                                                                                                                  Resultados 38 

 

4.1 Eletroforese de lipoproteínas 

 Foi possível observar, através da eletroforese de lipoproteínas (figura 

4), que as amostras extraídas por ultracentrifugação estavam puras e não 

havia contaminação da amostra com outra lipoproteína. No plasma 

observou-se a presença das duas bandas de interesse, a superior sendo a 

β-lipoproteína (correspondente a LDL) e a inferior a α-lipoproteína 

(correspondente a HDL). Nas extrações realizadas observou-se a banda 

correspondente ao produto extraído. 

Foi realizada a determinação de colesterol total e frações das 

amostras obtidas.  A tabela 3 mostra a média dos resultados da 

determinação de colesterol e de triacilgliceróis em diferentes amostras de 

plasma e frações correspondentes. Como esperado, as amostras de LDL 

apresentaram maior concentração de colesterol e de triacilgliceróis do que a 

HDL. 
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Figura 4. Eletroforese de lipoproteínas em acetato de celulose. 1: 
Plasma; 2: HDL; 3: LDL 
 

 
 
Tabela 3.  Média da concentração de colesterol e triacilgliceróis em plasma, LDL e 
HDL  

Plasma e frações Colesterol (mg/ml) Triacilgliceróis (mg/ml) 

Plasma  117,0  61,5   

LDL  377,0  77,5   

HDL  44,0  23,0   
 

 

Foi realizada dosagem de proteína das amostras fracionadas. A 

tabela 4 mostra a média dos valores das proteínas em diferentes 

preparações. Observa-se que a concentração de proteína na HDL é 10 

vezes maior do que na LDL, o que seria de esperar, visto que a maior parte 

α-lipoproteína     

β-lipoproteína 

pré ββββ-lipoproteína 

1        2        3         
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da composição da HDL é de proteínas (cerca de 50%), enquanto que a LDL 

contém somente 25% de proteínas. A concentração de proteínas de LDL 

(mg/ml) nas duas preparações foi, respectivamente, 1,06 e 1,14. Assim as 

frações obtidas foram colocadas em um pool. 

 

Tabela 4. Média da concentração de proteínas totais nas preparações de LDL e 
HDL  

Lipoproteínas Proteínas totais (mg/ml de preparação) 

LDL   6,9   

HDL   142,7   
 

 

4.2 Análises de citotoxicidade  

4.2.1 Lipoproteína de baixa densidade (LDL) 

As células de sarcoma uterino resistentes foram incubadas com 

diferentes concentrações de LDL, por 3 dias consecutivos, tendo como 

controle células de sarcoma uterino em meio sem SFB. Foi realizada a 

verificação da viabilidade destas células nos tempos 24, 48 e 72horas. Os 

resultados das células de sarcoma uterino resistentes estão na figura 5, a 

qual se observou aumento na toxicidade da LDL, ficando, a viabilidade, 

inferior a 40% após 48 horas de incubação com as concentrações de 0,85 e 

1,25mg/ml.  
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Figura 5. Curva de citotoxicidade de diferentes concentrações de LDL em 
células de sarcoma uterino resistente 
 

 

Tabela 5. Viabilidade celular de células de sarcoma uterino resistente com 
diferentes concentrações de LDL 

 0hs 24hs 48hs 72hs 

 % DP % DP % DP % DP 

Controle 100,0 0,18 100,0 0,02 100,0 0,03 100, 0 0,14 

0,45mg/ml 100,0 0,12 97,2 0,01 74,1 0,04 75,3 0,08 

0,65mg/ml 100,0 0,60 93,4 0,04 54,1 0,07 58,2 0,08 

0,85mg/ml 100,0 0,04 71,7 0,01 40,1 0,03 16,3 0,11 

1,05mg/ml 100,0 0,92 63,3 0,02 8,0 0,06 0,0 0,04 

1,25mg/ml 100,0 0,76 59,0 0,01 0,0 0,01 0,0 0,08 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 
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4.2.2 Lipoproteína de alta densidade (HDL) 

 Foi realizada verificação da viabilidade das células de sarcoma uterino 

resistente nos tempos de 24, 48 e 72 horas, variando as concentrações de 

HDL entre 0,45mg/ml a 1,25mg/ml. A HDL não mostrou nenhuma toxicidade 

para as células de sarcoma uterino resistente para as concentrações 

testadas, independente do tempo de incubação. 

 

4.2.3 Análise da citotoxicidade da metil-β-ciclodextrina (MβCD)  

As células de sarcoma uterino resistente foram incubadas com 20, 30 

e 100µM de metil-β-ciclodextrina (MβCD), por 30 minutos, 1 e 2 horas. O 

controle foi feito com células cultivadas em meio sem soro fetal bovino. A 

figura e tabela 6 mostram, em porcentagem, a viabilidade celular das células 

tratadas com as diferentes concentrações de MβCD. Em relação ao controle 

e as outras concentrações, as células tratadas com 100µM por 2 horas 

obtiveram a menor viabilidade celular. 
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Figura 6. Curva de citotoxicidade de diferentes concentrações de metil-β-
ciclodextrina em células de sarcoma uterino resistentes 

 

 

Tabela 6. Viabilidade celular de células de sarcoma uterino resistentes com 
diferentes concentrações de metil-β-ciclodextrina 

 30min 1h 2h 

 % DP % DP % DP 

controle 100 0,013 100 0,016 100 0,022 

20µM 73,23 0,032 70,5 0,005 70,6 0,016 

30µM 64,64 0,011 68,9 0,01 67,3 0,01 

100µM 62,12 0,01 64,2 0,011 58,4 0,008 
Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 

 

4.2.4 Análise da citotoxicidade da sinvastatina 

Para esta análise as células de sarcoma uterino resistente foram 

incubadas com diferentes concentrações de sinvastatina, por 3 dias 

consecutivos. No controle as células foram tratadas com meio sem SFB. Na 
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figura 7 e tabela 7 pode-se observar que as menores viabilidades em relação 

ao controle foram as células tratadas com as concentrações de 10 e 50µM 

ambas nos períodos de 48 e 72 horas. 

 

 

Figura 7. Curva de citotoxicidade de diferentes concentrações de 
sinvastatina em células de sarcoma uterino 

 

 

Tabela 7. Viabilidade celular de células de sarcoma uterino resistentes com 
diferentes concentrações de sinvastatina 

 24h 48h 72h 
 % DP % DP % DP 

controle 100 0,001 100 0,02 100 0,117 
2µM 89,6 0,056 80,4 0,076 76,9 0,014 
10µM 73,4 0,031 27,1 0,02 10,6 0,006 
50µM 63 0,032 14,7 0,013 3,4 0,001 
Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 
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4.3. Análise da eficiência do PCR em tempo real  

4.3.1 MDR 

 Para a análise de eficiência foram realizadas diluições seriadas do 

RNAm das células de sarcoma uterino resistentes à doxorrubicina nas 

concentrações de 31,2, 62,5, 125, 250 e 500ng. Essas concentrações 

escolhidas devem-se ao fato de que a concentração de uso nos 

experimentos foi 125ng.  As amostras foram amplificadas em duplicata. Os 

valores quantitativos foram obtidos a partir do ciclo limiar ou cycle threshold 

(Ct), onde o aumento do sinal associado ao crescimento exponencial dos 

produtos de PCR começa a ser detectado.  

Foi verificada a especificidade da reação de RT-PCR realizando-se a 

curva de dissociação. A reação foi específica para o produto de PCR 

analisado, mostrando apenas um pico (figura 8). 

 

Figura 8. Curva de dissociação do gene MDR. Na abscissa observa-se 
a temperatura em graus Celsius e na ordenada observa-se a 
intensidade de fluorescência 
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 A figura 9 demonstra a regressão linear semi-log do valor do CT em 

comparação ao log da quantidade inicial de RNAm. A eficiência foi calculada 

através da formula E = (10 -1/slope -1)X100. Desta forma a eficiência de 

amplificação do gene MDR foi 102%. 

 

 

Figura 9. Regressão linear semi-log do valor do CT em comparação ao 
log da quantidade inicial de RNAm para o gene MDR 

 

 

4.3.2 LRP 

 Foram realizadas diluições seriadas do RNAm das células de 

sarcoma uterino resistentes à doxorrubicina nas concentrações de 31,2, 

62,5, 125, 250 e 500ng. As amostras foram amplificadas em duplicata. 

Realizou-se a curva de dissociação e reação foi específica para o produto de 

PCR analisado, mostrando apenas um pico (figura 10).  
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Figura 10. Curva de dissociação do gene LRP. Na abscissa observa-
se a temperatura em graus Celsius e na ordenada observa-se a 
intensidade de fluorescência 

 

 

A figura 11 demonstra a regressão linear semi-log do valor do CT em 

comparação ao log da quantidade inicial de RNAm. A eficência de 

amplificação do gene LRP foi 103%. 
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Figura 11. Regressão linear semi-log do valor do CT em comparação 
ao log da quantidade inicial de RNAm para o gene LRP 
 

 

4.3.3 MRP 

Realizou-se diluições seriadas do RNAm das células de sarcoma 

uterino resistentes à doxorrubicina nas concentrações de 31,2, 62,5, 125, 

250 e 500ng. As amostras foram amplificadas em duplicata.  

Foi verificada a especificidade da reação de RT-PCR realizando-se a 

curva de dissociação. A reação foi específica para o produto de PCR 

analisado, mostrando apenas um pico (figura 12). 
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Figura 12. Curva de dissociação do gene MRP. Na abscissa observa-
se a temperatura em graus Celsius e na ordenada observa-se a 
intensidade de fluorescência 

 

A figura 13 demonstra a regressão linear semi-log do valor do CT em 

comparação ao log da quantidade inicial de RNAm. A eficência de 

amplificação do gene MRP foi 98%. 

 

 

Figura 13. Regressão linear semi-log do valor do CT em comparação ao 
log da quantidade inicial de RNAm para o gene MRP 
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4.3.4 β2-microglobulina 

 

Foram realizadas diluições seriadas do RNAm das células de 

sarcoma uterino resistentes à doxorrubicina nas concentrações de 31,2, 

62,5, 125, 250 e 500ng. As amostras foram amplificadas em duplicata. 

Realizou-se a curva de dissociação e a reação foi específica para o produto 

de PCR analisado, mostrando apenas um pico (figura 14).  

 

 

Figura 14. Curva de dissociação do gene β2-microglobulina. Na 
abscissa observa-se a temperatura em graus Celsius e na ordenada 
observa-se a intensidade de fluorescência 

 

A figura 15 demonstra a regressão linear semi-log do valor do CT em 

comparação ao log da quantidade inicial de RNAm. A eficiência de 

amplificação do gene β2MG foi de 90%. 
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Figura 15. Regressão linear semi-log do valor do CT em comparação ao 
log da quantidade inicial de RNAm para o gene β2MG 
 

 

4.4 Expressão do gene MDR1 em células de sarcoma uterino 

resistentes à doxorrubicina cultivadas sob influência de LDL, HDL, 

metil-β-ciclodextrina, sinvastatina e ausência de soro fetal bovino 

4.4.1 LDL  

As células de sarcoma uterino resistentes foram cultivadas com 

diferentes concentrações de LDL plasmáticas incubadas por 48 horas. 
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Figura 16. Expressão relativa do gene MDR1 em células de sarcoma uterino 
resistentes tratadas com diferentes concentrações de LDL plasmáticas. Análise por 
real time PCR. *(p<0,05); ***(p<0,001) 
 
 

 
Tabela 8. Expressão relativa e desvio padrão do gene MDR1 em células de 
sarcoma uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de LDL 
plasmáticas. Análise por real time PCR 

LDL Expressão relativa Desvio padrão 

Controle 1 0 

0,45 mg/ml 0,99 0,81 

0,65 mg/ml 13,14 3,52 

0,85 mg/ml 28,25 6,34 

1,05 mg/ml 38,96 7,14 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 

 

 

Observou-se, na figura 16 e tabela 8, que o aumento da concentração 

de LDL levou ao aumento da expressão do gene MDR1. Em relação ao 

controle a expressão do gene MDR1 teve aumento significativo nas células 

tratadas com as concentrações de 0,65mg/ml (p<0,05), 0,85 mg/ml 

(p<0,001) e 1,05mg/ml (p<0,001). 
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4.4.2 HDL 

  Na figura 17 e tabela 9 as células foram incubadas com diferentes 

concentrações de HDL. Em relação ao controle as concentrações de 0,45 

mg/ml e 0,65 mg/ml apresentaram aumento da expressão do gene MDR1, 

sendo que a concentração de 0,65mg/ml (p<0,01) obteve aumento 

significativo da expressão. No entanto, também em relação ao controle, as 

concentrações de 0,85mg/ml (p<0,001), 1,05mg/ml (p<0,001) e 1,25mg/ml 

(p<0,001) de HDL apresentaram significante diminuição da expressão do 

gene MDR1.  

 

 
Figura 17. Expressão relativa do gene MDR1 em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de HDL plasmáticas. Análise 
por real time PCR.**(p<0,01); ***(p<0,001) 
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Tabela 9. Expressão relativa e desvio padrão do gene MDR1 em células de 
sarcoma uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de HDL 
plasmáticas. Análise por real time PCR 

HDL Expressão relativa Desvio padrão 

Controle 1 0 

0,45 mg/ml 1,07 0,20 

0,65 mg/ml 1,32 0,15 

0,85 mg/ml 0,52 0,11 

1,05 mg/ml 0,58 0,05 

1,25 mg/ml 0,54 0,06 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 

 

 
4.4.3 Ausência de soro fetal bovino 
 

A figura 18 e tabela 10 mostram experimento realizado com células de 

sarcoma uterino resistentes à doxorrubicina, incubadas com meio sem soro 

fetal bovino pelo período de 24 a 72 horas. Como controle utilizou-se a 

mesma linhagem celular, porém estas células foram incubadas com meio 

acrescentado de 10% de SFB. Desta forma, pode-se observar que em todos 

os tempos testados houve aumento da expressão do gene MDR1. Porém, o 

aumento mais significante foi no carenciamento de 24 horas (p<0,001). Em 

48 horas (p<0,05) também houve aumento da expressão deste gene. 
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Figura 18. Expressão relativa do gene MDR1 em células de sarcoma uterino 
resistentes, cultivadas com meio sem soro fetal bovino, por 24, 48 e 72 horas. 
Análise por real time PCR.*(p<0,05); ***(p<0,001) 
 

 
Tabela 10. Expressão relativa e desvio padrão do gene MDR1em células de 
sarcoma uterino resistentes, cultivadas com meio sem soro fetal bovino, por 24, 48 
e 72 horas. Análise por real time PCR 

Tempo Expressão relativa Desvio padrão 

0h 1 0,00 

24h 37,91 0,45 

48h 9,86 0,22 

72h 1,79 0,22 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 

 
 

 
4.4.4 Metil-β-ciclodextrina 
 

Neste experimento as células foram tratadas com 20, 30 e 100µM de 

metil-β-ciclodextrina, por 30, 60 e 120 minutos. 
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Figura 19. Expressão relativa do gene MDR1 em células de 
sarcoma uterino resistentes, tratadas com diferentes 
concentrações de metil-β-ciclodextrina. *(p<0,05) 

 

 

A figura 19 e tabela 11 mostram que após 30 minutos ocorreu, em 

relação ao controle, aumento da expressão do gene MDR1 nas 

concentrações de 30 e 100µM, com uma pequena diminuição da expressão 

na concentração de 20 µM. Em 60 e 120 minutos todas as concentrações de 

MβCD utilizadas apresentaram, em relação ao controle, diminuição da 

expressão gênica. Porém, as concentrações de 20 e 100µM tiveram 

diminuição significativa (p<0,05) da expressão gênica em relação ao 

controle. 
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Tabela 11. Expressão relativa e desvio padrão do gene MDR1 em células de 
sarcoma uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de metil-β-
ciclodextrina 

  
30 minutos 

  
60 minutos 

  
120 minutos 

  
  ER DP ER DP ER DP 

Controle 1 0 1 0 1 0 

20 µM 0,91 0,03 0,51 0,05 0,87 0,1 

30 µM 1,35 0,21 0,77 0,09 0,82 0,09 

100 µM 1,08 0,05 0,58 0,01 0,65 0,08 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos. ER: 
expressão relativa; DP: desvio padrão 

 

4.4.5 Sinvastatina 

Foi realizado um experimento com células de sarcoma uterino 

resistentes à doxorrubicina, cultivadas com diferentes concentrações de 

sinvastatina pelo período de 24 a 72 horas. 

 

Figura 20. Expressão relativa do gene MDR1 em células de sarcoma uterino 
resistente, tratadas com diferentes concentrações de sinvastatina. **(p<0,01); 
***(p<0,001) 
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Na figura 20 e tabela 12 observa-se, em relação ao controle, 

diminuição da expressão do gene MDR1 no decorrer do tempo. Em 24 horas 

as concentrações de 10µM (p<0,01) e 50µM (p<0,01) tiveram diminuição 

significativa da expressão gênica. No período de 48 horas, esta diminuição 

da expressão em relação ao controle também foi significante nas 

concentrações de 2µM (p<0,01), 10µM (p<0,001) e 50µM (p<0,001). Os 

tratamentos com as concentrações de 2, 10 e 50µM de sinvastatina no 

período de 72 horas, obtiveram a menor expressão (p<0,001) do gene 

MDR1 quando comparados ao controle e aos outros períodos de tempo. 

 
 
 
 
Tabela 12. Expressão relativa e desvio padrão do gene MDR1 em células de 
sarcoma uterino resistente, tratadas com diferentes concentrações de sinvastatina 

  24 horas 48 horas 72 horas  

  ER DP ER DP ER DP 

Controle 1 0 1,00 0,00 1 0 

2 µM 0,63 0,29 0,61 0,14 0,22 0,02 

10 µM 0,44 0,11 0,49 0,08 0,21 0,06 

50 µM 0,40 0,10 0,29 0,06 0,11 0,03 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos. ER: 
Expressão relativa; DP: Desvio padrão 
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4.5 Expressão do gene LRP em células de sarcoma uterino resistentes 

à doxorrubicina cultivadas sob influência de LDL, HDL, metil-β-

ciclodextrina, sinvastatina e ausência de soro fetal bovino 

4.5.1 LDL 

 
 As células de sarcoma uterino resistentes foram incubadas com 

diferentes concentrações de LDL, por 48 horas. Como controle utilizou-se 

células incubadas apenas com meio sem SFB. 

 
Figura 21. Expressão relativa do gene LRP em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de LDL plasmáticas. Análise 
por real time PCR. ***(p<0,001)  

 
 

A figura 21 e tabela 13, mostram aumento da expressão do gene 

LRP, em células tratadas com as concentrações de 0,85mg/ml (p<0,001) e 

1.05mg/ml (p<0,001) de LDL, quando comparadas ao controle e as 

concentrações de 0,45mg/ml e 0,65mg/ml. 
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Tabela 13. Expressão relativa e desvio padrão do gene LRP em células de sarcoma 
uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de LDL plasmáticas. 
Análise por real time PCR 

LDL Expressão relativa Desvio Padrão 

Controle 1 0,00 

0,45 mg/ml 0,82 0,13 

0,65 mg/ml 0,91 0,10 

0,85 mg/ml 18,86 1,35 

1,05 mg/ml 22,12 3,32 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 

 
 
 

 
4.5.2 HDL 

Neste caso, as células foram incubadas com diferentes concentrações 

de HDL, por 48 horas, como controle foram cultivadas células sem SFB.             

 

Figura 22. Expressão relativa do gene LRP em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de HDL plasmáticas. Análise 
por real time PCR. *(p<0,05); **(p<0,01) 
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Observa-se, na figura 22 e tabela 14, que não houve aumento da 

expressão do gene LRP em todas as concentrações de HDL administradas, 

mas, a diminuição desta expressão, em relação ao controle foi elevada. 

Pois, as concentrações de 0,45mg/ml (p<0,01) e 0,65mg/ml (p<0,05) de HDL 

tiveram diminuição significativa na expressão do gene LRP. 

 
 
 
 
Tabela 14. Expressão relativa e desvio padrão do gene LRP em células de sarcoma 
uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de HDL plasmáticas. 
Análise por real time PCR 

HDL Expressão relativa Desvio Padrão 

Controle 1 0 

0,45 mg/ml 0,41 0,07 

0,65 mg/ml 0,52 0,16 

0,85 mg/ml 0,62 0,13 

1,05 mg/ml 0,66 0,19 

1,25 mg/ml 0,66 0,33 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 

 

 
4.5.3 Ausência de soro fetal bovino 

 
Na figura 23 e na tabela 15 as células cultivadas com meio sem soro 

fetal bovino apresentaram aumento da expressão do gene LRP no período 

de 24 horas quando comparado ao controle, o qual as células receberam 

10% de SFB. As expressões diminuíram em 48 e 72 horas em relação ao 

controle. Tanto o aumento na expressão de 24 horas quanto à diminuição da 

expressão do gene LRP em 48 e 72 horas, não foi significante. 
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Figura 23. Expressão relativa do gene LRP em células de sarcoma 
uterino resistentes cultivadas com meio sem soro fetal bovino, por 24, 
48 e 72 horas. Análise por real time PCR 
 

 

Tabela 15. Expressão relativa e desvio padrão do gene LRP em células de 
sarcoma uterino resistentes cultivadas com meio sem soro fetal bovino, por 
24, 48 e 72 horas. Análise por real time PCR. 

Tempo Expressão relativa Desvio Padrão 

0h 1 0,00 

24h 1,46 0,43 

48h 0,72 0,06 

72h 0,47 0,06 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 

 
 
 

4.5.4 Metil-β-ciclodextrina 
 

As células foram tratadas com diferentes concentrações de metil-β-

ciclodextrina, por 3 períodos de tempo. As células controle foram incubadas 

apenas com meio sem SFB. 
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Figura 24. Expressão relativa do gene LRP em células de sarcoma uterino resistente, 
tratadas com diferentes concentrações de metil-β-ciclodextreina.*(p<0,05) 

 

 
A figura 24 e tabela 16 mostram, em relação ao controle, aumento da 

expressão do gene LRP nas concentrações 20, 30 e 100µM de MβCD 

administradas durante 30 minutos. Sendo que na concentração de 100µM 

este aumento foi significante (p<0,05). Nos outros períodos de tempo a 

expressão gênica diminuiu quando comparadas ao controle; esta diminuição 

também foi significante nas concentrações de 20 e 30µM (p<0,05) no 

período de 120 minutos. 

 
Tabela 16. Expressão relativa e desvio padrão do gene LRP em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de metil-β-ciclodextrina. 

  30 minutos  60 minutos  120 minutos  

  ER DP ER DP ER DP 

Controle 1 0 1 0 1 0 

20 µM 1,45 0,03 0,59 0,16 0,49 0,06 

30 µM 1,4 0,09 0,72 0,09 0,58 0,05 

100 µM 1,74 0,14 0,65 0,04 0,68 0,07 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos. ER: 
Expressão relativa; DP: Desvio padrão 
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4.5.5 Sinvastatina 

As células foram tratadas com diferentes concentrações de 

sinvastatina, por 24 a 72 horas, sendo que o controle foi incubado com 

células em meio sem SFB. 

 

Figura 25. Expressão relativa do gene LRP em células de sarcoma 
uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de 
sinvastatina. *(p<0,05); ***(p<0,001) 

 

Observa-se na figura 25 e tabela 17 que em 24 horas houve um 

decréscimo da expressão do gene LRP em todas as concentrações de 

sinvastatina quando comparadas ao controle. Nos tratamentos de 48 e 72 

horas observou-se aumento na expressão deste mesmo gene quando 

comparados ao controle e ao experimento de 24 horas. Em 48 horas a 

concentração de 2µM (p<0,05) de sinvastatina e, em 72 horas as 

concentrações de 10µM (p<0,05) e 50µM (p<0,001), tiveram aumento 

significante na expressão do gene LRP. 
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Tabela 17. Expressão relativa e desvio padrão do gene LRP em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de sinvastatina 

  24 horas 48 horas 72 horas  

  ER DP ER DP ER DP 

Controle 1,00 0 1 0 1 0 

2 µM 0,94 0,32 1,96 0,27 1,67 0,09 

10 µM 0,75 0,48 1,83 0,70 1,89 0,34 

50 µM 0,62 0,24 1,77 0,23 3,13 0,50 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos. ER: 
Expressão relativa; DP: Desvio padrão 

 

 

 
 

4.6 Expressão do gene MRP1 em células de sarcoma uterino 

resistentes à doxorrubicina cultivadas sob influência de LDL, HDL, 

metil-β-ciclodextrina, sinvastatina e ausência de soro fetal bovino 

4.6.1 LDL e HDL 

 
 Neste experimento as células de sarcoma uterino resistentes à 

doxorrubicina, foram incubadas com diferentes concentrações de LDL e HDL 

plasmáticas, por 48 horas. As células controles foram cultivadas com meio 

sem SFB.  
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Figura 26. Expressão relativa do gene MRP1 em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de LDL plasmáticas. Análise por 
real time PCR. ***(p<0,001) 
 
 
 
 

A figura 26 e tabela 18 mostram, em relação ao controle, aumento da 

expressão do gene MRP1 nas células tratadas com as concentrações de 

0,65mg/dl, 0,85mg/dl e 1,05mg/ml de LDL. As concentrações de 0,85mg/dl 

(p<0,001) e 1,05mg/ml (p<0,001) de LDL obtiveram maior aumento da 

expressão gênica em relação ao controle. 

 

Tabela 18. Expressão relativa e desvio padrão do gene MRP1 em células de 
sarcoma uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de LDL 
plasmáticas. Análise por real time PCR 

LDL Expressão relativa Desvio padrão 

Controle 1 0 

0,45 mg/ml 1,09 1,16 

0,65 mg/ml 2,33 0,12 

0,85 mg/ml 19,69 4,18 

1,05 mg/ml 21,60 3,40 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 
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Figura 27. Expressão relativa do gene MRP1em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de HDL plasmáticas. Análise 
por real time PCR 
 
 

Na figura 27 e tabela 19, as células cultivadas com diferentes 

concentrações de HDL apresentaram diminuição da expressão do gene 

MRP1 em relação ao controle. No entanto, esta diminuição não foi 

significativa. 

 
Tabela 19. Expressão relativa e desvio padrão do gene MRP1em células de 
sarcoma uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de HDL 
plasmáticas. Análise por real time PCR 

HDL Expressão relativa Desvio padrão 

Controle 1 0 

0,45 mg/ml 0,78 0,30 

0,65 mg/ml 0,83 0,32 

0,85 mg/ml 0,61 0,17 

1,05 mg/ml 0,83 0,23 

1,25 mg/ml 0,70 0,34 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 
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4.6.2 Ausência de soro fetal bovino 

A figura 28 e tabela 20 mostram, em relação ao controle, elevado 

aumento da expressão do gene MRP1 em células cultivadas com meio sem 

SFB. Em 24 horas (p<0,01) e 48 horas (p<0,01) o aumento da expressão é 

maior que o controle (meio com 10% SFB) e o período de 72 horas (p<0,05).  

 
 

 
Figura 28. Expressão relativa do gene MRP1 em células de sarcoma uterino 
resistentes cultivadas com meio sem soro fetal bovino, por 24, 48 e 72 horas. 
Análise por real time PCR.*(p,0,05); **(p<0,01) 
 
 
 
Tabela 20. Expressão relativa e desvio padrão do gene MRP1 em células de 
sarcoma uterino resistentes, cultivadas com meio sem soro fetal bovino, por 24, 48 
e 72 horas. Análise por real time PCR 

Tempo Expressão relativa Desvio padrão 

0h 1 0 

24h 2,5 0,5 

48h 2,5 0,2 

72h 1,9 0,2 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos 
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4.6.3 Metil-β-ciclodextrina 

Na figura 29 e tabela 21 houve aumento da expressão do gene 

MRP1, em relação ao controle, após 30 minutos nas concentrações de 20 e 

100µM de MβCD. Nos períodos seguintes, pode-se observar diminuição da 

expressão deste gene em relação ao controle. 

 
Figura 29. Expressão relativa do gene MRP1 em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de metil-β-ciclodextrina. 
*(p<0,05) 
 
 
 
 
Tabela 21. Expressão relativa e desvio padrão do gene MRP1 em células de sarcoma 
uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de metil-β-ciclodextreina   

  30 minutos 60 minutos 120 minutos 

  ER DP ER DP ER DP 

Controle 1 0 1 0 1 0 

20 µM 1,22 0,08 0,7 0,02 1,03 0,03 

30 µM 0,93 0,03 0,78 0,08 0,58 0,09 

100 µM 1,46 0,1 0,8 0,02 0,68 0,03 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos. ER: 
Expressão relativa; DP: Desvio padrão 
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4.6.4 Sinvastatina 

 

Observa-se na figura 30, que as células tratadas com sinvastatina 

apresentaram aumento da expressão do gene MRP1 em relação ao controle 

no período de 48 e 72 horas. Em 48 horas este aumento foi significativo nas 

concentrações de 2µM (p<0,01) e 50µM (p<0,01) de sinvastatina. No 

período de 72 horas as concentrações de 10µM (p<0,01) e 50µM (p<0,0001) 

de sinvastatina tiveram aumento significativo na expressão do gene MRP1. 

Em 24 horas houve pequeno aumento da expressão deste gene, em relação 

ao controle, apenas na concentração de 2µM; neste mesmo período as 

concentrações de 10µM e 50µM apresentaram diminuição na expressão do 

gene MRP1, mas, não foi significativo. 

 

 
Figura 30. Expressão relativa do gene MRP1 em células de sarcoma uterino 
resistentes, tratadas com diferentes concentrações de sinvastatina. *(p<0,05); 
***(p<0,001) 
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Tabela 22. Expressão relativa e desvio padrão do gene MRP1 em células de 
sarcoma uterino resistentes, tratadas com diferentes concentrações de 
sinvastatina 

  24 horas 48 horas 72 horas 

  ER DP ER DP ER DP 

Controle 1,00 0 1 0 1 0 

2 µM 1,07 0,31 2,78 0,50 1,71 0,21 

10 µM 0,63 0,26 2,33 0,48 1,89 0,60 

50 µM 0,54 0,23 2,81 0,94 3,03 0,18 

Os resultados são apresentados como média + desvio padrão de três experimentos. ER: 
Expressão relativa; DP: Desvio padrão 

 

4.7 Análise da expressão da proteína P-gp 

Neste experimento foi realizada a análise da proteína MDR através do 

uso de anticorpo monoclonal anti-Pgp. Este anticorpo foi incubado em 

células de sarcoma uterino resistente à doxorrubicina, as quais foram 

incubadas anteriormente por 48 horas com duas concentrações de LDL e 

HDL. 

Independente do tratamento (LDL ou HDL) e da concentração (0,45 e 

0,85mg/ml) utilizada observou-se aumento significativo da expressão da 

proteína P-gp em relação ao controle. Analisando somente as diferentes 

concentrações não se observou diferença estatística.  
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Figura 31. Análise de citometria de fluxo das células de sarcoma uterino resistentes 
à doxorrubicina. (A) Histograma (azul) apresentando a intensidade média de 
fluorescência das células controles e histograma (verde) a intensidade média de 
fluorescência das células tratadas com LDL 0,45mg/ml; (B) Histograma (azul) 
apresentando a intensidade média de fluorescência das células controles e 
histograma (verde) a intensidade média de fluorescência das células tratadas com 
LDL 0,85mg/ml; (C) Histograma (azul) apresentando a intensidade média de 
fluorescência das células tratadas com LDL 0,45mg/ml e histograma (verde) a 
intensidade média de fluorescência das células tratadas com LDL 0,85mg/m; (D) 
Histograma (azul) apresentando a intensidade média de fluorescência das células 
controles e histograma (verde) a intensidade média de fluorescência das células 
tratadas com HDL 0,45mg/ml; (E) Histograma (azul) apresentando a intensidade 
média de fluorescência das células controles e histograma (verde) a intensidade 
média de fluorescência das células tratadas com HDL 0,85mg/ml;(F) Histograma 
(azul) apresentando a intensidade média de fluorescência das células tratadas com 
HDL 0,45mg/ml e histograma (verde) a intensidade média de fluorescência das 
células tratadas com HDL 0,85mg/m 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

5. Discussão 



                                                                                                                  Discussão  74 

 

 
A resistência a drogas é o maior obstáculo no sucesso do tratamento 

do câncer. Essa resistência pode estar presente antes do início do 

tratamento ou pode se desenvolver durante a quimioterapia (Hugh et al., 

2006). O fenótipo de resistência a múltiplas drogas, observado em células 

tumorais, é frequentemente associado com alterações de permeabilidade na 

membrana plasmática a agentes anticancer (Rothnie et al., 2001). A P-

glicoproteína (P-gp) codificada pelo gene MDR1, confere este tipo de 

resistência em várias linhagens de células tumorais por agir como uma 

bomba de efluxo de droga dependente de ATP; desta forma, promove a 

diminuição do acúmulo intracelular de agentes quimioterápicos (Rothnie et 

al., 2001). As interações entre a P-gp e a membrana plasmática são 

complexas, pois afetam a função do transporte de drogas como também a 

fluidez da membrana (Troost et al., 2004). A membrana plasmática abriga a 

P-gp, e sua porção hidrofóbica sustenta o meio em que o transportador de 

droga possa interagir com seus substratos e exportá-los através da 

membrana por um processo dependente de ATP (Troost et al., 2004). A P-

gp está localizada nos microdomínios da membrana que são resistentes a 

detergentes (DRMs, membranas resistentes a detergentes), e são regulados 

positivamente no MDR (Lavie et al., 1998; Liscovitch & Lavie, 2000). Além 

disso, sugere-se que os próprios microdomínios possam ser importantes no 

desenvolvimento do fenótipo MDR em células tumorais (Liscovitch & Lavie, 

2000).  

A proteína relacionada à resistência a múltiplas drogas (MRP) tem 

semelhança estrutural à P-gp. O substrato específico do MRP é similar, mas 
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é mais limitado que a P-gp; esta tem função fisiológica na detoxificação de 

oxidantes intracelulares (Hugh et al., 2006). Quanto a sua localização 

intracelular há divergências, pois alguns estudos sugerem uma localização 

predominante no retículo endoplasmático liso, enquanto outros, uma 

distribuição na membrana plasmática ou nas vesículas de Golgi (Loe et al., 

1996).  

 Uma terceira proteína, denominada proteína relacionada à resistência 

de pulmão (LRP), age como a principal proteína “vault” em humanos (Hugh 

et al., 2006). A proteína LRP também está relacionada à resistência a 

múltiplas drogas. Em seres humanos, pode-se observar a co-expressão da 

P-gp, MRP1 e da LRP simultaneamente nos casos de leucemia mielóide 

aguda (Mossink et al., 2003). 

No presente estudo, analisamos a modulação do fenótipo de 

resistência a múltiplas drogas utilizando lipoproteínas. Para isso, utilizou-se 

uma linhagem de células de sarcoma uterino resistente à doxorrubicina que 

expressam os genes MDR1, MRP1 e LRP. Estas células foram tratadas com 

diferentes concentrações de lipoproteínas e, posteriormente foi realizada a 

análise da expressão destes genes. 

Para avaliar a função da P-glicoproteína, uma vez que esta se localiza 

em domínios ricos em colesterol, alguns estudos relacionam a modulação do 

colesterol na membrana plasmática celular através do uso da metil-β-

ciclodextrina (MβCD), a qual promove a depleção de colesterol (Le Goff et 

al., 2006;  Kamau et al., 2005). Barakat et al., 2005, demonstraram que a 

depleção de colesterol da membrana plasmática promovida pela  MβCD 
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influenciou a atividade ATPase da P-gp e por conseqüência sua 

funcionalidade. Assim, o colesterol parece ser essencial componente dos 

domínios de membrana por manter a estrutura da P-gp que é compatível 

com sua melhor atividade (Barakat et al., 2005). 

Desta forma, os ensaios realizados com MβCD mostraram que o 

tratamento, com as concentrações de 20, 30 e 100 µM de MβCD por 60 

minutos e 120 minutos, diminuiu a expressão dos genes MDR1, LRP e 

MRP1. KAMAU et al., 2005, determinou o efeito da modulação do colesterol 

em uma linhagem com MDR1, onde o colesterol foi retirado com o MβCD. O 

tratamento com 100 mM de MβCD por 2 horas resultou em uma aparente 

diminuição da P-gp na membrana plasmática. No nosso estudo, ocorreu 

diminuição da expressão do gene MDR1 nesta mesma concentração e 

período de tempo. O mesmo ocorreu com os genes MRP e LRP. Então, 

pode-se concluir que a retirada de colesterol da membrana plasmática 

influenciou a diminuição da expressão dos genes estudados. 

Acredita-se que a síntese de colesterol e ésteres de colesterol possa 

interferir na função da P-gp (Shu & Liu 2007; Le Goff et al., 2006). Em 

humanos, a LDL é a lipoproteína que transporta a maior parte do colesterol 

plasmático. O evento inicial do metabolismo celular da LDL envolve a ligação 

da LDL ao seu receptor através da molécula de apo B-100 (Douglas et al., 

2000). Esta ligação exibe saturabilidade, alta afinidade e especificidade 

(Brown & Goldstein, 1976; Ho et al., 1978). A expressão de receptores de 

LDL é o maior determinante da concentração plasmática de LDL (Brown & 

Goldstein, 1976). Assim, a existência no organismo de um número 
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suficientemente grande de células neoplásicas com aumento da expressão 

de receptores de LDL leva consequentemente a um decréscimo da LDL 

plasmática. A concentração de colesterol intracelular é o regulador da 

afinidade dos receptores por LDL, assim como da sua expressão. 

Paralelamente, há uma diminuição da atividade da enzima 3-hidroxi-3-

metilglutaril-coenzima-A-redutase (HMGCoA), responsável pela principal 

etapa de biossíntese do colesterol (Rall et al., 1983). Então, investigamos o 

efeito do colesterol na P-gp e em outros dois genes de resistência a 

múltiplas drogas o MRP1 e o LRP. Obtivemos aumento da expressão dos 

genes MDR1, MRP1 e LRP nas duas maiores concentrações de LDL nas 

células de sarcoma uterino resistente à doxorrubicina tratadas por 48 horas. 

Não há descrição na literatura de trabalhos com células tumorais tratadas 

com lipoproteínas e posteriormente análise das expressões simultâneas dos 

genes MDR1, MRP e LRP. Existem estudos que analisam o conteúdo de 

colesterol total na membrana plasmática de células de leucemia linfoblástica 

humana (CEM) tratadas ou não com LDL, o crescimento celular dessas 

células pós tratamento com LDL, o efeito da LDL na entrada de 

quimioterápicos e o efeito da LDL na P-gp associada à atividade ATPase na 

membrana plasmática (Shu & Liu 2007). Mas, como grande parte das 

células tumorais apresenta um maior número de receptores de LDL, pode 

estar ocorrendo nas células estudadas uma maior captura de colesterol 

através desses receptores. Assim, pode-se concluir que o colesterol 

influenciou o aumento da expressão dos genes analisados. 
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Também analisamos as expressões dos genes MDR1, MRP1 e LRP 

em células tratadas com lipoproteína de alta densidade, HDL. Neste caso, 

houve diminuição da expressão dos genes MRP e LRP em todas as 

concentrações de HDL utilizadas. No entanto, a expressão do gene MDR1 

diminuiu significantemente nas concentrações de 0,85; 1,05 e 1,25mg/ml de 

HDL, mas teve sua expressão aumentada nas concentrações 0,45 e 

0,65mg/ml de HDL. Uma hipótese é que o colesterol da membrana 

plasmática esteja sendo transferido para partículas de HDL para ser 

esterificado (Huuskonen et al., 2001; Oram 2002; Von Eckardstein et al., 

2001); desta forma o colesterol influenciou na expressão dos genes 

estudados. 

As estatinas são os fármacos mais usados para o tratamento das 

hiperlipidemias em prevenção primária e secundária, com o propósito de 

diminuir os níveis de lipoproteínas plasmáticas ricas em colesterol e reduzir 

os riscos de doenças cardiovasculares. Estes efeitos são resultantes da 

atividade inibidora das estatinas sobre a enzima HMG-CoA redutase, com a 

propriedade de bloquear a conversão do substrato HMG-CoA em ácido 

mevalônico, inibindo os primeiros passos da biossíntese do colesterol 

(Campo & Carvalho, 2007). 

As estatinas têm sido relacionadas às propriedades de inibição de 

proliferação e indução de apoptose em uma grande variedade de células 

tumorais, sendo desencadeados efeitos antitumorais em modelos animais 

contra melanoma, carcinoma mamário, adenocarcinoma pancreático, 

fibrosarcoma, glioma, neuroblastoma e linfoma, resultando em retardamento 
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de crescimento tumoral e inibição de processos metastáticos (Campo & 

Carvalho, 2007). Elas inibem o mevalonato um caminho que leva a 

mudanças critica na função celular. As estatinas podem ter um efeito 

citostático em células de câncer e prolongar a vida de pacientes com câncer. 

Elas também agem como antioxidantes, antiinflamatório, drogas 

angiogênicas e pode prevenir o crescimento de células tumorais (Kuoppala 

et al., 2008). Em estudos pré-clínicos, as estatinas têm demonstrado a 

capacidade de potencializar os efeitos antitumorais de algumas citocinas e 

quimioterápicos (Campo & Carvalho, 2007). 

Um estudo de caso controle relatou que o uso de estatinas por mais 

de 5 anos estava associado com uma significativa redução no risco relativo 

de câncer coloretal (Poynter et al., 2005). Outros estudos indicaram que as 

estatinas podem reduzir o risco de câncer de próstata (Shannon et al., 

2005). Relatos entre o uso de estatinas e o risco de câncer de mama têm 

produzido resultados confusos, que não associam ou associam positiva e 

negativamente os resultados observados (Ahmed et al., 2006). Uma recente 

análise destes estudos concluiu que não há efeito das estatinas na 

incidência e no risco de morte por câncer (Brown, 2007). 

Em 2002, Sakaeda et al., associaram a interação das estatinas 

(sinvastatina, lovastatina e pravastatina) com o MDR1. Neste estudo 

mostrou-se que as estatinas são substratos para o MDR1 ou simples 

inibidores do transporte mediado por este gene, e que isso ocorre devido a 

capacidade hidrofóbica das estatinas em reconhecer o MDR1. 
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No presente estudo, utilizaram-se células tratadas com sinvastatina 

para analisar a expressão dos genes MDR1, MRP1 e LRP. Como esperado, 

a expressão do gene MDR1 diminuiu significantemente em todas as 

concentrações de sinvastatina e em todos os períodos de tempo analisados. 

Nos genes LRP e MRP houve diminuição da expressão gênica nas 

concentrações de 10µM e 50µM ambos em 24 horas de tratamento. Para 

estes genes, houve aumento da expressão em todas as concentrações no 

período de 48 e 72 horas. 

 O meio de cultura celular é analisado pelas suas propriedades 

de suportar o crescimento qualitativamente pela análise morfológica das 

células e, quantitativamente pela estimativa da contagem de células. A 

capacidade de promoção do crescimento celular no meio de cultura é 

verificada pela suplementação do meio com soro fetal bovino. Então, depois 

de realizarmos a depleção do colesterol através da MβCD e inibirmos a 

síntese de colesterol com o uso da sinvastatina, decidimos realizar um 

ensaio em que as células fossem cultivadas em meio de cultura desprovidas 

de soro fetal. Queríamos verificar a expressão dos genes estudados quando 

as células fossem submetidas a uma privação de nutrientes. O gene MDR1 

teve aumento muito significativo no período de 24 horas de carenciamento 

celular e, também obteve aumento em 48 e 72 horas. O gene LRP também 

obteve aumento de expressão em todos os tempos, porém, o aumento mais 

expressivo foi no período de 24 horas. No entanto, a expressão do gene 

MRP1 teve aumento significativo em todos os períodos de tempo analisados. 

Uma hipótese é que esta privação levou a um aumento na síntese de 
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colesterol através da enzima HMGCoA-redutase. Isto pode ter ocorrido para 

que as células possam manter a estabilidade da membrana. Desta forma, 

com uma maior disponibilidade de colesterol na membrana plasmática, os 

genes MDR1, MRP1 e LRP aumentaram sua expressão.  

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

6. Conclusões 
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No presente estudo, a LDL promoveu o aumento da expressão dos 

genes MDR1, MRP1 e LRP; este aumento foi maior no gene MDR1. No 

entanto, a HDL proporcionou a diminuição da expressão desses genes, 

sendo mais expressiva no gene MDR1.  

Com a retirada de colesterol da membrana plasmática através da 

MβCD, os genes MDR1, MRP1 e LRP tiveram sua expressão diminuída.  

No tratamento com sinvastatina houve uma diminuição significante na 

expressão do gene MDR1. Nos genes MRP1 e LRP esta diminuição ocorreu 

apenas em 24 horas, nos períodos seguintes houve aumento da expressão 

destes genes. 

Após carenciamento, estes genes tiveram aumento significativo da 

expressão. 

Desta forma, podemos concluir que as lipoproteínas estudadas 

alteram a expressão dos genes MDR1, MRP1 e LRP. 
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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