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RESUMO 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO  

 
Avaliação das alterações na sinalização das células  tronco estromais 

mesenquimais da medula óssea em pacientes com Leuce mia Mieloide Aguda 
 

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma neoplasia hematológica 
heterogênea caracterizada pela proliferação e acúmulo dos precursores mielóides 
na medula óssea (MO), podendo ser classificada em 8 subtipos a partir das 
características de leucócitos e da fase interrompida na diferenciação celular. Apesar 
dos diversos estudos na área, os eventos relacionados com o início da doença 
assim como sua progressão ainda não foram elucidados. O nicho hematopoético 
apresenta um papel importante na manutenção e diferenciação das Células Tronco 
Hematopoéticas normais (CTH) e acredita-se que alterações nesse meio podem 
estar influenciando no surgimento da uma Célula Tronco Leucêmica (CTL). O 
microambiente medular é formado por um grupo heterogênio de células não 
hematopoéticas, dentre elas as células estromais da medula (MSC). Por isso, o 
objetivo deste trabalho é avaliar se o processo de transformação leucêmica da CTH 
pode ser influenciado pela sinalização realizada pela MSC em pacientes com LMA. 
Para isso, amostras de MO de pacientes com LMA ao diagnóstico e de doadores 
saudáveis (DS) foram colocadas em cultura para isolamento e cultivo das MSC. 
Realizamos uma caracterização das culturas de acordo com a SITC e todas 
apresentaram características de MSC tanto na morfologia como na expressão de 
marcadores de superfície celular. Nos ensaios de diferenciação adipogênica e 
osteogênica in vitro todas as MSCs apresentavam capacidade de se diferenciar, 
entretanto, o potencial de diferenciação osteogênica foi menor em pacientes com 
LMA. Comparamos também o perfil de proliferação  e ciclo celular  e não foi 
observada diferenças estatísticas entre as culturas de MSCs. Para verificarmos 
então se havia diferença de expressão gênica entre as culturas, realizamos ensaios 
de Chiparray. Para a realização desse ensaio foram utilizadas 7 amostras de 
pacientes e comparadas com dois pools de DS. Cinquenta e cino genes foram 
encontrados diferencialmente expressos e escolhemos 6 genes para serem 
confirmados por RT-qPCR  em 19 amostras de pacientes e 13 amostras de 
doadores  (Ccl2 e Spond2 aumentados e Mmp16, Bmp4, Cldn1 e Opn  diminuídos 
em MSCs de pacientes com LMA). Com esses resultados podemos sugerir que 
existe uma assinatura molecular comum a todas as MSCs de LMA independente do 
subtipo quando comparado com DS. Realizamos também análises in silico para 
avaliar as vias de sinalização e as interações que os genes diferencialmente 
expressos encontrados apresentavam. Nessas análises os genes encontrados 
estão envolvidos principalmente com as vias de diferenciação de osteoclastos e  
sinalização de Wnt. Também avaliamos os níveis das proteínas CCL2, BMP4 e 
OPN no plasma de pacientes com LMA e DS Nossos resultados confirmam o 
aumento de CCL2 no plasma de pacientes com LMA assim como a redução de 
BMP4. No entanto, os níveis de OPN não foram alterados. Esses genes têm sido 
descritos como importantes componentes produzidos pelo microambiente medular 
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queregulam tanto o número de CTH quanto a função. Com esses resultados, 
podemos sugerir que a MSC de pacientes com LMA apresentam alterações na 
sinalização  no contexto da doença, e alterações na expressão dos genes Ccl2 e 
Bmp4 podem estar relacionados com o processo de transformação leucêmica.   

 

Abstract  
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO  

 
 

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous hematological disease 
characterized by proliferation and accumulation of myeloid precursors in the bone 
marrow, and can be classified into eight subtypes based on characteristics and 
behavior of leukocytes and cell differentiation blockage. Although several studies in 
the area, the events related to the beginning of disease as well as its progression is 
still unknown. The microenvironment have an important role in maintenance and 
differentiation of normal Hematopoietic Stem Cells (HSC) and is believed that 
changes in this niche could  give rise to  Leukemic Stem Cell (LSC).The bone 
marrow microenvironment is formed  of  a heterogeneous group of non-
hematopoietic  cells, among  them, the  multipotent mesenchymal stromal cell 
(MSC). In this context, the aim of this work is to analyze if the leukemia 
transformation of the HSC could be influenced by changes in MSC signaling of AML 
patients. For this purpose, bone marrow samples from patients diagnosed with AML 
previously and healthy donors (HD) were place in culture for isolation and cultivation 
of MSC. The characterization of the cultures was performed according to 
International Society of Cellular Therapy (SITC) and we verified that all cultures 
presented MSC morphology and expressed all cell surface markers. The MSCs 
cultures were tested for differentiation in vitro into adipogenic and osteogenic cells 
and the results showed that all cultures presented differentiation ability. However, the 
osteogenic differentiation potential of MSCs from LMA patients was decreased.  We 
also compared   proliferation and cell cycle profiles and we did not observe statistical 
differences between all MSCs. To verify if the MSCs cultures presented changes in 
gene expression profile we performed Chiparray assay. For this, we used seven 
AML patients’ samples and compared with two pools of HD. Fifty-five genes 
differentially expressed were found and some of these genes were confirmed by 
real-time PCR with a larger number of patients’ and donors samples (Ccl2 
andSpond2 overexpressed, and Mmp16, Bmp4, Cldn1 and Opn downregulate in 
AML patients). With these results, we can suggest that there is a common molecular 
signature to all MSCs AML patients, regardless of subtypes, when compared to 
donors.  We also performed in silico analyzes to evaluate the signaling pathways 
and interactions that the differential genes found presented. In this analysis, the 
genes are mainly involved in processes of differentiation of osteoclast and Wnt 
pathway. We also evaluate the levels of the secreted proteins CCL2, BMP4 and 
OPN in plasma of patients with AML and HD. Our results confirmed the increase of 
CCL2 protein and the decrease of BMP4 in the plasma of AML patients. 
Nevertheless, OPN levels were not changed. These genes have been described as 
important components produced by the hematopoietic microenvironment that 
regulates both number and function of HSC.    With these results, we could suggest 
that the MSCs from AML patients presented signaling alterations in the context of the 
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disease and changes in CCL2 and BMP4 expression could be related to the 
leukemogenic transformation process.  
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1.  INTRODUÇÃO 
 

1.1 Sistema Hematopoiético  

 

A hematopoiese é o processo de formação, desenvolvimento e maturação  

de todas as células sanguíneas (Nemeth et al., 2009).   É organizada de maneira 

hierárquica, sendo sustentado por uma pequena população de células residentes 

na medula óssea (MO), capazes de se auto renovar e se diferenciar em todas as 

células do sistema hematopoiético – as Células Tronco Hematopoiéticas (CTH) 

(Wang & Dick, 2005). A hematopoiese ocorre de maneira altamente regulada e 

para garantir níveis adequados de células maduras no sangue, é necessário que 

exista um equilíbrio entre a diferenciação celular e a auto renovação das CTHs. 

A hematopoiese ocorre de forma gradual a partir das CTHs denominada 

CTH a longo-termo (CTH-LT). Essas células são capazes de se auto renovar 

durante toda a vida do indivíduo e produzir todas as linhagens hematopoiéticas. O 

primeiro passo de diferenciação das CTH-LT dará origem as CTHs de curto-termo 

(CTH-CT). Essas CTH-CT tem capacidade limitada de auto renovação, mas 

mantém as características multipotentes, sendo capazes de diferenciar em células 

progenitoras multipotentes (MPPs). As MPPs são capazes de originar os demais 

progenitores mas não mais apresentam a capacidade de auto renovação. A partir 

desses progenitores multipotentes surgem os progenitores intermediários, que 

darão origem as linhagens linfoide e mieloide do sistema hematopoiético. O 

progenitor intermediário linfoide (CLPs do inglês common lymphoid progenitors) 

dará origem aos linfócitos T e B e as células natural killer, e o progenitor 

intermediário comum dos mieloeritroides (CMPs do inglês – common myeloid 

progenitors) dará origem a outros dois progenitores. Os CMPs irão se diferenciar 

nos progenitores mielonocíticos (GMPs do inglês granulocyte/macrophage 

progenitors), que posteriormente darão origem aos granulócitos e monócitos, e nos 

progenitores megacariocíticos/eritrocíticos (MEPs do inglês 

megakaryocytic/erythrocyte progenitors), que irão produzir as plaquetas e os 

glóbulos vermelhos (Weissman, 2000) (figura 1).  
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Figura 1: Esquema ilustrativo do Sistema Hematopoiético . Desenvolvimento de todas as linhagens 

hematopoiéticas, a partir de um precursor comum, que é capaz de se auto renovar e se diferenciar em todas 

as células sanguíneas. CTH-LT (célula tronco hematopoiética de longo-termo); CTH-CT (célula tronco 

hematopoiética de curto-termo); MPP (progenitor multipotente); CMP (progenitor comum mieloeritroides); 

CLP (progenitor comum linfoide); MEP (progenitor megacariocitico/eritorcitico); GMP (progenitor 

mielomonócitico). Adaptado de J.Larsson e S. Karksson (Larsson & Karlsson, 2005). 

 

1.2 Leucemias 

 

Como mencionado, para o processo normal da hematopoiese é preciso 

ocorrer um fino balanço entre a auto renovação e a diferenciação das CTHs.  Uma 

desregulação ou um não funcionamento de algum desses processos pode levar a  

um crescimento descontrolado e uma parada na diferenciação das CTHs, e por 

consequência, o aparecimento das neoplasias hematológicas (Zhang & Li, 2005). 

As leucemias são neoplasias clonais do sistema hematopoiético, que se 

caracterizam pelo acúmulo de células imaturas (blastos) na MO que tiveram uma 

parada na diferenciação e assim perderam sua função normal. Elas podem ser 

classificadas em mieloides ou linfoides de acordo com a linhagem celular 
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acometida, e em agudas ou crônicas com base na rapidez que a doença evolui e 

torna-se grave, sendo aguda quando a progressão é rápida e crônica quando se 

agrava lentamente. Portanto, as leucemias podem ser classificadas em leucemia 

linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfoide crônica 

(LLC) e leucemia mieloide crônica (LMC).  

 

1.3 Leucemia Mieloide Aguda  

 

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma neoplasia hematológica clonal, 

caracterizada pela perda da habilidade de diferenciação dos precursores  

mieloides, por uma diminuição no nível de apoptose, assim como uma não 

resposta aos estímulos regulatórios da proliferação (Estey & Dohner, 2006). Com 

isso, ocorre um acúmulo dos mieloblastos na medula óssea (MO) e 

consequentemente alterações no seu funcionamento normal. As células alteradas 

possuem uma vantagem de sobrevivência fazendo com que a medula óssea e o 

sangue periférico sejam caracterizados por leucocitose com predominância de 

células imaturas. A produção insuficiente dos precursores hematopoiéticos normais 

na medula óssea devido ao acúmulo dos mieloblastos, leva a perda da função da 

mesma e, como consequência, os pacientes apresentam sintomas de anemia, 

leucopenia ou disfunção leucocitária etrombocitopenia (Rulina et al., 2010). O 

diagnóstico da LMA pode ser estabelecido baseado na presença de 20% ou mais 

de mieloblastos na MO (Vardiman et al., 2009). 

As leucemias constituem aproximadamente 2,8 a 3 % de todos os 

diagnósticos de câncer no mundo. No Brasil, as taxas de incidência estimadas das 

leucemias para 2014 foram de 5,2 casos para cada 100.000 homens e 4,3 casos 

para cada 100.000 mulheres (INCA 2015). Nos EUA e Europa, a LMA apresenta 

uma incidência anual de 3,8 casos por 100.00 habitantes (Showel & Levis, 2014) e 

segundo dados do National Cancer Institute, para 2014, foram projetados 18.860 

novos casos de LMA e 10.460 mortes nos EUA (American Cancer Society, 2014). 

A LMA é a leucemia aguda mais comum no adulto, representando cerca de 

80% dos diagnósticos de leucemias agudas, e está altamente relacionada com a 

idade. Sua incidência após os 65 anos é de 15 casos por 100.000 habitantes e 

apresenta uma idade média ao diagnóstico de 68 anos, sendo muitas vezes 

conhecida como uma doença do idoso.  Entretanto, a LMA também pode acometer 
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crianças, representando cerca de 15-20% das leucemias agudas na infância. 

Porém, apresenta uma biologia bastante diferente da apresentada pelos adultos 

(Showel & Levis, 2014).  

 

1.4 Classificação da Leucemia Mieloide Aguda  

 

 Por ser uma doença heterogênea, o grupo Franco-Americano- Britânico 

(FAB) propôs uma classificação para a LMA, que a subdividiu em subtipos e, 

recentemente, a Organização Mundial da Saúde aprimorou essa classificação.  

 

1.4.1 Classificação FAB para LMA 

 

Em 1976, o grupo Franco-Americano-Britânico propôs uma classificação 

para as leucemias agudas baseado nas características morfológicas e citoquímicas 

das células blásticas. A classificação FAB estabeleceu que a presença de mais 

30% de células blásticas na medula é uma característica de LMA, e que essa 

poderia ser subdividida em oito subtipos, de M0 a M7, de acordo com o grau de 

diferenciação dos progenitores mieloides (Tabela 1) (Bennett et al., 1976;Rulina et 

al., 2010). Assim, a classificação FAB leva em consideração a fase interrompida da 

diferenciação celular e passa ter importância na clínica, pois apresenta valor 

prognóstico e de escolha de tratamento. Embora exista uma classificação mais 

recente designada pela Organização Mundial da Saúde (OMS), este sistema ainda 

é largamente utilizado. 
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Tabela 1: Classificação FAB para Leucemia Mieloide Aguda  
Subtipo Nome 

M0 

M1 

M2 

M3 

M4 

M5 

M6 

M7 

Leucemia mieloblástica aguda indiferenciada 

Leucemia mieloblástica aguda sem maturação 

Leucemia mieloblástica aguda com maturação 

Leucemia promielocítica aguda ou promielocítica 

Leucemia mielomonocítica aguda 

Leucemia monoblástica aguda (5a) ou Leucemia monocítica aguda (5b) 

Leucemia eritróide aguda ou Eritroleucemia 

Leucemia megacarioblástica aguda 

 

1.4.2 Classificação da Organização Mundial da Saúde  para LMA 

 

A Organização mundial da Saúde (OMS), em 2001, publicou a Classificação 

dos Tumores Hematopoiéticos e Linfáticos. Pela primeira vez foi levado em 

consideração para o algoritmo de classificação das neoplasias mieloides a 

informação genética além da morfologia, imonofenotipagem, informações clínicas e 

citoquímicas. Além dessas diferenças em relação à classificação FAB, a 

classificação da OMS passa a considerar uma presença de 20% ou mais de 

células blásticas na medula ou sangue periférico suficiente para caracterizar um 

quadro de LMA. (Vardiman et al., 2009) (tabela 2). 
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Tabela 2:  Classificação da OMS para LMA. 

Grupo  
 

 
LMA com anormalidades 

genéticas recorrentes 

LMA com t(8;21)(q22;q22)/ AML1-ETO  

LMA com inv(16)(p13q22) ou t(16;16)(p13;q22)/ 

CBFβ/MYH11 

LMA com t(15;17)(q22;q12)/ PML-RARα 

LMA com anormalidades de 11q23 / MLL  

LMA com displasia de múltiplas 
linhagens  

Pós-SMD ou doença mieloproliferativa  

Sem antencentes  

 
LMA/SMD associada a tratamento  

LMA/SMD associada com agentes alquilantes  

LMA/SMD associada com inibidores da topoisomerase II 

 

 

 

LMA não categorizada nos itens 
anteriores  

LMA com mínima diferenciação  

LMA sem maturação  

LMA com maturação  

Leucemia mielomonocitária aguda  

Leucemia monoblástica e monocitária aguda  

Leucemia eritróide aguda  

Leucemia megacariocitária aguda  

Leucemia basofílica aguda  

Pan-mielose com mielofibrose aguda  

Sarcoma mieloide  
Leucemias agudas de origem 

ambígua 
 

 

 

1.5 Características moleculares da LMA 

 

Estudos mostram que a LMA é uma neoplasia clonal que se origina a partir 

de uma única célula mutante hematopoiética, podendo ser o resultado da mutação 

cooperativa de diferentes genes. Em 2002, Kelly e Gilliland propuseram um modelo 

para explicar a patogênese da LMA, que consistia na necessidade de   ocorrer no 
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mínimo dois eventos diferentes na célula para que essa apresentasse 

características leucêmicas. O modelo consiste no que foi observado na maioria das 

leucemias agudas, onde, uma classe de mutações ou genes rearranjados que 

impedem a diferenciação hematopoiética e subsequente apoptose dessas células 

seriam o primeiro evento. Posteriormente,  uma segunda classe de mutações  

conferem uma vantagem proliferativa e/ ou sobrevida contribuindo assim para a 

leucemogênese (segundo evento). (Kelly & Gilliland, 2002). 

O primeiro evento refere-se à parada da diferenciação, que é uma 

característica comum a todas LMAs, levando a um acúmulo de mais de 20% de 

células blásticas na MO.  A não diferenciação dos precursores hematopoiéticos 

está frequentemente relacionada com translocações em genes que codificam 

fatores de transcrição, que são importantes para o desenvolvimento do sistema 

hematopoiético normal. Como consequência, a translocação cromossômica leva 

um uma perda de função gênica impedindo a maturação hematopoiética (Warner et 

al., 2004).  

Um exemplo de alteração relacionada com a parada da diferenciação é a 

alteração no gene Cbf (do inglês core binding factor), que está frequentemente 

alterado na LMA, ocorrendo em cerca de 15 a 20% das LMAs primárias do adulto. 

CBF é um fator de transcrição heterodimérico que codifica as subunidades α e β. 

Sabe-se que CBF está envolvido na regulação de diversos genes que participam 

do processo de desenvolvimento hematopoiético, logo, é provável que uma 

alteração funcional em Cbf devido a uma translocação cromossômica possa levar a 

um bloqueio da diferenciação hematopoiética (Dash & Gilliland, 2001). Duas 

translocações muito comuns envolvendo Cbf são t(8;21)(q22; q22) e a inv(16) (p13; 

q22).  

A translocação cromossômica t(8;21)(q22; q22) está presente entre 12-15% 

dos casos de LMA e é associada ao subtipo FAB M2.  Cbfα2, também denominado 

Aml1, localizado na região 21q22, sofre rearranjo com o gene Eto, localizado no 

cromossomo 8q22.  O resultado desta translocação é a proteína quimérica AML1-

ETO, um inibidor do fator transcricional CBF, que resulta na repressão de todos os 

genes alvos de AML1(Dash & Gilliland, 2001;Warner et al., 2004). 

O rearranjo cromossômico inv(16)(p13; q22) está relacionado com a 

subunidade  CBFβ, que representa 8-10% dos casos de LMA e está associado 

com a classificação FAB M4. Neste contexto, foi identificada a proteína quimérica 
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CBFβ-MYH11, que, assim como a proteína quimérica AML1-ETO, atua como 

inibidor transcricional. O interessante é observar que a perda de função de CBF 

pode resultar em diferentes subtipos de LMA. Isso pode ser explicado talvez pela 

maneira como o complexo é inibido. No caso do AML1-ETO, a porção ETO recruta 

um complexo co-repressor para os promotores dos genes alvos de Aml-1. Já com 

CBFβ-MYH11, a proteína AML-1 é sequestrada por filamentos de actina do 

citoesqueleto. Essa diferença na localização pode afetar a habilidade de outros 

fatores de transcrição de compensar parcialmente a perda da transcrição ativa de 

AML-1, o que levaria ao bloqueio da diferenciação em diferentes estágios (Warner 

et al., 2004). 

Um outro exemplo de alteração relacionada com a parada na diferenciação 

na LMA são as translocações envolvendo o receptor do ácido retinóico no 

cromossomo 17 e que está associado clinicamente a Leucemia Promielocítica 

Aguda (LPA), subtipo FAB M3. A translocação cromossômica mais comum nesse 

caso é a t(15;17)(q22;q12), que dá origem a proteína quimérica PML/RARα.  A 

expressão dessa proteína resulta em um bloqueio da diferenciação no estágio de 

promielocítico que, nesse caso, pode ser revertido com a administração do ácido 

trans-retinoico (ATRA)(Kelly & Gilliland, 2002). 

Conforme proposto por Kelly e Gilliland é necessário um segundo evento 

para que o processo leucemogênico aconteça. Nesse contexto, as mutações 

gênicas geralmente levam a uma vantagem no aumento da proliferação. Estas, por 

sua vez, estão geralmente associadas à ativação de receptores tirosino quinase. 

Essa teoria tem suporte, uma vez que os dois grandes fatores mitogênicos 

receptores tirosino quinase, FLT-3 e c-kit, estão frequentemente mutados na LMA.  

O gene Flt-3 (do inglês Fms-like tyrosine kinase 3) é um receptor tirosino 

quinase expresso principalmente nos progenitores hematopoiéticos e atua na 

proliferação e diferenciação dessas células (Gregory et al., 2009). Esse gene é um 

dos mais comumente alterados na LMA e dois tipos de alterações podem ocorrer 

em Flt-3. A primeira é a duplicação interna em tandem (FLT-3-ITD) no domínio de 

justamembrana do gene, e, a segunda, é uma mutação pontual no domínio do 

receptor tirosino quinase (FLT-3-TKD). Ambas as alterações resultam numa 

ativação tirosino quinase constitutiva do Flt-3, que resulta na ativação de vias de 

sinalização e finalmente em uma ativação incontrolada da proliferação celular. 

Como os mecanismos de ativação do receptor são  diferentes, isso poderia explicar 
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as diferenças biológicas encontradas nas  duas classes (Levis, 2013). FLT3-ITD 

apresenta um importante valor prognóstico nos pacientes com LMA que 

apresentam cariótipo normal, pois, está correlacionado a um pior valor prognóstico. 

Já as mutações em FLT-3-TKD são menos comuns e não apresentam uma 

importância clínica como FLT3-ITD (Gregory et al., 2009;Levis, 2013). Contudo, 

alterações apenas em Flt-3 não são suficientes para levar ao desenvolvimento da 

LMA.  

O receptor tirosino quinase c-kit e seu ligante Scf (do inglês stem cell fator) 

apresentam um importante papel na hematopoiese. O receptor c-kit é um membro 

tipo III da subfamília dos receptores tirosino quinase e está expresso nas CTHs, 

regulando a proliferação dessas células. A ligação do SCF ao c-kit promove a 

dimerização e ativação da proteína tirosino quinase que auto-fosforila o receptor. 

Mutações e superexpressão de c-kit conseguem ativar o receptor constitutivamente 

o que leva a um aumento da proliferação das células progenitoras. Na LMA as 

alterações em c-kit geralmente estão associadas com a presença de alterações 

cromossômicas como a translocação t(8,21) e inv(16) (Rulina et al., 2010). 

 

1.6 Célula Tronco Leucêmica 

 

Por muito tempo o câncer foi tratado como uma entidade anormal 

homogênea. Acreditava-se que todas as células apresentavam as mesmas funções 

biológicas descontroladas. Como o passar dos anos e a melhora na especificidade 

do tratamento, foi possível o desenvolvimento de drogas alvo específicas, que 

poderiam agir de maneira igual em todo o tumor, esperando-se então a eliminação 

do mesmo. Entretanto, o que foi observado foi o surgimento de subclones 

resistentes a essas drogas (Dick, 2008). Além disso, experimentos usando tecidos 

tumorais demostraram que apenas um pequeno grupo de células dentro do tumor 

apresentava uma extensa proliferação in vivo e in vitro, sugerindo a existência de 

uma heterogeneidade dentro dos tumores e a introdução do conceito de célula 

tronco tumoral. Nesse sentido, a LMA foi de grande importância para o 

entendimento da heterogeneidade tumoral, pois foi através do seu estudo que 

conseguiram demostrar a existência da célula tronco tumoral (Wang & Dick, 2005). 

Essa heterogeneidade não só funcional como morfológica das células 

tumorais, observada na LMA, pode ser explicada por dois modelos distintos: o 
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modelo da probabilidade ou estocástico e o modelo da hierarquia ou da célula 

tronco. 

O primeiro modelo conhecido como modelo da probabilidade (modelo 

estocástico) postula que o tumor é biologicamente homogêneo e que as células 

são influenciadas por fatores intrínsecos e/ou extrínsecos que irão conferir a 

heterogeneidade ao tumor. Essas influências são imprevisíveis, ocorrem de forma 

randômica e são governadas pela probabilidade. Portanto, qualquer célula do 

tumor terá pouca porém igual probabilidade de se tornar uma célula capaz de dar 

início ao tumor, ou seja, uma célula tronco tumoral (Dick, 2008;Wang & Dick, 

2005). Assim, na hierarquia da hematopoiese, qualquer célula, incluindo os 

progenitores comuns, seriam susceptíveis a transformação. Ao adquirir mutações 

leucemogênicas ocorreria uma alteração no programa de desenvolvimento normal, 

resultando de expansão anormal das células e bloqueio em estágios particulares 

da diferenciação (Warner et al., 2004). 

 O segundo modelo, conhecido como modelo da hierarquia ou modelo da 

célula tronco, propõe que a transformação maligna ocorra apenas nas células 

primitivas. Assim como ocorre no tecido normal em desenvolvimento que é 

sustentado hierarquicamente por um grupo de células tronco, o mesmo ocorreria 

no tumor, sendo sustentando por um grupo de células tronco tumorais. Com isso, 

no modelo hierárquico, dentro do tumor existem diversas classes de células com 

capacidades diferentes de auto renovação e proliferação. Todavia, somente as 

células tronco leucêmicas teriam a capacidade de iniciar o crescimento tumoral e 

reproduzir a hierarquia celular da leucemia (Dick, 2008;Wang & Dick, 2005) 

(figura2). 
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Figura 2: Esquema ilustrativo dos Modelos de hetero geneidade tumoral.  Existem duas 

teorias que tentam explicar a heterogeneidade encontrada nas células de pacientes com LMA. De 

acordo com o modelo da probabilidade as células tumorais são biologicamente equivalentes e todas 

podem ser influenciadas por fatores intrínsecos e extrínsecos me maneira imprevisível. Em 

contraste, o modelo da hierarquia postula que existem diferentes classes de células com 

habilidades funcionais diferentes, e, portanto somente um pequeno grupo de células seria capaz de 

dar início ao crescimento tumoral. Adaptado de E. J. Dick. 

 

Com os avanços no conhecimento no campo da hematopoiese, das 

tecnologias como a citometria de fluxo e do desenvolvimento de animais 

imunocomprometidos, em 1997, Bonnet e Dick tentaram demonstrar na LMA a 

existência de um tipo celular capaz de se auto renovar e sustentar o crescimento 

neoplásico in vivo (Bonnet & Dick, 1997). Para isso acontecer, uma célula 

leucêmica teria que ser capaz de reconstituir o fenótipo da leucemia. Entretanto, 

essa capacidade de auto renovação só poderia ser mensurada in vivo. Desta 

forma, foram separadas células CD34+ CD38+ e CD34+ CD38-, derivadas de sete 
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pacientes com LMA representando cada subtipo FAB e injetadas em camundongos 

imunossuprimidos (NOD/SCID). Da mesma forma, CTHs de doadores saudáveis 

também foram injetadas em camundongos imunossuprimidos (NOD/SCID).   

Ambas as células foram capazes de enxertar e proliferar no camundongo. 

Entretanto, as células CTHs enxertadas eram capazes de gerar todas as células do 

sistema hematopoiético, diferente das células enxertadas de LMA, que eram 

capazes de induzir todos os tipos de LMA (Huntly & Gilliland, 2005) (figura 3). 

Baseado nisto, os autores comprovaram pela primeira vez o que eles chamaram de 

células tronco leucêmicas (CTL) e, propuseram a mesma organização hierárquica 

do sistema hematopoiético normal para a LMA, ou seja, a LMA seria sustentada 

por um pequeno número de células: as células tronco leucêmicas (Wang & Dick, 

2005). 

          

Figura 3: Desenho experimental que comprovou a exis tência da célula tronco leucêmica . 

Adaptado de B.J Huntly e G.D Gilliland.  

 

Além desse experimento realizado por Bonnet e Dick, o fenótipo da LMA e 

as similaridades funcionais entre a CTH e CTL sugerem que os eventos iniciais que 
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levaram a transformação leucêmica ocorreram na célula tronco e não em células 

progenitoras intermediárias. Com isso, esses estudos contribuem com evidências 

para o modelo de hierarquia (Dick, 2008), e foram de extrema importância para o 

melhor entendimento da heterogeneidade da LMA. 

Para o surgimento da CTL é preciso que ocorra uma desregulação na via de 

proliferação e na diferenciação das CTHs  (Wang & Dick, 2005). Isso pode ocorrer 

devido a fatores intrínsecos da própria célula como mutações, translocações, 

deleções e/ou devido a fatores extrínsecos como uma sinalização errônea do 

microambiente medular (Rosen & Jordan, 2009) (figura 4). Entretanto, o que induz 

a transformação leucêmica ainda se mantém incerto. 

 

             Figura 4: Influências no surgimento da célula tronc o leucêmica . O surgimento da 

célula tronco leucêmica pode ser influenciado por fatores intrínsecos como mutações, 

translocações, instabilidade genética, como também por fatores extrínsecos através da 

desregulação das sinalizaçoes realizada pelo microambiente medular para a celula tronco 

hematopoiética. CTL- célula tronco leucêmica. Adaptado de M.J Rosen e T.C Jordan. 

 

 

1.7 Microambiente medular 

 

As CTHs estão localizadas em uma região específica na medula óssea 

conhecida historicamente como “microambiente indutivo da hematopoiese”, “nicho 

hematopoiético” ou microambiente medular. Estruturalmente o microambiente 
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medular é formado pelas células estromais da medula que são um grupo 

heterogêneo de células não hematopoiéticas, derivadas do mesênquima 

(mesenquimais), que inclui fibroblastos, adipócitos, precursores osteogênicos,  

células reticulares e pelas células estromais mesenquimais; e pela matriz 

extracelular (Wilson & Trumpp, 2006). A manutenção das CTHs, assim como sua 

auto renovação, proliferação e diferenciação in vivo é altamente regulada pelos 

fatores fornecidos por esse microambiente medular específico no qual estas 

células residem (Ayala et al., 2009). 

O conceito de “nicho” das CTHs foi inicialmente proposto por Schofield em 

1978, quando sugeriu que as células tronco hematopoiéticas mantinham um íntimo 

contato com a região do endósteo e que esse contato célula-célula seria 

aparentemente o responsável pela capacidade ilimitada de proliferação e pela 

inibição da maturação das  CTHs (Schofield, 1978). De fato, a manutenção da auto 

renovação além dos diversos processos envolvidos na hematopoiese, parecem 

depender do suporte ativo da estrutura do nicho o que não é facilmente estimulado 

in vitro (Huang &  Zhu, 2012).   

  Durante os 25 anos seguintes, os estudos do microambiente medular foram 

predominantemente baseados na microscopia ou em culturas celulares. Nesses 

estudos, foram descobertos os principais tipos celulares presentes na medula, 

entretanto, como cada célula estromal poderia influenciar o nicho hematopoiético 

ainda não estava claro (Purton & Scadden, 2008). Sabia-se que os sinais enviados 

pelo nicho para as CTHs incluíam a ação recíproca de citocinas, quimiocinas, 

enzimas proteolíticas e moléculas de adesão que ancoravam as células tronco 

hematopoiéticas ao nicho específico (Kollet et al., 2006). 

De acordo com sua localização, o nicho hematopoíético pode ser 

classificado em nicho vascular ou endósteo. 

 

1.7.1 Microambiente vascular ou Nicho vascular  

 

Diversos estudos demostraram que as CTHs estão localizadas perto dos 

sinusóides na MO. Isso fez com que os pesquisadores assumissem a existência de 

um nicho vascular (Nakamura-Ishizu & Suda, 2013).  Esse nicho é composto pelas 

células endoteliais sinusoidais e pelas células reticulares. As células endoteliais 

sinusoidais servem de barreira entre o estroma medular e a circulação. Além disso, 
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elas também regulam as CTHs e expressam SCF, que é extremamente importante 

na manutenção das CTHs no nicho. Diversos mecanismos através dos quais essas 

células regulam as CTHs têm sido descritos através de estudos in vitro e in vivo.  

Por exemplo, camundongos nocaute para o gene Scf, expresso nas células 

endoteliais, apresentam uma menor população de CTHs e uma menor capacidade 

de repopulação em experimentos de transplante medular (Nakamura-Ishizu & 

Suda, 2013), mostrando a importância das células endoteliais na manutenção das 

CTHs. O Nicho vascular é também o local onde ocorre a proliferação e a 

diferenciação dos progenitores celulares e, posteriormente, a saída para a corrente 

sanguínea (Konopleva & Jordan, 2011a). 

 

1.7.2 Microambiente osteoblástico ou Nicho Endósteo   

 

O nicho endósteo ou osteoblástico está localizado no eixo central da medula 

óssea, perto da superfície da cavidade do osso. Em 1975, foi demonstrada a 

localização física das CTHs perto do endósteo (Lord et al., 1975). Sabe-se que o  

papel  do endeóteo é abrigar as CTH-LT e mantê-las em quiescência através da 

expressão de angiopoetina-1 (ANG-1), osteopontina (OPN) e N-caderina, que são 

expressos pelas células do endósteo (Isern & Mendez-Ferrer, 2011).  O nicho 

osteoblástico é composto por diferentes tipos de células da linhagem osteogênica, 

incluindo as células estromais mesenquimais (que originam os osteoblastos), 

células osteoprogenitoras, osteoblastos e osteócitos, além dos osteoclastos 

(origem hematopoiética). 

Os osteoblastos são células da linhagem osteogênica que revestem a 

superfície do endósteo. Sua principal função é no remodelamento ósseo, onde 

secretam proteínas não-mineralizantes da matriz óssea e regulam a diferenciação 

dos osteoclastos (Purton & Scadden, 2008).  

Através de observação microscópica foi possível observar que as CTHs 

aparentemente estão localizadas na área do periósteo, que é a membrana de 

tecido conjuntivo que envolve a cavidade medular, onde os osteoblastos 

representam um componente essencial desse nicho (Papadimitriou et al., 1994). 

Por isso, foi sugerido a existência de uma interação entre as CTHs e os 

osteoblastos. A primeira evidência direta que os osteoblastos apresentavam 

atividade de suporte para as CTHs foi observado em um estudo in vitro de co-
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cultura, que mostrou a capacidade de secreção de um grande número de citocinas 

hematopoiéticas pelos osteoblastos que facilitam a proliferação e sobrevida dos 

progenitores hematopoiéticos (Taichman & Emerson, 1994).  Em 2003, Calvi e 

colaboradores demonstraram em um modelo animal o papel dos osteoblastos no 

microambiente medular e sua relação com as CTHs. Utilizando camundongos 

transgênicos que expressavam constitutivamente o receptor ativo do hormônio 

para-tireoideano (HPT) – capaz de ativar os osteoblastos, observou-se um 

aumento no número de células osteoblásticas assim como um aumento 

significativo das CTHs na medula óssea. Os osteoblastos que expressavam o 

receptor HPT constitutivamente ativo apresentavam altos níveis do ligante Notch, 

assim como as CTHs expressavam altos níveis de Jagged 1, o que justificaria o 

aumento nos níveis de CTHs (Calvi et al., 2003).  Também em 2003, outro 

experimento animal demonstrou a importância dos osteoblastos na regulação das 

CTHs. Utilizando um camundongo nocaute para o receptor BMPR1A, Zhang e 

colaboradores observaram um aumento significativo tanto dos osteoblastos quanto 

das CTHs sugerindo que os osteoblastos são um componente crucial do nicho 

hematopoiético e que atuam na regulação da proliferação dos progenitores 

hematopoiéticos (Zhang et al., 2003). 

Os osteoclastos são células multinucleadas derivadas dos macrófagos e que 

possuem a capacidade de reabsorção do osso. A interação entre os osteoblastos e 

osteoclastos é a chave para o remodelamento da MO.  

Já as células estromais mesenquimais (MSCs do inglês mesenchymal 

stromal cells) ou células estromais da medula foram por muito tempo referidas 

como células tronco mesenquimais (CTMs). Entretanto, em 2005, a Sociedade 

Internacional de Terapia Celular publicou um esclarecimento em relação a 

nomenclatura das CTMs, justificando o uso desse termo apenas para um grupo de 

células de MO que demonstre os critérios específicos de célula tronco. (Horwitz et 

al., 2005).  

 As MSCs são células multipotentes não hematopoéticas essenciais do nicho 

hematopoiético, apesar de serem células extremamente raras (<0.01%).  O 

primeiro grupo a descrever e identificar essas células in vitro foi o de Friendenstein 

em 1968, onde caracterizam essa célula em cultura como aderente ao plástico, 

semelhante a um fibroblasto e com uma capacidade rudimentar de regenerar 

tecido ósseo in vitro e in vivo (Friedenstein et al., 1968). Posteriormente, foi 
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também demonstrado que essas células eram capazes de se diferenciar em 

adipócitos, condrócitos, osteócitos e mioblastos, tanto in vitro quanto in vivo 

(Pittenger et al., 1999).  

Em 2006 a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) propôs critérios 

mínimos para definir as MSCs humanas. Primeiro, as MSCs devem ser “aderentes 

ao plástico” (aderentes ao substrato), quando mantidas em condições padrão de 

cultivo in vitro. Segundo, as MSCs devem expressar as moléculas de superfície 

CD105, CD73 e CD90, e não expressar as moléculas de superfície CD45, CD34, 

CD14 ou CD11b, CD79α ou CD19, e HLA-DR. Terceiro, as MSCs devem ser capaz 

de diferenciar in vitro em osteoblastos, adipócitos e condroblastos (Dominici et al., 

2006). 

Na MO, as MSCs são responsáveis por promover a estrutura física básica do 

nicho. Assim, essas células podem ser capazes de regular a auto renovação, 

proliferação e diferenciação das CTHs através da produção de citocinas e sinais 

intercelulares que são transmitidos através das interações célula-célula ou da 

secreção de proteínas (Shiozawa et al., 2008). 

 

1.8 Sinalização no Microambiente Hematopoiético   

 

O processo de auto renovação e diferenciação das CTHs são controlados 

por vias genéticas intrínsecas que estão sujeitas a regulação por sinais extrínsecos 

do microambiente medular (Zhang & Li, 2005). Diversos experimentos têm 

demostrado que as CTHs respondem a múltiplas citocinas e que a auto renovação, 

apoptose, mobilização para fora do nicho e formação de células progenitoras 

diferenciadas depende de múltiplas citocinas, proteínas de adesão, e outros sinais 

produzidos pelas células estromais mesenquimal. Dentre as sinalizações 

conhecidas mais importantes entre as CTHs e as MSCs estão as de BMP, Wnt e 

Notch. Além disso, algumas proteínas como OPN e ANG-1 também são 

importantes para a sinalização no nicho.  
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1.8.1 Via de sinalização BMP 

 

As proteínas BMP (do inglês boné morphogenetic protein) são membros da 

superfamília dos fatores de crescimento TGF-β. Elas estão envolvidas na 

regulação celular da proliferação, diferenciação e apoptose e tem demonstrado um 

papel importante na indução do tecido hematopoiético durante o desenvolvimento 

embrionário (Zhang & Li, 2005). 

As BMPs são proteínas secretadas que se ligam aos receptores 

heterodiméricos na superfície celular. Existem dois tipos de receptores de BMP, o 

tipo I (BMPRI) e o tipo II (BMPRII). A via canônica de BMP ocorre através atividade 

serino/ tirosino quinase do receptor tipo I resultando na fosforilação das proteínas 

SMAD1, SMAD5 ou SMAD8 (R-SMAD).  R-SMADS fosforiladas formam um 

complexo heterotrimérico com a proteína SMAD4 (Co-SMAD). Esse complexo é 

translocado para o núcleo e interage com outros fatores de transcrição, regulando 

a expressão de genes alvos (Ross & Li, 2006;Zhang & Li, 2005) (figura 5). 

O primeiro estudo a demonstrar que a via de BMP poderia ter um papel na 

regulação da hematopoiese foi um trabalho in vitro onde se observou que as CTHs 

humanas eram capazes de preservar sua atividade de reconstituição do sistema 

hematopoiético quando tratadas com BMP4 (Bhatia et al., 1999). Em 2003, através 

do estudo com o camundongo mutante para BMPR1A, Zhang e colaboradores 

demostraram o papel chave da sinalização BMP na regulação das CTHs através 

do controle negativo do tamanho do nicho endósteo (Zhang et al., 2003). 
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Figura 5: Modelo esquemático da via de sinalização de BMP.  Adaptado de M.E Shore e S.F 

Kaplan (Shore & Kaplan, 2010) 

 

1.8.2 Via de sinalização Wnt 

 

Os ligantes WNT são glicoproteínas secretadas que ativam diversas vias de 

sinalização. A via de Wnt atua durante o desenvolvimento embrionário, assim como 

no adulto, dirigindo eventos como proliferação celular e diferenciação.   

Existem três diferentes vias de sinalização de Wnt, sendo a via canônica a 

melhor caracterizada. A ativação da via canônica ocorre quando o ligante WNT 

interage com o receptor de superfície celular FRIZZLED e com uma de duas 

lipoproteínas de baixa densidade do receptor LPR5/6.  Uma vez que ocorre essa 

ligação, a proteína GSK3β é inativada, não formando assim o complexo de 

degradação de β-catenina. Com isso, a proteína β-catenina é estabilizada e 

acumulada no citoplasma com subsequente translocação para o núcleo, onde 

interage com os fatores de transcrição TCF (do inglês T-cell transcriptional factor) e 

LEF (do inglês lymphoid enhancer factor-1) regulando a expressão de diversos 

genes alvos.  Na ausência do ligante WNT, β-catenina citoplasmática apresenta um 

curtíssimo tempo de vida, sendo degradada por um complexo de multiproteínas. 

Esse complexo consiste nos inibidores AXIN, APC, CK1 e GSK3β. Após se ligar a 
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AXIN e a APC, β-catenina é fosforilada por duas quinases CK1 e por GSK3β, o que 

gera uma modificação na estrutura da proteína que passa ser reconhecida pelo 

complexo E3-ubiquitina-ligase, que marca β-catenina com moléculas de ubiquitina 

que servem de sinalização para a degradação proteosomal (Nemeth et al., 2009; 

Ross & Li, 2006; Staal & Clevers, 2005) (figura 6). 

A sinalização de Wnt tem sido relacionada à hematopoiese, primeiro porque 

nesse tecido há expressão de diversos ligantes WNT e seus receptores e, 

segundo, devido à ativação da via Wnt resultar na proliferação e expansão das 

CTHs (Ross & Li, 2006). 

 

 
Figura 6: Modelo esquemático da via canônica de Wnt  a) via inativa, b) via ativa. 

Adaptado de J. Luo (Luo et al., 2007) 

 

1.8.3 Via de sinalização de Notch 

 

A via de sinalização de Notch é uma via altamente conservada e está 

envolvida na regulação do destino celular. Além disso, esta via controla uma 

enorme variedade de processos celulares, incluindo proliferação, apoptose, 
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regulação de auto renovação do tecido, diferenciação e manutenção de células 

precursoras (Azizidoost et al., 2014). 

 NOTCH é um receptor de superfície celular composto por três partes, 

incluindo domínios extracelular, intracelular e transmembranar e possui várias 

funções celulares. Ele é capaz de interagir com dois ligantes transmembranares, 

DELTA e JAGGED. A ligação de qualquer um dos ligantes ao receptor resulta na 

clivagem proteolítica de NOTCH liberando o domínio citoplasmático denominado 

domínio intracelular de NOTCH (NICD). NICD é translocado para o núcleo onde se 

liga às proteínas CBF-1 e RBP-Jk, convertendo esses fatores de transcrição, 

normalmente repressores, em ativadores dos genes alvos de NOTCH (Ross & Li, 

2006). 

Diversos estudos têm demostrado que a ativação da via de sinalização 

Notch apresenta um papel na regulação das CTHs. Calvi e colaboradores 

demostraram isso no trabalho em que osteoblastos que produziam altos níveis de 

Jagged 1 podiam auxiliar no aumento do número de CTHs (Calvi et al., 2003). 

 

1.8.4 Osteopontina  

 

A Osteopontina (OPN) é uma glicoproteína fosforilada secretada na matriz 

óssea por diversos tipos celulares. Ela está envolvida em diversos processos 

fisiológicos e patológicos como, adesão celular, angiogênese, apoptose, resposta 

inflamatória e metástase tumoral. A OPN interage com as CTHs através da ligação 

com as β1-integrinas assim como as várias isoformas de CD44, ativando diversas 

vias de sinalização (Nilsson et al., 2005;Stier et al., 2005). 

Estudos com camundongos deficientes em OPN demostraram que um 

mecanismo pelo qual os osteoblastos podem regular o número das CTHs na 

medula é através da secreção de OPN. Esses camundongos apresentaram um 

aumento no número de células hematopoiéticas primárias e este aumento não era 

devido a alterações na cinética do ciclo celular dessas células. Esses resultados 

sugerem que o mecanismo de ação da OPN para aumentar o número de CTHs 

pode ser a diminuição da morte celular. Dessa forma, OPN é um regulador 

negativo da proliferação das CTHs no nicho medular e também atua na 

manutenção da quiescência das CTHs no nicho endósteo (Nilsson et al., 2005; 

Stier et al., 2005; Wilson & Trumpp, 2006). 
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1.8.5 Angiopoetina 

 

A angiopoetina1 (Ang-1) pertence a uma família de fatores de crescimento 

composta de quatro membros que se ligam ao receptor tirosina quinase Tie-2.  A 

evidência genética da necessidade da interação de Tie-2 foi obtida através de 

camundongos negativos para Tie-1 e Tie-2. Foi demostrado que Tie-1 e Tie-2 não 

são necessários para o desenvolvimento e diferenciação fetal das CTHs, entretanto 

a falta de Tie-1 e Tie-2 prejudica a manutenção do microambiente adulto. Na MO 

adulta, Tie-2 (que é expresso especificamente pelas CTHs-LT) é ativado pela Ang-

1, que é secretada pelos osteoblastos, levando a uma super expressão de N- 

caderina nas CTHs, promovendo adesão celular. A interação entre Ang-1 – Tie2 

previne a divisão da CTHs e mantém as células em quiescência (Wilson &Trumpp, 

2006). 
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO  

 

Devido a grande heterogenicidade da doença,  muitos estudos tem se 

acumulado nos últimos anos sobre processos leucemogênicos da LMA do adulto. 

Entretanto, os eventos relacionados com o início da doença assim como sua 

progressão ainda não foram claramente elucidados. Ainda se mantém controverso 

se alterações nas MSCs podem influenciar, através de sinalizações errôneas, a 

transformação leucêmica das CTHs e o quanto essa alteração pode contribuir para 

progressão da doença. Na última década, descobertas têm sido feitas para elucidar 

as alterações moleculares que levam a LMA. Embora haja diversos estudos na 

área, o papel do microambiente na iniciação e progressão da leucemia ainda é 

desconhecido.  

As células leucêmicas, assim como as células normais, estão sob a 

influência do microambiente. Assim, a interação entre o microambiente e as células 

leucêmicas, podem estar afetando a apoptose, diferenciação e proliferação dos 

blastos na LMA.  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1  Objetivo principal  

 

Verificar se o processo leucemogênico pode ser influenciado pela 

sinalização realizada pelas Células Mesenquimais Estromais da Medula Óssea em 

pacientes com Leucemia Mieloide Aguda.  

 

3.2  Objetivos secundários  

 

 Utilizando culturas de MSCs de pacientes com LMA e de doadores 

saudáveis, pretendemos:  

 

• Caracterizar as MSCs de pacientes com LMA e de doadores saudáveis. 

 

• Avaliar o perfil de proliferação e de ciclo celular das MSCs de pacientes com 

LMA. 

 

• Determinar por análises transcriptômicas o perfil de expressão das MSCs de 

paciente com LMA e comparar com doadores saudáveis.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1   Amostras dos pacientes com LMA e doadores sau dáveis  
 

 As amostras de medula óssea (MO) foram coletadas por punção da crista 

ilíaca posterior. Para realização desse trabalho utilizamos 33 amostras de 

pacientes previamente diagnosticados com LMA e sendo 14 do sexo feminino com 

média de idade de 40,8 anos (9-70) e 19 do sexo masculino com média de idade 

de 36,9 anos (14-78), e 13 amostras controles de doadores de medula óssea, com 

média de idade de 40,3 anos (32-47) para os transplantes realizados no Centro de 

Transplante de Medula Óssea (CEMO). Só foram incluídos no estudo amostras ao 

diagnóstico. As amostras dos pacientes foram provenientes de diversas unidades 

hospitalares do Rio de Janeiro e outros estados do Brasil. Esse projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do INCA (099/06-CEP INCA n° 034/06) 

e todo o material do estudo só foi utilizado após o Termo de Consentimento livre e 

esclarecido ter sido assinado pelos pacientes. As características de cada paciente 

utilizado no estudo encontram-se na tabela 3.  
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Tabela 3 : Dados dos pacientes com LMA utilizados neste estudo. 

 

Cód LCT Diagnóstico %Blastos Sexo Idade Citogenétic a 
005/12 M4/M5 80% Masculino 43 46,XY,i(9)(q10)[20]
006/12 M3 85% Masculino 68 não foi solicitado nos laboratórios do CEMO
007/12 M1/M2 75% Feminino 9 46,XX,t(3;13)(q13;11),t(16;21)(p11q22)
009/12 M3 80% Masculino 30 Sem condições de análise (sem mitoses) 
010/12 M1/M2 36% Masculino 18 não foi solicitado nos laboratórios do CEMO
011/12 M1/M2 64% Feminino 13 45,X,-X,t(8;13;21)(q22;q34;q22)
012/12 M1/M2 60% Feminino 13 45,XX,inv(3)(q21q26),-7[20]
017/12 M0 40% Feminino 62 não foi solicitado nos laboratórios do CEMO
002/13 M1 29% Feminino 70 Cariótipo normal 
007/13 M2 23% Masculino 14 não foi solicitado nos laboratórios do CEMO
008/13 M2 98% Masculino 42 Sem condições de análise (sem mitoses) 
009/13 M2 56% Masculino 30 Cariótipo normal 
010/13 M2 38% Masculino 25 Sem condiçoes de análise (sem mitoses)
017/13 M3 71,80% Feminino 21 não foi solicitado nos laboratórios do CEMO
021/13 M4/M5 60% Feminino 22 Fish: Positivo para rearranjo CBFb em 45 das 100 núcleos analisadas 
025/13 M4/M5 75% Masculino 46 Cariótipo normal 
028/13 M2 17% Masculino 26 Cariótipo normal 
031/13 M2 70% Feminino 61 Cariótipo normal 
036/13 M3 84% Feminino 29 Fish: Positivo para a fusão PML/RARA nas 100 núcleos analisadas 
037/13 M4/M5 80% Masculino 35 Sem condições de análise (sem mitoses) 
040/13 M2 84% Masculino 28 não foi solicitado nos laboratórios do CEMO
041/13 LMA 56% Masculino 45 47,XY,+8, add(22)(p11)[8]/46, XY [12]
042/13 LMA 90% Masculino 78 Cariótipo normal 
043/13 M3 80% Feminino 53 Fish:Negativo para fusão PML/RARA nas 100 núcleos analisadas 
045/13 M3 75% Masculino 31 Fish:Positivo para a fusão PML/RARA nas 75 das 100 núcleos analisadas 
047/14 M2 87% Feminino 47 Sem condiçoes de análise (sem mitoses)
050/14 M2 25% Masculino 28 Sem condiçoes de análise (sem mitoses)
051/14 M1 67% Masculino 50  Cariótipo normal
053/14 M1 90% Masculino 32 Sem condiçoes de análise (sem mitoses)
054/14 LMA 60% Masculino 32 Fish: Negativo para fusão PML/RARA nas 100 núcleos analisadas
056/14 M4/M5 90% Feminino 60 47,XX,+8t(9;11)(p22q23)[22]
059/14 M3 98% Feminino 47 Cariótipo normal 
061/14 M4/M5 84% Feminino 65 Cariótipo normal  

 

4.2   Isolamento e cultivo de MSC  

 

Para o isolamento e cultivo das MSCs, foram utilizados entre 500ul – 2000ul 

de amostras de medula óssea dos pacientes com LMA e de doadores saudáveis. 

As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 mim. O plasma foi coletado 

e transferido para um eppendorf de 1,5 ml, tratado com 1uL/mL do inibidor de 

protease mix (Biosciences, EUA) e congelado a - 70° C para posterior análise. O 

sedimento celular da centrifugação foi plaqueado em garrafas de 25 cm2 de 

poliestireno (Sarstedt, Alemanha). Foi adicionado a cultura meio DMEM com baixa 

concentração de glicose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Invitrogen, EUA) 

acrescido de 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, 

EUA), 2mM de glutamina (Invitrogen, EUA) e 10% de soro bovino fetal – (SBF 

Hyclone, EUA) - (meio completo para MSC) e incubadas em estufa a 37oC e 5% de 
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CO2. Após uma semana, as culturas foram lavadas 2 vezes em PBS 1X para 

remoção das células não aderentes e adicionado meio completo para MSC novo. O 

meio de cultura foi trocado 2 vezes por semana até que as culturas de MSC 

atingissem uma confluência de 80%. Atingida a confluência (aproximadamente 

uma semana), as MSCs foram submetidas a uma solução de tripsina 0,05%-EDTA 

(ácido etileno diamino tetraacético 0.53mM - Invitrogen, EUA) por 3 min a 37oC, 

para que as células aderentes se soltassem da placa. A ação da tripsina foi 

interrompida adicionando 2x o volume de tripsina de meio DMEM com baixa 

glicose. As células foram centrifugadas a 1.500 rpm por 5mim e o sobrenadante foi 

removido. O “pellet” de células foi ressuspendido em meio completo para MSC e as 

células foram contadas na câmara de Neubauer. As células foram distribuídas em 

novas placas/garrafas, na proporção de 2.000 células/ cm2 (passagem 1). Quando 

as células atingiram 80% de confluência (7-10 dias de cultura) foram novamente 

tripisinizadas e plaqueadas em novas garrafas (passagem 2). As células foram 

cultivadas até a passagem 3.  

 

4.3 Caracterização das culturas de MSC  

 

4.3.1  Análise ao Microscópio Ótico  

 

Todas as culturas foram observadas rotineiramente em microscópio invertido de 

contraste de fase (Zeiss, Alemanha). Para uma análise morfológica mais 

detalhada, as células foram coradas em May – Grunwald/ Giemsa após lavagem 

em PBS 1x e fixação com paraformaldeido 4%.   

 

4.3.2  Análise de Marcadores de Superfície  

 

A caracterização dos marcadores de superfície das MSCs foi realizada para 

todas as culturas analisadas, através de ensaios de citometria de fluxo.  A uma 

suspensão de 8 x 104 células, obtidas após tripsinização de culturas de MSC foi 

resuspendida em meio de cultura e adicionados anticorpos conjugados aos 

fluorocromos FITC, PE e Cy5-FITC. As células foram adquiridas no citômetro de 

fluxo Fluorescence Activated Cell Analyser (FACScan, BD Biosciences, EUA) e 
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analisadas no software CellQuest (BD Biosciences, EUA). Os anticorpos que 

utilizamos reconhecem os seguintes marcadores de superfície: CD105, CD73 e 

CD90, CD45, CD14, CD19, CD34 e HLA-DR. (BD Bioscience, EUA).  

 

4.3.3  Ensaios de diferenciação in vitro  

 

O potencial de diferenciação das MSCs tanto de pacientes com LMA quanto 

dos doadores saudáveis, foi avaliado na passagem 3. Foram realizados ensaios 

para a diferenciação adipogênica e osteogênica para todas as culturas analisadas, 

utilizando-se protocolos específicos para cada caso.    

 

4.3.3.1  Diferenciação Osteogênica  

 

Cerca de 104 células foram cultivadas em poços de 9cm2 em meio de 

diferenciação basal osteogênico (Gibco, EUA), por no mínimo 3 semanas, com 

troca de meio 2 vezes por semana. Posteriormente, as células foram fixadas com 

PFA (Paraformeído) 4% por 20 mim. Após a coloração com solução de Vermelho 

de Alizarina S (Isofar, Brasil) pH4,2 por 5 minutos a temperatura ambiente, a 

diferenciação das células mesenquimais pode ser detectada pela observação de 

depósitos de Cálcio nas culturas, (o corante vermelho de alizarina S cora em 

vermelho depósitos de cálcio).  

 

4.3.3.2  Diferenciação Adipogênica   

 

  Cerca de 104 células foram cultivadas em poços de 9cm2 em meio de 

diferenciação basal adipogênico (Gibco, EUA), por no mínimo 2 semanas, com 

troca de meio 2 vezes por semana. O fenótipo adipogênico das culturas foi 

confirmado pela presença de gotículas de gordura após fixação das células em 

PFA 4% por 20 mim e coloração com corante Oil-red-O (Sigma-Aldrich, EUA) em 

isopropanol por 5 minutos.   
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4.4  Ensaio de proliferação por WST-1  

 

Nesse ensaio foram utilizadas 5 amostras de MSC de pacientes com LMA 

(pacientes com cód. LCT – 051/13; 053/13; 054/13; 056/13; 059/13) e 5 amostras 

de MSC de doadores saudáveis. A proliferação celular das culturas de MSCs foi 

determinada através do ensaio de WST-1 (Roche, Suíça) seguindo as instruções 

do fabricante. Trata-se de um ensaio colorimétrico baseado na capacidade de 

células converterem o sal Tetrazolium (4-[3-(4-Iodophenyl) -2-(4-nitrophenyl) -2H-5-

tetrazolio] -1,3-benzene disulphonate) em corante Fomazan. Essa conversão é 

realizada pela enzima mitocondrial Succinato-tetrazolium redutase.  Um aumento 

na atividade enzimática mitocondrial na amostra leva a um aumento na formação 

de Formazam, que está diretamente correlacionado com o número de células 

metabolicamente ativas na cultura. Para os ensaios de WST-1, as células foram 

plaqueadas em placas de 96 poços a uma densidade de 6,2 x102 células por poço. 

Após 2, 4 e 6 dias foi adicionado 3 µL WST-1 em cada poço e, em seguida, as 

placas foram incubadas por 3h em estufa a 37ºC e 5% de CO2.  A quantificação 

das variações colorimétricas foi realizada em um leitor de Elisa (Asys modelo 

Expert Plus) utilizando o comprimento de onda de 450 nm com a referência de 630 

nm. Como branco foi utilizado 200 µL de meio de cultivo sem células e 3 µL de 

WST-1. As análises e gráficos foram feitos no GraphPad Prism versão 6 

(GraphPad Software, EUA.). 

 

4.5   Ensaio de Ciclo Celular por citometria de flu xo 

 

Nesse ensaio foram utilizadas 5 amostras de MSC de pacientes com LMA 

(pacientes com cód. LCT – 051/13; 053/13; 054/13; 056/13; 059/13) e 5 amostras 

de MSC de doadores saudáveis. O Ciclo Celular foi analisado usando iodeto de 

propídio (IP; Sigma–Aldrich, EUA). Para esse ensaio, as células foram plaqueadas 

em placas de 6 poços a uma densidade celular de 3x104 células por poço e 
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deixadas por 24h em meio completo com 10% SBF.  Após as 24 horas, o meio foi 

trocado por um meio contendo 0,1% SBF e incubado por 48h para bloquear o ciclo 

celular. Passadas às 48h, um dos poços foi tripsinizado e chamado de D0, que foi 

usado como controle da parada do ciclo celular. Nos outros poços restantes, o 

meio completo com 10% SBF foi reposto a cultura por mais 72h e após esse 

período o poço foi tripsinizado.  As células foram ressuspendidas em PSB 1x e 

fixadas em etanol 70% gelado por 16 horas. Para marcação com IP, a suspensão 

de células fixadas foi centrifugada a 1.500rpm por 5mim e o sobrenadante 

descartado.  As células foram lavadas com PBS 1x, ressuspendidas em 250µl de 

solução IP (0,1% de NP40, 0,2 mg/mL RNase, 0,2mg/mL PI) e incubadas por 30 

mim a 4ºC. As células marcadas foram adiquiridas no citômetro de fluxo 

Fluorescence Activated Cell Analyser (FACScan, BD Biosciences, EUA) e os dados 

obtidos foram analisados no programa CellQuest (BD Biosciences , EUA). Para as 

análises foram adquiridos 5000 eventos dentro do R2.  

 

4.6   Análise molecular  

 

4.6.1 Análise da Expressão Gênica Diferencial 

4.6.1.1 Extração de RNA total   

 

  A extração de RNA total foi realizada com auxílio do reagente TRIzol 

(Invitrogen, EUA) seguindo instruções do fabricante.  Na passagem 3 as culturas 

de MSCs foram submetidas a uma solução de tripsina 0,05%-EDTA e o pellet de 

células formado foi posteriormente lavado em PBS 1X por 2 vezes e adicionado a 

ele 1mL de Trizol. Após homogeneização, a solução foi centrifugada por 10 

minutos a 12.000g a 4°C, e o sobrenadante foi recuperado em um tubo novo. Ao 

sobrenadante foram adicionados 200 µL de clorofórmio para cada 1mL de Trizol, e 

em seguida a solução foi misturada vigorosamente por 15 segundos e incubada 

por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. O tubo foi então centrifugado por 15 

minutos a 12.000g a 4°C.  A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para um 

novo tubo de 1,5ml. Foram adicionados então 500 µL de isopropanol 100% para 

cada 1mL de Trizol, e a mistura incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Após a incubação, o material foi centrifugado por 10 minutos a 12.000g a 4°C e o 



 

 

31 

 

sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado com 1mL de etanol 75%, sendo 

centrifugado por 5 minutos a 7.500g a 4°C, e o sobrenadante descartado. O 

precipitado foi reconstituído em 25 µL de água livre de RNAse. Os RNAs obtidos 

foram quantificados em espectrofotômetro Nanodrop ND-100 (Thermo Scientific, 

EUA). A avaliação da qualidade do RNA foi realizada através de eletroforese em 

gel de agarose 0,8%. Os RNAs foram estocados a -70°C até o uso.  

     

 

4.6.1.2 Purificação do RNA total  

 

Para os ensaios de Chiparray foi preciso purificar o RNA extraído pelo 

TRIzol. A purificação do RNA total foi realizada utilizando o RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Após a extração do 

RNA total e quantificação foi separado uma massa de 10µg para purificação.  Os 

volumes das amostras foram ajustados para 100µL de água livre de RNA e 

adicionado 350µL do tampão RLT. Posteriormente, as amostras foram 

homogeneizadas e a elas foi adicionado 250µL de etanol 100% e agitado 

gentilmente com pipeta.  Metade dessa solução (350µL) foi transferida para a 

coluna de purificação que foi centrifugada a 8.000g por 15 segundos e o eluído foi 

descartado. O restante da amostra (350µL) foi adicionado à coluna de purificação e 

novamente centrifugado a 8.000g por 15 segundos e o eluído descartado. 

Adicionamos 500µL de tampão RPE à coluna de purificação que foi novamente 

centrifugada a 8.000g por 15 segundos e o eluído descartado. O processo foi 

repetido e novamente 500µL de tampão RPE foi adicionado à coluna, centrifugada 

a 8.000g por 2 minutos e posterior descarte do eluído. Em seguida, a coluna foi 

centrifugada a 22.000g por um minuto a fim de eliminar todo líquido remanescente. 

Para eluição do RNA, foram adicionados 25µL de água livre de RNAse a coluna e a 

mesma foi centrifugada a 8.000g por 1 minuto. O eluído correspondente ao RNA 

purificado foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop ND-100 (Thermo 

Scientific, EUA).   

 

4.6.1.3  Chiparray  
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Nesse ensaio utilizamos 7 amostras de MSC de pacientes com LMA 

(pacientes com cód. LCT – 005/12; 006/12; 007/12; 008/13; 009/13; 017/13; 

028/13; 031/13) e 2 pools MSC de doadores saudáveis. Para o ensaio de 

Chiparray utilizamos 100 nanogramas (100ng) de RNA previamente extraído e 

purificado e adicionamos 2 µL de Poly-A controle (amostras de RNA exógeno de 

procarioto que irão auxiliar no monitoramento de todo o experimento), em um 

volume final de 5µL. Na primeira etapa do experimento foram realizadas as 

sínteses da primeira fita de cDNA, segunda fita do cDNA e síntese de um cRNA 

por transcrição in vitro de acordo com as instruções do fabricante (Ambion, EUA). 

Para a síntese da primeira fita de cDNA foi adicionado 5 µL de “First-Strand Master 

Mix” (Ambion, EUA) e a reação foi incubada a 25ºC por 60 min; 42ºC por 60 min e 

4ºC por 2 min no termociclador (MyCycle, Bio-Rad, EUA). Para a síntese da 

segunda fica do cDNA foi adicionado a reação 50 µL "Second-Strand Master Mix” 

(Ambion, EUA) e incubada no termociclador (MyCycle, Bio-Rad, EUA) a 16ºC por 

60 min; 65ºC por 10 min e 4ºC por 2 min. Após a realização da síntese do cDNA 

fita-dupla foi adicionado ao tubo 30 µL do "IVT master mix" (Ambion, EUA) para a 

síntese de cRNA por transcrição in vitro. A reação foi incubada a 40ºC por 16 horas 

no termociclador (MyCycle, Bio-Rad, EUA). Posteriormente, esse cRNA recém 

sintetizado foi purificado de acordo com o protocolo do fabricante (Ambion, EUA) e 

quantificado no espectrofotômetro Nanodrop ND-100 (Thermo Scientific, EUA).  Em 

seguida, 10 µg deste cRNA purificado foi utilizado para nova síntese de cDNA 

(Ambion, EUA). Para isso, 2 µL de Random Primers e 16 µL do "2nd-Cycle Master 

Mix" foram adicionados a reação e incubados a 25ºC por 10 min; 42ºC por 90min; 

70ºC por 10 mim e 4ºC por pelo menos 2 min. Para hidrolisar qualquer cRNA 

remanescente foi adicionado 2µL de RNase H a cada amostra e incubado a 37ºC 

por 45mim; 95ºC por 5 mim e 4ºC por 2 mim. Esse novo cDNA sintetizado foi 

purificado de acordo com o protocolo do fabricante (Ambion, EUA) e quantificado 

no espectrofotômetro Nanodrop ND-100 (Thermo Scientific, EUA). A partir deste 

momento o cDNA purificado foi fragmentado e marcado. Para a fragmentação do 

cDNA foi utilizado 5,5 µg em um volume máximo de 31,2µL e adicionado 16,8µL de 

mix de fragmentação e incubado a 37ºC por 60 min; 93ºC por 2 mim e 4ºC por pelo 

menos 2 mim. Após a fragmentação 45µL da reação foi transferido para um novo 

tubo. O cDNA fragmentado foi então marcado com 15µL do mix contendo TdT e 

incubado a 37ºC por 60 mim; 70ºC por 10 mim e 4ºC por 2 mim. Ao final da 
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incubação foi adicionada a reação um mix de hidridização contendo um controle de 

hibridização eucariótico (hibridiza em locais pré-determinados no chip - utilizados 

como controle do array), sendo a reação novamente encubada a 99ºC por 5 mim e 

45ºC por 5 mim. Posteriormente, 200µL de cada amostra foi depositada em cada 

Chiparray e esses foram colocados no forno de hibridização a 45ºC por 17 horas a 

uma rotação de 60 RPM. Na manhã do dia seguinte, os arrays foram lavados e 

marcados na estação fluídica da Affymetrix. As informações sobre hibridização 

foram avaliadas no scanner GeneChip® Scanner 3000 e analisadas no programa 

GeneChip@ Operating Software (GCOS) (Affymetrix, EUA). Os dados obtidos 

foram então analisados com o auxílio do software Partek (Partek Inc.EUA). 

 

4.6.2 Análise de diferença de expressão gênica por PCR em tempo real (RT-

qPCR) 

 

Para confirmar os resultados do Chiparray realizamos o ensaio de PCR em 

tempo real (RT-qPCR) em uma gama maior de pacientes, sendo 19 MSCs de 

pacientes com LMA (pacientes com cód. LCT – 005/12; 006/12; 007/12; 008/13; 

009/13; 010/13; 011/13; 012/13; 017/13; 025/3; 028/13; 031/13; 036/13; 037/13; 

045/13; 051/14; 053/14; 054/14; 056/14) e 13 MSCs de doadores saudáveis, para 

alguns genes selecionados que foram encontrados diferencialmente expressos.  

 

4.6.2.1 Tratamento com DNAse 

 

Após a extração do RNA total, as amostras foram tratadas com DNAse para 

degradação de quaisquer resquícios de moléculas de DNA remanescentes da 

extração de RNA. Para isso, foi utilizado a DNAse amplification grade I (Invitrogen, 

EUA), segundo instruções do fabricante. Utilizamos 2µg de RNA total e incubamos 

com 1U de DNAse e 1X de tampão DNAse 10X em um volume total de 10µL, 

durante 15 minutos a 25ºC. Após esse período, foi adicionado 1µL de EDTA 25mM 

a reação para inativação da enzima DNAse. A reação foi incubada por 10 minutos 

a 65ºC no termociclador (MyCycle, Bio-Rad, EUA).   

 

4.6.2.2 Síntese de DNA complementar (cDNA)  
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Para realização da conversão do RNA em cDNA utilizamos o kit SuperScript 

II Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante.  Após o tratamento com DNAse e sua inativação, foi adicionado à 

reação 1µL de OligodT (500ug/mL, IDT) e 1µL de dNTP Mix (10mM cada) à um 

volume final de 12 µL seguido de incubação por 5 minutos a 65°C. Posteriormente, 

adicionou-se a reação 4µL de Tampão 5X First-Strand, 2 µL de DTT 0,1 mM, 1 µL 

RNAout (40u/µL) e 1µL SuperScript II.  A síntese de cDNA procedeu incubando a 

reação a 42°C por 50 minutos com posterior inativação da enzima mantendo-a 

durante 15 minutos a 70°C. As incubações foram realizadas no termociclador 

(MyCycle, Bio-Rad, EUA).  

  

4.6.2.3 Desenhos dos Iniciadores 

 

Os iniciadores utilizados para a reação de PCR em tempo real foram 

desenhados de acordo com instruções contidas no manual do Power SYBR® 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA). As seqüências dos mRNA 

foram obtidas no banco de dados do genoma humano 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Com auxílio da ferramenta disponível on-line na 

página da IDT (Integrated DNA Technologies - www.idt.org) os iniciadores foram 

desenhados e a especificidade dos oligonucleotídeos foram determinadas 

previamente in silico diante de sua similaridade aos dados de mRNA humanos 

através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) / 

HumanGenome (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

4.6.2.4 Reação de PCR em tempo real (RT-qPCR) 

 

Os cDNAs obtidos previamente foram diluídos para concentrações de 

4ng/µL e 8ng/µL e utilizados para amplificação por PCR utilizando Power SYBR 

Green PCR Master Mix® (Applied Biosystems). As reações de PCRs foram 

realizadas utilizando 10ng de cDNA, 2,5µL de mix dos primers (senso e anti-senso 

a 2,0 µM de cada) (ver tabela 2) e 5,0 µl de Power SYBR Green PCR Master Mix® 

(Applied Biosystems). As RT-qPCRs foram realizadas no termociclador Rotor-Gene 

Q (Qiagen, EUA). As análises foram realizadas com auxílio do programa Rotor-
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Gene Q - Pure Detection Software Version 2.2.3 (Qiagen, EUA). Todas as reações 

foram submetidas a uma incubação inicial de 95°C por 10min, seguidos de 40 

ciclos, para amplificação. Quando as Temperaturas de anelamento (TA) eram 

menores que 60°C as ciclagens foram realizadas em três passos (desnaturação de 

95°C por 30s, seguida de anelamento com temperatura menor que 60°C por 30s e 

síntese em 72°C por 30s). Quando as TAs eram maiores ou iguais a 60°C foram 

realizadas ciclagens em dois passos (desnaturação de 95°C por 30s, seguida de 

anelamento com temperatura maior ou igual que 60°C por 60s). As TA utilizadas 

nas reações das PCRs assim como os iniciadores de cada gene analisado 

encontram-se na Tabela 2. As reações de RT-qPCRs foram normalizadas em 

relação aos níveis de transcritos de Gapdh (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) 

e de B2m (β-2 Microglobulina).  As alterações nos níveis de mRNA foram 

calculadas pelo método de análise de Livak e Schmittgen delta-delta Ct (∆∆Ct) 

(Livak and Schmittgen, 2001). Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata. 

 

Tabela 4: Sequência dos primes utilizados para RT-qPCR e suas respectivas TAs 

Gene Primer Senso (5'-3') Primer Antisenso (5'-3') 

TA 

(ºC) 

Gapdh GTCAACGGATTTGGTCGTATTG TGGAAGATGGTGATGGGATTT 62 

B2m ATGAGTATGCCTGCCGTGTGA CGGCATCTTCAAACCTCCATG 60 

Spond2 CCAAATACAGCATCACCTTCAC GCCTCGATCTCCTTCATCAG 60 

Ccl2 CCCAGTCACCTGCTGTTAT GGAGTTTGGGTTTGCTTGTC 62 

Mmp16 TATTCGCCGTGCCTTTGAT CCACATCACGTTTGCCATTT 62 

Bmp4 CCATGATTCCTGGTAACCGA CCTGAATCTCGGCGACTT 60 

Cldn1 TCTTTGACTCCTTGCTGAATCT GCCAGACCTGCAAGAAGAAATA 60 

Spp1 GCTAAACCCTGACCCATCTC CTACATCATCAGAGTCGTTCGAG 64 

 

4.7   Análise in silico 
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Para as análises in silico utilizamos o software MetacoreTM (GeneGO Inc. EUA). 

Foram identificados os processos biológicos e as vias de sinalização mais 

relevantes nas quais os genes diferencialmente expressos estão relacionados.  

 

 

4.8   Elisa  

 

Para a verificação de algumas proteínas específicas no plasma dos pacientes 

com LMA e doadores saudáveis utilizamos o método de Elisa. Para esse ensaio 

utilizamos 33 amostras de plasma de pacientes com LMA, sendo todos os 

pacientes listados na tabela 3 e 11 amostras de plasma de doadores saudáveis. 

Foram utilizados os kits, BMP4 Elisa kit humano e OPN Elisa kit humano (Sigma-

Aldrich, EUA) e o CCl2 Elisa kit (Peprotech, Brasil) de acordo com as instruções do 

fabricante. As amostras de plasma foram adicionadas aos poços nas placas de 

Elisa contendo o anticorpo primário, e incubadas por 2horas e meia a temperatura 

ambiente e agitação moderada. Após esse período, os poços foram lavados 4 

vezes com tampão de lavagem (PBS) e foi adicionado o anticorpo de detecção 

biotinilado a cada poço da placa, a qual foi incubada por 1 hora a temperatura 

ambiente e agitação moderada. Passado o período de incubação, os poços foram 

novamente lavados por 4 vezes e adicionado à solução de HRP-streptavidina. A 

placa foi novamente encubada por 45 min a temperatura ambiente e agitação 

moderada. Após esse período, os poços foram lavados 4 vezes com tampão de 

lavagem e foi adicionado o substrato TMB que foi incubado por 30 min a 

temperatura ambiente e agitação moderada no escuro. Posteriormente, foi 

adicionada nos poços uma solução de parada da reação. A leitura da placa foi 

realizada imediatamente no leitor de Elisa (Asys modelo Expert Plus) utilizando o 

comprimento de onda de 450 nm.  As concentrações das proteínas específicas de 

cada kit foram determinadas através da utilização de uma curva padrão realizada 

juntamente com o experimento.  

 

4.9   Análises estatísticas  

 

O teste estatístico utilizado foi o de Mann Whitney. Foram considerados 

estatisticamente significativos experimentos cujo P Value foi menor que 0,05 
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(*p<0,05; ** p<0,01). As análises estatísticas e as representações gráficas foram 

realizadas com auxílio do software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., 

USA). A dispersão dos dados em relação à média foi representada graficamente na 

forma de desvio padrão(DP).  

 
5. RESULTADOS 
 
5.1  Caracterização das culturas de células estroma is mesenquimais (MSC) 
 

 

Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) publicou os 

três critérios mínimos necessários para caracterizar uma cultura de MSC que são: 

as células devem ser aderentes ao plástico; devem expressar os marcadores de 

superfície CD90, CD105 e CD73 e não devem expressar os marcadores CD34, 

CD45, CD14, CD19 e HLA DR; e devem ser capazes de diferenciar in vitro em 

osteoblastos, adipócitos e condrócitos em meios indutores de diferenciação 

(Dominici et al., 2006). Com base nesses critérios, realizamos a caracterização das 

culturas de MSCs de pacientes com LMA e de doadores saudáveis e 

posteriormente comparamos as duas culturas.  

 

5.1.1  Análise ao microscópio ótico das culturas de  MSC de pacientes com 

LMA e de doadores saudáveis confirma o primeiro cri tério mínimo 

estabelecido pela SITC. 

 

A aderência das células ao plástico foi observada rotineiramente através da 

análise ao microscópio ótico. Para uma análise mais detalhada as culturas foram 

coradas na passagem 3 com May-Grunwald/ Giensa e fotografadas. Na figura 7 é 

possível observar que tanto as culturas de MSC de pacientes com LMA (figura 7A) 

quanto a de doadores saudáveis (figura 7B) são aderentes ao plástico. Com isso, 

podemos afirmar que ambas atendem ao primeiro critério estabelecido pela SITC. 

Analisamos também a morfologia dessas células e observamos que tanto as MSCs 

de pacientes com LMA quanto às de doadores saudáveis apresentavam um 

formato fibroblastóide, característico das células MSCs. Essas culturas quando 

comparadas em relação à morfologia não apresentaram diferenças.  
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Figura 7:  Análise ao microscópio ótico de culturas de MSC de pacientes com LMA e 

doadores saudáveis coradas com May-Grunwald . (A) MSC de paciente com LMA na P3 e (B) 

MSC de doador saudável na P3. Ambas as culturas apresentam características morfológicas de 

MSC (aumento de 200X). Figura representativa de todos os pacientes e doadores analisados.  

 
5.1.2  Confirmação do segundo critério mínimo atrav és da análise do perfil 

imunofenótipico das MSCs de pacientes com LMA e doa dores saudáveis.  

 

Para a caracterização dos marcadores de superfície, as culturas de MSCs na 

passagem 3, foram analisadas por citometria de fluxo para os marcadores CD90, 

CD73, CD105, CD34, CD14 e CD19. No histograma da figura 8, a população de 

células MSC de pacientes é representado pela linha preta, sendo a linha cinza a 

população de células MSC não marcadas.  

 

 
Figura 8: Perfil imunofenótipico das MSCs de pacien tes com LMA . Os histogramas mostram a 

expressão dos marcadores celulares CD90, CD76 e CD 105 e ausência de marcação para CD34, 

CD45, CD14 e CD19, conforme estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular. A 
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população de células MSC não marcadas está representada em cinza e, representado pela linha 

preta, a população de MSC dos pacientes com LMA.  

 

Quando comparamos o perfil imonofenótipico entre as culturas, podemos 

observar no histograma da figura 9, que a população de células MSCs de doadores 

saudáveis, representada em cinza, e a população de células de pacientes com 

LMA, representado pela linha preta, não apresentam diferenças significativas. 

Observa-se a marcação positiva para CD90, CD73 e CD105, tanto para as MSCs 

de pacientes com LMA quanto para as de doadores saudáveis. Em relação aos 

marcadores CD45, CD34, CD14 e CD19, que são marcadores negativos de MSC, 

não observamos marcação em ambas as culturas.  

Figura 9:  Confirmação do perfil imunofenótipico das MSCs . Os histogramas mostram a 

expressão dos marcadores celulares CD90, CD76 e CD 105 e ausência de marcação para CD34, 

CD45, CD14 e CD19, conforme estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular. A 

população de células MSC de doadores saudáveis está representada em cinza e, representado pela 

linha preta, a população de MSC dos pacientes com LMA. 
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5.1.3  Ensaios de diferenciação in vitro mostram que as MSCs em cultura 

obedecem ao terceiro critério mínimo da SITC. 

 

As MSC são conhecidas por serem células multipotentes com potencial de 

diferenciação em adipócitos, osteoblastos e condróciotos quando estimuladas. 

Para avaliarmos se as culturas de MSC apresentavam esse potencial, foram 

realizadas induções de diferenciação adipogênica e osteogênica in vitro nas MSCs 

de pacientes com LMA e doadores saudáveis na passagem 3. 

Para verificarmos a capacidade das MSCs em se diferenciar in vitro em 

adipócitos as culturas foram expostas ao meio indutor de diferenciação 

adipogênica por duas semanas. Como podemos observar na figura 10, as células 

diferenciadas foram coradas com Oil Red O, corante que evidencia a deposição de 

gotículas de gordura nas células. Nesse contexto, ambas as culturas de pacientes 

com LMA e de doadores saudáveis demonstraram preservar o potencial de 

diferenciação adipogênico determinado pela SITC e não foram observadas 

diferenças visuais entre as culturas.  

 

 

       
 

Figura 10: Diferenciação adipogênica das MSCs de pa cientes com LMA (A) e de doadores 

saudáveis (B).  A coloração com Oil Red O confirma a presença de gotículas de gordura nas células 

(aumento de 200x). Figura representativa de todas as culturas analisadas.  

 
Para a diferenciação osteogênica, as culturas na passagem 3, tanto de MSC 

de pacientes com LMA quanto de doadores saudáveis foram mantidas em meio de 

indutor de diferenciação osteogênica por três semanas. A diferenciação 

osteogênica foi observada pela deposição de cálcio marcado com vermelho de 

Alizarina (figura 11).  
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Apesar de ambas as culturas de MSC apresentarem o potencial de 

diferenciação osteogênico estabelecido pela SITC, quando comparamos o 

potencial das MSCs de pacientes com LMA (figura 11A) com as de doadores 

saudáveis (figura 11B), observamos que a diferenciação das MSCs de pacientes 

com LMA foi visivelmente menor, indicando uma redução no potencial osteogênico. 

Mesmo apresentando uma diminuição no potencial de diferenciação 

osteogênico, as MSCs de pacientes com LMA assim como as de doadores 

saudáveis obedecem ao terceiro critério mínimo da SITC. 

 

 

  
                                                                                 
 
Figura 11: Diferenciação osteogênica das MSCs de pa cientes com LMA (A) e doadores 

saudáveis(B).  A diferenciação das culturas é observada pela deposição de cálcio marcado com 

vermelho de Alizarina (aumento 50x).  Figura representativa de todas as culturas analisadas.  

 

 
5.2  O perfil de proliferação celular é conservado entre as culturas de MSCs 
de pacientes com LMA e as de MSCs de doadores saudá veis. 
 

 

As MSCs no microambiente medular apresentam um importante papel de 

suporte da hematopoiese. Isso ocorre devido ao contato célula-célula entre as 

MSCs e as CTHs através de uma interação bidirecional que desencadeia diversas 

vias de sinalização (Blau, 2014;Zhang et al., 2003). Dessa forma, um dos papéis 

das MSCs é controlar a proliferação das CTHs. Sabe-se que para o 

desenvolvimento da LMA é preciso que ocorra alterações em fatores de 

crescimento mitogênicos que irão garantir uma vantagem proliferativa em relação 

as células normais (Warner et al., 2004). Além disso, já foi demonstrado que as 

CTLs interagem com as MSCs e essa interação é essencial para a manutenção da 
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leucemia e progressão da doença (Blau, 2014). Assim, a fim de observar se em 

cultura as MSCs apresentavam alguma alteração no perfil de proliferação, 

realizamos o ensaio de WST-1 e comparamos os perfis de proliferação dessas 

células de pacientes com LMA com o perfil de proliferação dos doadores 

saudáveis. Sabendo-se que as MSCs de doadores, quando plaqueadas com 2.000 

células/cm2, chegam à confluência de 90% em uma semana e duplicam em 

aproximadamente 48h (Binato et al., 2013), realizamos os ensaios de proliferação 

nos dias 2,4 e 6, em culturas na passagem 3. Como podemos verificar nos 

resultados encontrados na figura 12, não foram observadas diferenças 

significativas entre as MSCs em nenhum dos dias avaliados, mostrando que, em 

cultura, as MSCs de pacientes com LMA não apresentam alteração na proliferação 

celular quando comparadas com as MSCs de doadores saudáveis.                                                                                                   

                     
Figura 12: Perfil de proliferação celular usando o ensaio de WST-1.   A proliferação celular das 

MSCs de pacientes com LMA e de doadores saudáveis foram comparadas nos dias 2, 4 e 6 após o 

repique para a passagem 3. Não foram observadas diferenças significativas de proliferação entre as 

culturas em todos os dias analisados. As barras indicam as medias das absorvâncias dos cino 

pacientes e cinco doadores analisados.  

 
5.3  Manutenção do perfil de Ciclo Celular entre as  MSCs de pacientes com 

LMA e de doadores saudáveis  

 

Apesar de não termos observado diferenças na taxa proliferativa das 

culturas estudadas, nos questionamos se não existiria alguma diferença no ciclo 

celular dessas células. Para verificarmos se houve ou não uma parada no ciclo 

celular das MSCs de pacientes com LMA, realizamos ensaio de Ciclo Celular 
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utilizando citometria de fluxo e marcação com Iodeto de Propídeo (IP). Para isso, 

realizamos a sincronização das culturas com privação de soro fetal bovino e, 

posteriormente, medimos o conteúdo de DNA das MSCs utilizando IP. O iodeto de 

propídeo é um fluorocromo que se liga ao DNA, de maneira que a quantidade de 

fluorescência é diretamente proporcional à quantidade de DNA de cada célula. 

Assim as células podem ser separadas pelas fases do ciclo, sendo a fase G0/G1 

aquela que não apresenta o DNA replicado, a fase S sendo uma fase de conteúdo 

intermediário de DNA e a fase G2/M a que apresenta o DNA totalmente replicado, 

ou seja, o dobro da quantidade de DNA da fase G0/G1. Dessa forma, foi possível 

avaliar como essas células progrediram ao longo do ciclo. Os resultados 

apresentados na figura 13 mostram que as MSCs de pacientes com LMA não 

apresentaram diferenças significativas no ciclo celular quando comparadas com as 

de doadores saudáveis. A porcentagem de células encontradas em G0/G1 foi de 

81,5% nas MSCs de pacientes com LMA e 80,6% nas MSCs de doadores 

saudáveis. Nas MSCs de pacientes com LMA, 4,8% encontravam-se na fase S 

assim como 7,4% das MSCs de doadores saudáveis encontravam-se na mesma 

fase. Já na fase G2/M tínhamos 13,2% das MSCs de pacientes e 12,5% das MSCs 

de doadores (figura 13).  

Com esses resultados, juntamente com os resultados obtidos no ensaio de 

proliferação, podemos considerar que o perfil de proliferação e o ciclo celular das 

MSC de pacientes com LMA, em cultura, não estão alterados.  

                                 
Figura 13: Perfil do ciclo celular por citometria d e fluxo . Não é possível observar diferenças 

significativas entre as fases do ciclo celular quando comparamos as MSCs de pacientes com LMA 
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com as de doadores saudáveis. As barras representam a média dos cinco pacientes e cinco 

doadores analisados 

 
5.4   Análise molecular das culturas de MSCs 

 
5.4.1 Análise da Expressão Gênica Diferencial sugere uma assinatura 

molecular característica das MSCs de LMA . 

 

O conhecimento sobre os genes e a identificação de suas funções tornou-se 

fundamental para a compreensão de processos biológicos. Nesse sentido, 

determinar alterações nos perfis de expressão gênica podem fornecer informações 

importantes para o entendimento dos complexos sistemas regulatórios além de 

permitir a identificação dos genes relevantes para determinados processos 

biológicos funcionais ou doenças.  

Como a metodologia de microarranjos, como o chiparray, tornou possível o 

estudo de expressão gênica em larga escala, permitindo analisar o perfil de 

expressão de milhares genes ao mesmo tempo. As identificações de genes 

diferencialmente expressos podem estar direta ou indiretamente relacionadas com 

a etiologia da doença. 

Como não observamos diferenças em relação à proliferação nas culturas de 

MSCs analisadas, nos perguntamos se poderia existir alguma diferença na 

expressão gênica entre essas células. Portanto, para avaliarmos a diferença de 

expressão gênica global entre as MSCs de pacientes com LMA e MSC de 

doadores saudáveis, realizamos o ensaio de ChipArray. 

Para a realização desse ensaio, utilizamos 7 amostras de MSC de pacientes 

com LMA, sendo três provenientes de pacientes com LMA subtipo M1/M2, uma de 

paciente com LMA subtipo M2, duas de pacientes com subtipo M3 e uma de 

pacientes com LMA subtipo M4/M5, e comparamos com dois pools de doadores 

saudáveis.  

Como ponto de corte, selecionamos os genes diferencialmente expressos 

com expressão diferencial de no mínimo 2 vezes para mais ou para menos. Assim, 

determinamos os genes aumentados e diminuídos na comparação. Em nossos 

resultados, encontramos 55 genes diferencialmente expressos sendo que 11 

desses genes foram encontrados aumentados nas MSCs de pacientes com LMA e 

44 diminuídos quando comparados com as MSCs de doadores saudáveis. A lista 
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dos genes diferencialmente expressos encontra-se na tabela 5. Quando esses 

resultados foram dispostos em cluster, utilizando programa Partek, fica evidente a 

separação entre as amostras analisadas (figura14), sugerido a existência de uma 

assinatura molecular comum a todas as MSCs de pacientes com LMA quando 

comparadas com a de doadores saudáveis. 

 

Tabela 5: Genes diferencialmente expressos encontrados nas MSC de pacientes com LMA quando 

comparados com doadores saudáveis.  
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Figura 14: Apresentação na forma de cluster dos 55 genes diferencialmente expressos 

encontrados no ensaio de chiparray . Para esse ensaio foram utilizadas 7 amostras, sendo três 

provenientes de pacientes com LMA subtipo M1/M2, uma M2, duas M3 e uma M4/M5 e comparadas 

com dois pools de doadores saudáveis. Em vermelho os genes aumentando e em verde os 

diminuídos.  

 
5.4.2  Confirmação dos resultados obtidos no ChipAr ray  

 

 5.4.2.1  Análise não supervisionada confirma os re sultados obtidos no 
ChipArray 
 
 

A fim de validarmos os resultados encontrados no primeiro ensaio de 

chiparray, onde encontramos 55 genes diferencialmente expressos quando 

comparamos culturas de MSCs de pacientes com LMA com a de doadores 

saudáveis, realizamos um novo ensaio de ChipArray com mais 3 amostras, sendo 

uma proveniente de paciente com LMA subtipo M3 e duas M4/M5. Posteriormente, 

juntamos os resultados deste novo ensaio com os outros e realizamos uma análise 

não supervisionada com base nos 55 genes previamente encontrados. Esta análise 

foi realizada no intuito de verificarmos se esses 55 genes encontrados eram 

capazes de separar as MSCs de pacientes das de doadores. Podemos observar na 

figura 14 que as MSCs de pacientes, com base nos 55 genes se agrupam em um 

cluster separado das MSCs de doadores saudáveis, corroborando com os 
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resultados obtidos no ChipArray. Esses resultados sugerem que a assinatura 

molecular encontrada é capaz de separar pacientes de doadores.  

 

 

Figura 15: Análise não supervisionada com os 55 gen es encontrados diferencialmente 

expressos no ensaio de chiparray . Podemos observar que as amostras se agrupam em clusters 

que separam as MSC de pacientes com LMA de doadores saudáveis.  

 

5.4.2.2  Ensaios de RT-qPCR confirmam a assinatura molecular capaz de 

separar MSCs de pacientes com LMA das de doadores s audáveis . 

 

Outra maneira de validarmos os resultados do ensaio de ChipArray foi 

através da técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR). Neste caso, selecionamos 

alguns genes encontrados diferencialmente expressos para a confirmação. Os 

genes escolhidos foram Ccl2 e Spond2, encontrados aumentados e Mmp16, Bmp4 

Cldn1 e Opn, encontrados diminuídos nas MSCs de pacientes com LMA. Os genes 

Ccl2 e Mmp16 foram escolhidos para confirmação pois já haviam sido descritos na 

literatura como genes relacionados com o microambiente medular ou com LMA 

(Ayala et al., 2009; Civini et al., 2013). Bmp4 e Opn foram selecionados por 

apresentarem importantes funções para o desenvolvimento e manutenção das 

CTHs(Zang & Li,2005; Stier et al.,2005) e Spond2 e Cldn1 foram escolhidos por já 
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terem apresentado alguma relação com o desenvolvimento de neoplasias (Qian et 

al.,2012; Kwon 2013).  

Para a realização do RT-qPCR, utilizamos uma gama maior de amostras 

sendo 19 de MSC de pacientes com LMA e 13 de doadores saudáveis. 

   Os resultados encontrados na figura 16A indicam que os níveis de mRNA 

de Spond2 estão aumentados três vezes nas MSCs de pacientes com LMA quando 

comparados com doadores saudáveis. Este aumento, além de ser estatisticamente 

significativo confirma os resultados encontrados no ensaio de Chiparray. Ainda não 

se sabe ao certo o papel da Spond2 no contexto hematopoiético, entretanto, o 

aumento da expressão de Spond2 tem sido descrito em diversos tipos de câncer. 

(Qian et al., 2012).  

Os níveis de transcritos de Ccl2 (figura 16B) estavam aproximadamente 

duas vezes aumentados nas MSCs de pacientes com LMA, contudo, apesar do 

resultado estar de acordo com o encontrado no chiparray, esse resultado não 

apresentou estatística significativa. CCL2 é uma citocina pro-inflamatória e seu 

aumento está relacionado com a resposta das MSCs a presença dos blastos 

leucêmicos (Civini et al., 2013).  

Na figura 16C podemos observar que os níveis de mRNA de Bmp4 estão 

diminuídos em aproximadamente duas vezes nas MSCs de pacientes com LMA, 

sendo estatisticamente significativo e confirmando o ensaio de chiparray. A via de 

sinalização de Bmp4 tem sido descrita como uma importante via na regulação da 

proliferação das CTHs. Assim, a baixa expressão de Bmp4 pode estar contribuindo 

para o aumento da proliferação dos blastos leucêmicos (Zhang & Li, 2005).  

Analisamos os níveis de mRNA de Mmp16 e como pode ser observado na 

figura 16D, a expressão de Mmp16 condiz com o resultado encontrando no 

chiparray, onde os níveis de mRNA de Mmp16 encontram-se reduzidos pela 

metade nas MSCs de pacientes com LMA. Contudo, para esse gene, não 

observamos diferenças estatisticamente significativas. As metaloproteinases de 

matriz (MMP) estão envolvidas na regulação da progressão tumoral e são 

produzidas tanto pelas células estromais da medula quanto pelas células 

leucêmicas. Expressões anormais de MMPs têm sido descritas na LMA quando 

comparados com amostras de medula normal (Ayala et al., 2009).  

Os níveis de mRNA de Opn também foram avaliados, como pode ser 

observado na figura 16E. Os resultados mostram que a expressão de Opn foi 
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reduzida pela metade nas MSCs de pacientes com LMA, apresentando estatística 

significativa e confirmando o chiparray. OPN é um importante regulador negativo 

da proliferação das CTHs, logo sua ausência favorece o crescimento dessas 

células (Stier et al.,2005).  

Outro gene escolhido para a validação foi o Cldn1 (figura 16F). Os níveis de 

mRNA de Cldn1 encontram-se reduzidos significativamente nas MSCs de 

pacientes com LMA. Esse resultado também corrobora com o encontrado no 

ensaio de chiparray. As claudinas são proteínas transmembranares importantes 

componentes das junções oclusivas. Alterações na expressão de diversas 

claudinas, em particular da claudina-1 tem sido associado ao desenvolvimento de 

diversos tipos de câncer (Kwon, 2013).  

Em resumo, todos os resultados encontrados utilizando o RT-qPCR, 

confirmaram não só o ensaio de chiparray, como também a existência de uma 

assinatura molecular para as MSCs de pacientes com LMA quando comparadas 

com as de doadores saudáveis.  

 

 

 

Figura 16: RT-qPCR na validação do Chiparray.  Foi extraído RNA total de 19 culturas de MSC de 

pacientes com LMA e 13 doadores saudáveis. Utilizamos o ensaio de RT-qPCR para determinar as 

diferenças de expressão gênica depois de normalizados por B2m e Gapdh. A análise de RT-qPCR 
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para (A) Spond2 e (B) Ccl2 (aumentados em MSC de pacientes com LMA) e (C) Bmp4 (D) Mmp16 

(E) Opn e (F)Cldn1 (diminuídos em MSC de pacientes com LMA) confirmam o ensaio de ChipArray 

e a assinatura molecular comum em pacientes com LMA. As barras indicam as medias nos níveis 

de mRNA (+- desvio padrão). *p<0,05 / **p<0,01.    

 

A fim de verificarmos se a diferença de expressão gênica encontrada é 

realmente comum a todos os subtipos de LMA, analisamos os resultados do RT-

qPCR por subtipo. Separamos os pacientes pelos subtipos M1, M1/M2, M2, M3 e 

M4/M5 e as análises foram realizadas apenas com os genes cuja diferença 

encontrada foi estatisticamente significativa. 

 Os resultados apresentados na figura 17 mostram que os níveis de mRNA 

para o gene Spond2 apresentaram aumentados nas MSCs de pacientes com LMA 

quando comparados com as de doadores saudáveis em todos os subtipos 

(figura17). Entretanto, apenas o resultado para o subtipo M4/M5 (figura17D) 

apresentou estatística significativa. Isso pode ser devido ao número reduzido de 

MSCs de pacientes quando separados por subtipo. 

 Como encontrado na figura 16C, os níveis de mRNA de Bmp4 das MSC de 

pacientes com LMA também estavam reduzidos quando separamos por subtipos 

(figura 18).  Neste caso, o subtipo M2 (figura 18C) foi o único que não apresentou 

diferença estatística significativa.  

Os resultados para o gene Cldn1 podem ser observados na figura 19.Como 

podemos verificar, há uma redução de expressão de Cldn1 quando as MSCs foram 

separadas por subtipos. Contudo, somente os subtipos M1/M2 (figura 19C) e 

M4/M5 (figura 19E) apresentaram diferenças estatisticamente significativas.  

Os níveis de Opn também foram separados por subtipo de LMA. Como 

podemos observar na figura 20 houve uma diminuição dos níveis de mRNA de Opn 

nos diversos subtipos, sendo os subtipos M1 e M4/M5 aqueles que apresentaram 

diferenças estatística significativas (figuras 20A e 20E).  

Como podemos observar, quando separamos as análises por subtipos de 

LMA, alguns genes não apresentaram diferenças estatísticas. Isso pode ser devido 

ao número reduzido de pacientes quando separamos por subtipo ou a uma não 

homogeneidade de expressão, que é justificável, uma vez que estamos 

trabalhando com pacientes. De qualquer forma, mesmo separando as análises dos 
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genes diferencialmente expressos por subtipos de LMA, nossos resultados 

corroboram com os encontrados no ensaio de chiparray.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: RT-qPCR do gene Spond2 separado pelos subtipos de LMA . Comparação entre 

níveis de mRNA de Spond2 entre doadores saudáveis e os subtipos depois de normalizados por 

B2m e Gapdh.  (A) LMA subtipo M1/M2; (B) LMA subtipo M2; (C) LMA subtipo M3; (D) LMA subtipo 

M4/M5. As barras representam as médias dos níveis de mRNA (+- desvio padrão) do gene Spond2. 

*p<0,05. 
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Figura 18: Avaliação dos níveis de mRNA de Bmp4 por PCR em tempo real de acordo com os 

subtipos de LMA.  A expressão diminuída de Bmp4 nas MSC de pacientes com LMA quando comparada 

com a de doadores permanece diminuída quando separamos por subtipos (A) LMA subtipo M1; (B) LMA 

subtipo M1/M2; (C) LMA subtipo M2; (D) LMA subtipo M3; (E) LMA subtipo M4/M5. As barras representam 

a média de expressão do gene Bmp4. *p<0,05 / **p<0,01.   

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

53 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 19: Comparação dos níveis de mRNA de Cldn1 entre as MSC de doadores saudáveis e de 

pacientes com LMA de acordo com cada subtipo . Os níveis de mRNA de Cldn1 permanecem 

reduzidos nos subtipos(A) LMA subtipo M1; (B) LMA subtipo M1/M2; (C) LMA subtipo M2; (D) LMA subtipo 

M3; (E) LMA subtipo M4/M5. As barras representam os níveis de mRNA (+-desvio padrão) de Clnd1. 

*p<0,05 
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Figura 20: RT-qPCR do gene Opn separado pelos subtipos de LMA . Comparação dos níveis de 

mRNA de Opn entre doadores saudáveis e os subtipos(A) LMA subtipo M1; (B) LMA subtipo M1/M2; (C) 

LMA subtipo M2; (D) LMA subtipo M3; (E) LMA subtipo M4/M5. As barras representam a média dos níveis 

de mRNA (+- desvio padrão) de Opn. *p<0,05 

 

5.5  As vias de sinalização de osteopontina e de WN T estão relacionadas com os 

genes diferencialmente expressos encontrados na com paração entre as MSC de 

pacientes com LMA e as de doadores saudáveis 

 

A regulação gênica determina os diversos processos do organismo, desde a 

duplicação da célula até a sua morte programada. Esses processos são coordenados 

por vias de sinalização nas quais diversos genes estão inseridos. Dessa forma, torna-se 

importante o estudo das vias de sinalização, uma vez que nos ajuda a entender a 

regulação do processo e nos permite a busca de alvos para futuras terapias.  

No intuito de verificar em quais vias de sinalização os genes diferencialmente 

expressos encontrados no chiparray estavam inseridos, realizamos uma análise in silico 

utilizando o software MetacoreTM. Os resultados dessas análises mostraram que os 

genes encontrados diferencialmente expressos estão inseridos em diversas vias, sendo 

a via de osteopontina (figura 21) e a via de diferenciação de Wnt (figura 22) as 

abordadas nesse trabalho. A via de osteopontina sinalizando em osteoclastos (figura 21) 



 

 

55 

 

é  uma via importante para a manutenção das CTHs.  A osteopontina atua na regulação 

do número de CTHs no nicho hemapoiético, como descrito por Stier e colaboradores 

(Stier et al., 2005), além de ser um importante fator na ativação dos osteoclastos. Para 

um perfeito funcionamento da medula óssea é preciso que ocorra um balanço entre o 

número de osteoclastos e osteoblastos, uma vez que esses são responsáveis pela 

formação e reabsorção da medula. Já a via de WNT (figura 22) é uma importante via 

relacionada com a diferenciação das CTHs. BMP4 é uma proteína secretada para o 

microambiente medular e uma baixa expressão de Bmp4 pode implicar no não 

funcionamento normal das CTHs (Godman et al., 2009). 

 

 

 

Figura 21:  Via de sinalização de Osteopontina na d iferenciação de osteoclastos.  Os genes 

encontrados no ensaio de chiparray estão representados com um termômetro ao lado onde a cor 

azul indica os genes diminuídos nas MSCs de pacientes com LMA quando comparadas com as de 

doadores saudáveis.   
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Figura 22: Via de sinalização de Wnt encontrada na análise in silico. Os genes encontrados no 

ensaio de chiparray estão representados com um termômetro ao lado de cor azul indicando 

diminuição de expressão nas MSCs de pacientes com LMA quando comparadas com as de 

doadores saudáveis. 

 
 
5.5   As concentrações das proteínas CCL2, BMP4 e O PN  estão alteradas no 

plasma de pacientes com LMA.  
 
 

A diferença de expressão gênica muitas vezes não é refletida ao nível 

proteico. Entretanto, é através da expressão das proteínas que os genes irão 

realizar as diversas funções celulares. No contexto medular, inúmeras proteínas 

são secretadas pelas células estromais da medula e atuam no nicho 

hematopoiético e nas CTHs, realizando as mais diversas funções, desde o controle 
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da proliferação até a morte celular. Dentre os 55 genes diferencialmente expressos 

encontrados em nosso estudo, os genes Ccl2, Bmp4 e Opn, chamaram a atenção, 

pois dão origem a proteínas que são secretadas para o microambiente medular. 

Além disso, essas proteínas estão diretamente relacionadas com a homeostase do 

sistema hematopoiético.  

A fim de verificarmos se as diferenças de expressão de mRNA encontradas 

tanto no ChipArray quanto no RT-qPCR também refletiam na expressão proteica, 

dosamos a concentração das proteínas CCL2, BMP4 e OPN no plasma através de 

ensaios de Elisa. Nesses ensaios, utilizamos 29 amostras de plasma de pacientes 

com LMA, sendo quatro provenientes de pacientes com LMA inclassificável, uma 

do subtipo M0, três M1, três M1/M2, oito M2, cinco M3 e cinco M4/M5 e 

comparamos com o plasma de 11 doadores saudáveis. Os resultados encontrados 

na figura 22 confirmam o aumento da expressão proteica de CCL2 (figura 23A) e a 

diminuição de BMP4 (figura 23B) no plasma dos pacientes com LMA. Entretanto, 

em relação aos níveis de OPN não observamos diferenças na concentração desta 

proteína no plasma (figura 23C).    

Em resumo, todos esses resultados encontrados sugerem que além de 

encontrarmos uma assinatura molecular para as MSCs de pacientes com LMA, a 

sinalização realizada pelas MSCs de pacientes com LMA é diferente das MSCs de 

doadores saudáveis. 
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Figura 23:  Ensaios de ELISA para verificar se as p roteínas secretadas CCL2, BMP4 E OPN 

apresentam-se diferencialmente expressas no plasma de pacientes com LMA quando 

comparado com doadores saudáveis. Os resultados confirmam o aumento de expressão da 

proteína CCLl2 (A) e diminuição da expressão das proteínas BMP4. Entretanto, não observamos 

diferenças nos níveis de OPN nos pacientes com LMA. As barras representam as medias da 

concentração de CCl2, BMP4 e OPN (+- desvio padrão). *p<0,05 / **p<0,01.   
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6. DISCUSSÃO  
 

A Leucemia mieloide aguda é uma neoplasia que apresenta uma alta taxa 

de proliferação celular e uma não maturação dos progenitores hematopoiéticos. 

Essa parada de maturação  pode ocorrer em diferentes etapas do processo de 

diferenciação (Estey and Dohner, 2006). Com isso, a LMA é considerada uma 

doença altamente complexa e heterogênea, onde cada paciente apresenta uma 

parada diferente na diferenciação do progenitor mieloide. Além disso, cada 

paciente pode apresentar ou não translocações cromossômicas e alterações 

genéticas distintas que podem ser associadas com um comportamento clínico e a 

um tratamento específico.  

 A heterogeneidade da LMA pode ser explicada por duas teorias, sendo uma 

a teoria estocástica ou da probabilidade e a outra a teoria da hierarquia, que é a 

que acreditamos ser a mais contundente. Nessa teoria, acredita-se que exista uma 

pequena população de células capaz de dar início ao tumor – as Células tronco 

leucêmicas. Essas células, além da capacidade de auto renovação, dariam origem 

a uma célula progenitora leucêmica e que, por consequência, daria origem às 

células leucêmicas. Essas células dariam origem a um clone com alterações no 

perfil de proliferação e essa proliferação exacerbada favoreceria o surgimento das 

diferentes alterações genéticas encontradas da LMA (Bonnet & Dick,1997; 

Dick,2008). Com isso, apesar da heterogeneidade encontrada na LMA, acredita-se 

que ela teve origem a partir de uma mesma célula – a Célula tronco leucêmica.  

Os primeiros estudos demonstrando a importância do microambiente 

hematopoiético foram realizados com camundongos deficientes de PTEN (do 

inglês phosphatase and tensin homolog). Quando Yilmaz e colaboradores 

realizaramo ensaio com células hematológicas e o microambiente deficiente de 

PTEN, o resultado foi o aparecimento de mielodisplasia com progressão para 

leucemia. Entretanto, quando realizaram o mesmo ensaio com apenas as células 

hematopoiéticas deficientes de PTEN e o microambiente normal, ocorria a redução 

do número de CTHS, no entanto, não era observado o desenvolvimento de 

mielodisplasia ou leucemia.  Com esses achados, foi ficando mais evidente a 

importância da interação entre a células hematopoiéticas e o microambiente e 

indicando que para o surgimento da leucemia era necessário que o microambiente 

também fosse alterado (Yilmaz et al., 2006) 
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Vários estudos vêm descrevendo a importância do microambiente 

hematopoiético para a leucemia, seja no favorecimento da proliferação e/ou 

sobrevida dos blastos leucêmicos, ou na resistência a terapia. Konopleva e 

colaboradores demonstraram que células estromais da medula apresentavam 

efeitos anti-apoptóticos em linhagens e culturas primárias de LMA. Eles 

observaram que ao realizar o co-cultivo de duas linhagens mieloides com células 

estromais havia uma redução da apoptose nessas linhagens. Esse efeito foi 

associado ao aumento de BCL-2 e BCL-XL as células estromais que suportavam 

as linhagens mieloides. Com isso, foi confirmada a habilidade das células 

estromais de regular a sobrevida das células leucêmicas. Além disso, o aumento 

de BCL-2 nas células estromais, que foram co-cultivadas com o os blastos de LMA 

in vitro, foi associado com a resistência dos blastos leucêmicos a quimioterapia in 

vivo (Konopleva et al., 2002). 

Alterações no microambiente medular também têm sido descritas em 

diferentes desordens hematológicas. Estudos com Síndrome Mielodisplásica 

(SMD) demonstraram que as MSCs de todos os subtipos desta doença 

apresentavam alterações epigenéticas e funcionais que comprometiam a 

habilidade dessas células de auxiliar no desenvolvimento das CTHs. Com isso, 

essas MSCs alteradas contribuíam para uma hematopoiese ineficiente. Essa 

disfunção do estroma foi associada como sendo um importante mecanismo da 

fisiopatologia da SMD (Geyh et al., 2013). 

Assim, para compreendermos melhor o processo de transformação 

leucêmica, faz –se necessário o estudo do microambiente medular no qual a CTL 

está inserida.  

A célula tronco hematopoiética apresenta duas características fundamentais, 

que são a capacidade de se diferenciar em todos os componentes do sistema 

hematopoiético e a capacidade de auto renovação. Contudo, essas propriedades 

são mantidas e reguladas pelo microambiente medular onde estão localizadas 

(Isern and Mendez-Ferrer, 2011).  

Durante os estudos da composição do microambiente medular foi observado 

que as CTHs eram preferencialmente encontradas perto da superfície do osso, 

propondo-se então o nome de nicho endósteo pra essa região e que esse seria 

responsável por manter as CTHs em quiescência. Entretanto, foi observado que as 

CTHs também se encontravam localizadas muito próximas dos sinusóides da 
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medula óssea, sugerindo então que existisse um nicho vascular e que esse seria o 

local onde as CTHs iriam proliferar e se diferenciar nos progenitores 

hematopoiéticos. Recentes estudos vêm sugerindo que os nichos trabalham juntos 

tanto na regulação da sobrevida das CTHs, como na regulação de proliferação, da 

diferenciação e na mobilização para fora da MO (Blau, 2014;Isern and Mendez-

Ferrer, 2011).  

A existência do nicho vascular para as CTHs é lógica do ponto de vista 

fisiológico, uma vez que as células sanguíneas deveriam estar próximas do 

sistema circulatório. Portanto, o nicho vascular seria o local ideal para o 

desenvolvimento e diferenciação das células tronco hematopoiéticas, além de ser o 

local onde ocorre a mobilização para a circulação periférica (Kopp et al., 2005). 

O nicho endósteo é composto pelas células pré-osteogênicas, pelos 

osteoblastos, osteócitos, osteoclastos e pelas células estromais mesenquimias 

(MSCs) que dão origem aos osteoblastos. A interação das CTHs com essas 

células ocorre de maneira bidirecional, através de moléculas de adesão ou 

secreção de proteínas (Blau, 2014). 

  Friedestein e colaboradores foram os primeiros a descrever as MSCs in 

vitro e ao colocar as células da MO em cultura, observaram que existia uma 

pequena população celular que era capaz de aderir plástico, apresentavam uma   

morfologia fibroblastóide e possuíam uma capacidade de formar unidades 

formadoras de colônias semelhantes a fibroblastos. Essas células foram 

denominadas células estromais mesenquimais (MSC)(Friedenstein et al., 1968). A 

partir de então, diversos grupos começaram a trabalhar com as MSCs, entretanto, 

cada grupo apresentava uma forma de isolamento diferente, onde utilizavam 

diferentes fontes primárias e diferentes protocolos para cultivo e expansão. Além 

do mais, as MSC não apresentavam marcadores de superfície celular exclusivos, o 

que gerou grande dificuldade de comparação dos resultados no meio cientifico. 

Então, em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC), na tentativa 

de diminuir esses problemas, publicou três critérios mínimos necessários para 

definir uma célula estromal mesenquimal em cultura (Dominici et al., 2006).  

O primeiro e o segundo critérios estavam relacionados com a capacidade 

das MSCs de aderirem ao plástico e com a presença de marcadores de superfície 

celulares específicos. Já o terceiro estava relacionado com a capacidade de 

diferenciação dessas MSCs em cultura, as quais deveriam ser capazes de se 
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diferenciar in vitro quando cultivadas em meio indutor em: osteoblastos, adipócitos 

e condrócitos.  

Em nosso trabalho, utilizamos os critérios estabelecidos pela SITC na 

caracterização das culturas de MSC de pacientes com LMA e nas de doadores 

saudáveis. Foi possível observar que ambas as culturas analisadas eram 

aderentes ao plástico e apresentavam um formato fibroblastóide, característico das 

células MSCs. Já em relação aos marcadores de superfície nossos resultados são 

condizentes com as marcações específicas para ambas as culturas analisadas e 

não foram observadas diferenças significativas em relação aos marcadores quando 

compramos as culturas. Isso já era esperado, uma vez que, por se tratar de 

culturas de MSCs, não deveriam apresentar marcadores diferentes.  

As MSCs normalmente permanecem em estado indiferenciado até que 

recebam os estímulos necessários para a diferenciação. O destino das MSCs para 

a adipogênese ou osteogênese depende de várias vias de sinalização e fatores de 

transcrição. Para a diferenciação adipogênica ocorrer, todas as vias envolvidas no 

processo convergem para a ativação do gene Pparγ (do inglês peroxisome 

proliferator-activaded receptor-γ). Para que ocorra a diferenciação osteogênica é 

necessária a expressão de Runx2 (do inglês Runt-related transcription fator 2), um 

fator de transcrição essencial nesse processo (James, 2013;Zhang et al.,2012). 

Pparγ é o principal regulador da adipogênese, sendo que nenhum outro fator 

pode induzir a diferenciação adipogênica na ausência dele. Além disso, com o uso 

de antagonista de Pparγ fica evidente seu papel anti-osteoblástico e pró-

adipogênico (James, 2013).  

Em nossos resultados não observamos diferença no potencial de 

diferenciação adipogênica quando comparamos as MSCs de pacientes com LMA 

com as de doadores saudáveis. Isso nos sugere que as MSCs de pacientes com 

LMA não apresentam nenhuma desregulação nas vias que ativam o Ppary. 

Já em relação à diferenciação osteogênica, nossos resultados 

demonstraram que ambas as culturas mantiveram a capacidade de realizar a 

diferenciação osteogênica. Porém, há uma diferença no potencial de formação dos 

osteoblastos quando comparamos as MSCs de pacientes com LMA com as de 

doadores saudáveis. Essa redução no potencial de diferenciação osteogênica 

também foi observada em MSCs de pacientes com SMD. Geyh e colaboradores 

mostraram que a redução da potencial de diferenciação osteogênica das MSCs de 
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pacientes com SMD estava associada com a fisiopatologia da doença e 

relacionaram essa diminuição do potencial de diferenciação com a redução da 

capacidade dessas células de regular a hematopoiese. (Geyh et al., 2013).   

A redução do potencial de diferenciação osteogênica observada em nosso 

estudo pode ser devido a diversos fatores, dentre eles a uma não ativação das 

várias vias de sinalização envolvidas no processo de diferenciação osteogênica. As 

duas principais vias que estimulam essa diferenciação são as vias de Wnt e de 

BMP.  

A via de sinalização de Wnt tem sido identificada como essencial na 

determinação do destino celular, assim como da proliferação e diferenciação. Tanto 

a via canônica (dependente de β-catenina), quanto na via não canônica têm atuado 

no processo de formação e remodelamento ósseo pois apresentam atividade pro-

osteogênica e anti-adipogênica (Fakhry et al., 2013;Zhang et al., 2012). 

A via canônica de Wnt consiste na interação do ligante WNT extracelular 

com seu receptor FRIZZLEDe com o co-receptor LRP5/6. Essa interação inibe o 

complexo Axin/GSK3/APC que normalmente fosforila β-catenina promovendo sua 

degradação. Com o acúmulo de β-catenina no citoplasma essa proteina é 

translocada para o núcleo onde irá se ligar ao sítio TCF/LEF atuando como fator de 

transcrição e ativando diversos genes como o gene Runx2. O papel da via de Wnt 

na diferenciação osteoblástica tem sido sugerido principalmente através dos 

estudos do co-receptor de Wnt LRP5/6. Mutações nesse co-receptor foram 

associadas com diminuição da massa óssea, devido à redução da proliferação dos 

osteoblastos, enquanto que um aumento da massa óssea foi relacionado com uma 

mutação que ativava o co-receptor LRP5/6 (Etheridge et al., 2004). 

A via de BMP é responsável por regular inúmeros processos celulares, 

sendo uma potente via indutora da diferenciação das MSCs. Esta via realiza a 

regulação tanto da diferenciação adipogênica quanto osteogênica e sua ativação 

ocorre quando o ligante BMP interage com o receptor BMPRII que irá autofosforilar 

e ativar o receptor BMPRI, ativando a cascata Smad. O termo BMP (do inglês bone 

morphogenetic protein´) foi introduzido para descrever um componente presente na 

desmineralização óssea que era capaz de induzir a formação óssea em 

camundongos quando injetado intramuscular ou subcutâneo (Fakhry et al., 2013). 

Mais de 20 tipos diferentes de BMP já foram descritos, entretanto BMP-2,-4,-

5,-6 e -7 são os mais estudados no contexto da diferenciação osteogênica das 
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MSCs. Diversos estudos em camundongos têm demonstrado a importância de 

BMP para a indução da diferenciação e regulação da formação óssea, desde 

modificação gênica nos ligantes, receptores e inibidores da via. BMP induz a 

osteogênese utilizando tanto as sinalizações autócrinas quanto parácrinas e ativa 

Osterix de maneira dependente e independente de Runx2 (James, 2013). 

Dessa forma, por observarmos uma diferença no potencial de formação de 

osteoblastos nas MSCs de pacientes com LMA, podemos sugerir que a diminuição 

no potencial pode estar relacionada com uma dificuldade na ativação de Runx2. 

Isso pode estar ocorrendo devido a uma alteração na sinalização de qualquer uma 

das vias que induzem a diferenciação osteogênica. No caso da via de Wnt, a 

alteração pode ocorrer tanto na interação do ligante ao receptor quanto na 

translocação de β-catenina para o núcleo. Já, se formos considerar que a redução 

no potencial de diferenciação esteja relacionada com a via de BMP, isso pode 

ocorrer devido diversos fatores como a não expressão de BMP-2, resultando numa 

severa diminuição da osteogênese, uma alta expressão do antagonista de BMP, 

Noggin, ou até mesmo devido a uma não ativação ou ausência do receptor BMPR-

1B que é o responsável pela indução da osteogênese. Para podermos 

compreender o que de fato está ocorrendo na diferenciação ostegênica é preciso 

um estudo mais detalhado das vias que regulam essa diferenciação.  

No microambiente medular as MSCs interagem com as CTHs através das 

interações célula-célula e da secreção de proteínas, tais como os fatores de 

crescimento e citocinas. Estudos demonstram que as CTLs expressam a maioria 

das moléculas de adesão identificadas nas CTHs (Ayala et al., 2009). Logo, por 

serem muito semelhantes, é provável que as MSCs também possam interagir com 

os blastos leucêmicos (ou melhor CTLs) e possam regular sua proliferação, 

contribuindo para o crescimento e progressão da LMA (Giles et al., 2002).   

Existem diversas evidências que as CTLs   realizam uma sinalização para o 

microambiente medular e dessa forma poderiam influenciar o perfil de proliferação 

das MSCs e criar um microambiente tumoral (Konopleva and Jordan, 2011).  

Nesse sentido, avaliamos o perfil de proliferação das MSCs de pacientes 

com LMA e comparadas com doadores saudáveis. Nas análises in vitro, não 

observamos diferenças na proliferação quando comparamos as culturas de MSCs 

de pacientes com LMA com doadores saudáveis. Esses resultados nos mostram 

que as MSCs sozinhas em cultura não apresentam seu perfil de proliferação 
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alterado. Entretanto, é possível que as MSCs tenham sua proliferação alterada no 

contexto da doença. Porém, seria necessário um estímulo das CTLs para isso 

acontecer.  

Todavia, a ausência de alteração do perfil de proliferação das MSCs de 

pacientes com LMA não significa que essas células não possam estar com o perfil 

de ciclo celular alterados. Diversos fatores podem levar uma célula a estacionar em 

uma fase do ciclo celular. Quando não existem estímulos suficientes para as 

células proliferarem, a progressão a um novo ciclo celular é bloqueada e as células 

entram num estado de não divisão chamado G0. No entanto, ao realizamos ensaios 

de ciclo celular para as MSCs de pacientes com LMA e doadores saudáveis 

também não foi observado diferenças nas fases do ciclo celular quando 

comparamos as culturas.  

 Como já mencionado, o microambiente medular tem um importante papel no 

controle da hematopoiese, e uma alteração nesse nicho pode contribuir para o 

processo de leucemogênese através da expressão de fatores de crescimento que 

podem promover a proliferação e/ou inibição da apoptose (Blau, 2014). Uma 

maneira de avaliar se os processos fisiológicos estão sendo alterados é avaliar a 

expressão gênica global de uma determinada célula. Nesse trabalho, compararmos 

o perfil de expressão gênica das MSCs de pacientes com LMA e de doadores 

saudáveis e encontramos 55 genes diferencialmente expressos. Destes 55 genes, 

11 estavam aumentados e 44 estavam diminuídos nas MSCs de pacientes com 

LMA em relação aos doadores saudáveis, sugerindo a existência de uma 

assinatura molecular comum a todas as MSCs de pacientes com LMA. Entretanto, 

os ensaios de chiparray precisavam ser validados.  

Para a validação do chiparray, o ensaio foi repetindo de maneira não 

supervisionada com novas amostras de MSCs de pacientes com LMA. Dessa 

maneira foi possível verificar que os 55 genes encontrados diferencialmente 

expressos eram capazes de separar amostras de pacientes das de doadores. Com 

isso, podemos afirmar que o resultado encontrado corrobora como o primeiro 

ensaio de chiparray e nos sugere que a assinatura molecular encontrada é capaz 

de separar as MSCs de pacientes com LMA das de doadores.  

Realizamos uma segunda validação com alguns genes encontrados no 

primeiro ensaio de chiparray através de ensaios de RT-qPCR  utilizando em uma 

gama maior de pacientes. Os genes escolhidos foram Spond2 e Ccl2, encontrados 
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aumentados e Bmp4, Mmp16, Cldn1 e Opn, diminuídos nas MSCs de pacientes 

com LMA. Apesar dos genes Ccl2 e Mmp16 não terem apresentando estatística 

significativa, todos os genes selecionados confirmaram o ensaio de chiparray e 

confirmam a existência de uma assinatura molecular para as todas as MSCs de 

pacientes com LMA. Os genes validados por PCR em tempo real estão 

relacionados ou com o processo tumoral ou com a fisiologia do microambiente 

medular. 

O gene Spond2 pertence à família das F-Spondinas e é uma proteína 

secretada da matriz extracelular que apresenta um papel essencial na ativação da 

resposta imune inata. Diferenças de expressão gênica de Spond2 já foram 

descritas em células normais e cancerosas de pulmão. Entretanto, sua maior 

relevância clínica tem sido no estudo de câncer de próstata. Qian e colaboradores 

realizaram um estudo onde avaliavam a quantidade de SPOND2 presente no soro 

de pacientes com câncer de próstata e doadores saudáveis e compararam as 

análises de sensibilidade e especificidade da SPOND2 com o PSA (antígeno 

prostático especifico). A conclusão do estudo foi que SPOND2apresentava maior 

sensibilidade e especificidade do que o PSA e sugeriram que Spond2 pudesse ser 

um novo biomarcador para o câncer de próstata (Qian et al., 2012). Na LMA, por 

apresentar um papel na resposta imune, o aumento de Spond2 pode estar de 

alguma madeira favorecendo a manutenção da LMA. Contudo, é preciso mais 

estudos para compreendermos melhor o papel de SPOND2 nessa neoplasia. 

As Claudinas são proteínas transmembranares, importantes componentes 

das junções oclusivas. Elas são o centro da regulação da permeabilidade da 

membrana a soluto e água e também atuam na manutenção da polaridade da 

célula epitelial. Sua expressão está alterada em diversos tipos de câncer quando 

comparado com tecidos normais, sendo o gene Claudina-1 (Clnd1) um dos mais 

regulados negativamente. Em estudos de tumores gástricos, a supressão de Clnd1 

aumentou in vivo a tumorigênese das células gástricas. Dessa forma, a baixa 

expressão de Cldn1 encontrada nas MSCs de pacientes pode estar aumentando 

de alguma forma a tumorigênese da LMA. O que podemos afirmar é que Cldn1 é 

um importante gene  dentro do contexto tumoral (Kwon, 2013). 

A matriz extracelular da medula óssea apresenta um papel importante para 

o funcionamento normal da hematopoiese, pois suas moléculas como fibronectina, 

laminina e proteoglicanas interagem com as CTHs. As metaloproteinases (MMP) 
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de matriz também são componentes importantes da matriz extracelular, pois atuam 

clivando importantes componentes dessa, mobilizando e ativando certos fatores de 

crescimento que estavam na forma inativa. Na LMA, já foram descritas expressões 

aumentadas das MMP-2 e MMP-9 e essas parecem estar envolvidas 

principalmente na angiogênese e na progressão tumoral. Além disso, foi 

demonstrado que as MMPs podem ser produzidas tanto pelas células leucêmicas 

quanto pelas células do estroma (Ayaka et al., 2009;Travaglino et al., 2008).  Por 

ter sido encontrada  diminuída em nossas análises, a proteína MMP16 pode não 

estar clivando importantes fatores para o desenvolvimento normal da 

hematopoiese. Entretanto, o papel da MMP16 precisa ser investigado na LMA, pois 

não há relatos na literatura de sua alteração nessa doença.  

As células do organismo se comunicam através das vias de sinalização por 

meio das quais enviam e recebem informações para outras células. Identificar em 

quais vias de sinalização os genes encontrados diferencialmente expressos estão, 

auxilia no processo de compreensão dos processos alterados nas células. Em 

nosso estudo, realizamos uma análise in silico dos 55 genes diferencialmente 

expressos encontrados para identificarmos em quais vias de sinalização esses 

genes estavam inseridos e buscar compreender qual a importância da alteração do 

perfil de expressão gênica para o ambiente medular. Nessa análise encontramos 

diversas vias que poderiam estar alteradas, mas, escolhemos dar enfoque a duas 

vias importantes para a regulação das CTHs.  

A primeira via é a da osteopontina sinalizando em osteoclastos. A 

osteopontina é uma glicoproteína fosforilada, secretada na matriz extracelular. Ela 

pode ser sintetizada por diversos tipos celulares e está envolvida em vários 

processos fisiológicos e patológicos incluindo apoptose, resposta inflamatória, 

angiogênese, adesão celular e metástase tumoral. A OPN se liga a diversas 

integrinas e ao CD44, que está expresso nas CTHs, ativando diversas vias de 

sinalização (Nilsson et al., 2005;Stier et al., 2005). 

A osteopontina é um importante fator na ativação dos osteoclastos. Para um 

perfeito funcionamento da medula óssea é preciso que ocorra um balanço entre o 

número de osteoblastos e osteoclastos, uma vez que esses são responsáveis pela 

formação e reabsorção da medula. Uma não ativação dos osteoclastos devido aos 

baixos níveis de osteopontina pode levar a um aumento no número de osteoblastos 
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e estes, como foi descrito por Calvi e colaboradores, ao ter seu número 

aumentando, podem também aumentar a população de CTHs (Calvi et al., 2003). 

Assim, como a osteopontina é um regulador negativo das CTHs, na LMA a 

sua baixa expressão pode estar favorecendo a proliferação das células leucêmicas. 

Em 2005 dois estudos publicaram o papel da osteopontina na regulação das 

CTHs. Em um deles, Nilsson e coloboradores utilizaram camundongos deficientes 

em osteopontina e observaram um aumento da proliferação das CTHs. Além disso, 

demonstraram in vitro que osteopontina exógena era capaz de suprimir a 

proliferação de células progenitoras e que essa superexpressão não estava 

associada com a indução da apoptose. Com isso, eles sugeriram que a 

osteopontina é um regulador negativo da proliferação das CTHs ativando a 

manutenção da quiescência dessas células (Nilsson et al., 2005). O segundo 

estudo realizado por Stier e colaboradores também demonstrou que camundongos 

deficientes para osteopontina aumentavam o tamanho da população de células 

tronco hematopoiéticas. Entretanto, ao adicionarem Opn a cultura celular, 

observaram um aumento na apoptose. Eles ainda observaram que a deficiência de 

osteopontina não afetava a diferenciação hematopoiética. Assim, ausência de Opn 

resulta em um aumento do número de CTHs. Contudo, osteopontina não atua 

sozinha no controle do tamanho da população de células tronco, existem outros 

produtos do microambiente medular que podem atuar nesse controle (Stier et al., 

2005).   

 Em nossos resultados de chiparray o gene Bmp4 encontra-se 

diferencialmente expresso nas MSCs de pacientes com LMA. Análises in silico 

mostraram que esse gene pode ser regulado pela via de sinalização Wnt. Essa 

segunda via importante encontrada na análise in silico está relacionada com a 

proliferação e diferenciação das CTHs. No sistema hematopoiético, Zhang e 

colaboradores demonstraram que a via de sinalização de Bmp tem um importante 

papel no controle do número de CTHs influenciando o tamanho do nicho 

hematopoiético (Stier et al., 2005;Zhang et al., 2003). 

BMP4 é uma proteína secretada, membro da família TGF-β, e apresenta um 

importante papel no desenvolvimento hematopoiético. BMP4 é expresso e 

secretado pelas células do microambiente medular, incluindo os osteoblastos, as 

células endoteliais e as MSCs. Em 2009, Goldman e colaboradores demonstraram 

que BMP4 era um componente crucial do microambiente hematopoiético e que 
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regulava as CTHs de maneira autônoma independente da célula. Utilizando um 

camundongo que apresentava deficiência na expressão de Bmp4 e redução da sua 

sinalização na MO, eles demonstraram, in vivo, que a sinalização BMP4 era 

necessária para manter as células CTHs adultas funcionais (Goldman et al., 

2009;Stier et al., 2005).   

As MSC suportam tanto a hematopoiese normal quanto a anormal. 

Entretanto, os recentes estudos indicam que as CTLs interagem com as MSCs de 

maneira a mudar o microambiente medular e deixá-lo favorável para seu 

crescimento. Os mesmos mecanismos que regulam as CTHs, podem favorecer a 

sobrevida dos blastos leucêmicos, dessa forma, ambos os nichos, vascular e 

endósteo são cruciais para a proliferação, diferenciação e sobrevida das CTLs 

(Konopleva and Jordan, 2011b). 

Além disso, trabalhos vêm demonstrando que as CTLs modificam o perfil de 

citocinas e quimiocinas produzidas pelas MSCs, o que também altera o 

microambiente hematopoiético. As quimiocinas são pequenas moléculas proteicas 

que apresentam diversos papéis no sistema imune, regulando o desenvolvimento, 

diferenciação e recrutamento de leucócitos nas reações imunes e inflamatórias. 

Algumas quimiocinas influenciam a produção de interleucinas, angiogênese e 

apresentam efeitos parácrinos e autócrinos que estimulam o crescimento e 

expansão de diversos tumores. Dentre as quimicinas, CCL2 demonstra quimiotaxia 

para ativar monócitos, células “natural killer” e linfócitos T de memória (Mazur et al., 

2007). 

Civini e colaboradores, em 2013, confirmaram a influência das MSC nas 

CTLs e também mostraram, através de ensaios de co-cultura, que as MSCs na 

presença das células leucêmicas apresentavam diferenças de expressão das 

proteínas CCL2 e IL-8 que fazem parte da via de sinalização IL-17. Essa via está 

altamente relacionada com os processos pro-inflamatórios, doenças autoimunes e 

ao microambiente tumoral (Civini et al., 2013). 

Apesar da importância do estudo da regulação gênica e das vias de 

sinalização, é através da expressão proteica que os genes conseguem realizar 

suas funções. Alguns genes encontrados diferencialmente expressos em nosso 

trabalho, geram proteínas que são secretadas para que possam exercer suas 

funções.  Logo, torna-se importante avaliar a concentração dessas proteínas no 

plasma celular para tentarmos compreender se existe alteração na sinalização das 
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MSCs e quais os processos desregulados na doença. Através de ensaios de 

ELISA verificamos que há uma maior concentração da proteína CCL2 e uma menor 

concentração da proteína BMP4 no plasma de pacientes com LMA quando 

comparados com doadores saudáveis. O aumento de expressão de CCL2 

(importante quimiocina pro-inflamatória) no plasma dos pacientes com LMA, pode 

favorecer a progressão tumoral e a baixa expressão de BMP4 pode alterar 

funcionamento normal do sistema hematopoiético (Civini et al., 2013;Goldman et 

al., 2009;Nilsson et al., 2005;Stier et al., 2005). Entretanto, os níveis de OPN no 

plasma foram mantidos tanto nos pacientes com LMA quanto  nos doadores. Logo, 

para certificarmos que a expressão da proteína  OPN apresenta diferenças entre 

as MSCs, seria necessário quantificar essa proteína através de ensaios utilizando o 

sobrenadante da cultura celular.  

 Com isso, a diferença de expressão das proteínas encontradas no plasma 

nos indica que há alterações na sinalização do microambiente medular na leucemia 

mieloide aguda. 

Em resumo, neste estudo, encontramos 55 genes diferencialmente 

expressos, o que nos sugere uma assinatura molecular comum a todas as MSC de 

pacientes com LMA, independente do subtipo. Essa assinatura molecular é capaz 

de separar as MSCs de pacientes com LMA de MSCs de doadores saudáveis. 

Além disso, diferenças de concentrações de CCL2 e BMP4 no plasma de pacientes 

com LMA indicam uma alteração na sinalização das MSCs, que pode ser 

importante fator no processo de transformação leucêmica.   As MSCs de pacientes 

encontram-se alteradas na LMA e essas alterações podem tanto favorecer o 

surgimento da leucemia como a manutenção da manutenção doença. 
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7. CONCLUSÃO  

1) Nossos resultados da caracterização das MSCs de pacientes com LMA e das 

MSCs de doadores saudáveis mostram que: 

 

- As culturas de MSCs de pacientes com LMA e de doadores saudáveis atenderam 

aos critérios mínimos estabelecidos pela SITC confirmando as características de 

uma cultura de MSC. 

- Em relação à morfologia e aos marcadores de superfície, as MSCs de pacientes 

com LMA não apresentaram diferenças quando comparadas com MSCs de 

doadores. 

- MSCs de pacientes com LMA e de doadores saudáveis não apresentaram 

diferenças em relação à diferenciação adipogênica in vitro. 

- O potencial de diferenciação osteogênica encontra-se diminuído nas MSCs de 

pacientes com LMA quando comparado com o de doadores saudáveis. E essa 

diminuição pode estar relacionada com a desregulação das vias de BMP ou WNT. 

  

2) Na avaliação do perfil de proliferação e de ciclo celular das MSCs de pacientes 

com LMA verificamos que: 

 

- O perfil de   proliferação e de ciclo celular das MSCs de pacientes com LMA não 

apresenta diferenças em relação o perfil de doadores saudáveis. 

 

3) Após as análises do perfil de expressão das MSCs de paciente com LMA e de 

doadores saudáveis nosso trabalho mostrou que: 

 

- As MSCs de pacientes com LMA apresentam uma assinatura molecular de 55 

genes característica de todos os subtipos de LMA.  

 

- Os genes encontrados diferencialmente expressos, quando separados por 

subtipos continuam a apresentar o mesmo perfil de expressão gênica, confirmando 

a assinatura molecular. 

  

- As concentrações de CCL2 e BMP4 apresentam diferenças quando comparamos 

o plasma de pacientes com LMA e o de doadores saudáveis.  
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- Os genes Ccl2 e Bmp4 estão alterados nas MSCs de pacientes com LMA, e essa 

alteração pode estar favorecendo processo de transformação leucêmica ou 

ajudando na manutenção da leucemia.  
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