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RESUMO GERAL 

 
A Leucemia Mielóide Crônica (LMC) é uma desordem de células tronco 
hematopoiéticas em diferenciação na medula óssea. Após o início do tratamento 
quimioterápico algumas mutações podem resultar em resistência a múltiplas drogas 
(fenótipo MDR). Tumores tornam-se resistentes a fármacos que podem ou não ser 
quimicamente relacionados, com mecanismos de ação distintos e atuantes em alvos 
celulares diferentes, o que diminui a eficácia da quimioterapia. Portanto, o fenótipo 
MDR é multifatorial e inespecífico, sendo um grande obstáculo no tratamento do 
câncer. Com isso, é necessário compreender os mecanismos envolvidos na resistência 
tumoral, especialmente aspectos da relação alvo celular-comportamento MDR. Isto é, 
se o alvo celular por onde a resistência foi induzida será determinante nas respostas de 
células MDR a tratamentos posteriores. Duas linhagens celulares MDR provenientes da 
linhagem K562 foram estabelecidas, K562-Lucena 1 (Lucena) e FEPS. Ambas tiveram 
suas resistências induzidas por quimioterápicos com alvos celulares distintos. Lucena 
por vincristina, que atinge os microtúbulos, e FEPS por daunorrubicina, através de 
danos no DNA. A linhagem Lucena foi estudada previamente e mostrou-se resistente a 
agentes oxidantes com alvo preferencial na membrana celular e, sensível a agentes 
com alvo direto no DNA. Desta forma, este estudo busca investigar o comportamento 
da linhagem FEPS exposta a agentes com estes mesmos alvos celulares. Para isto, a 
linhagem FEPS foi exposta à radiação UVA e ao H2O2, seu principal produto. Ambos 
causam danos oxidativos preferencialmente em membrana celular. FEPS também foi 
exposta à radiação UVB, que atinge preferencialmente o DNA. Alguns testes foram 
feitos com a linhagem não MDR K562, a qual se mostrou sensível a todas as doses de 
UVA imediatamente após a exposição (0h), exibindo redução proliferativa e de 
viabilidade celular. Enquanto a FEPS também apresentou inibição na proliferação, para 
todas as doses testadas (a partir de 24h) e nenhuma redução na viabilidade celular. 
Quanto às respostas ao H2O2, a linhagem K562 apresentou maior sensibilidade, 
mostrando queda de proliferação, a partir de 24h, para todas as concentrações, e 
redução da viabilidade celular nas maiores concentrações (30 e 40 mM). A linhagem 
FEPS foi mais resistente ao H2O2, mostrando queda na proliferação frente a estas 
mesmas concentrações, somente a partir de 48h e à concentração de 20 mM, após 
96h. Também apresentou redução na viabilidade celular apenas na concentração de 
40 mM, após 72h. Não houve indução de morte celular em FEPS, nem por apoptose, 
nem por necrose após 24 e 48h de exposição ao H2O2, bem como quaisquer aumentos 
na indução de ERO (após 24h). Entretanto sua resistência foi menor quando 
comparada aos resultados encontrados por outros autores para a linhagem Lucena, o 
que pode indicar diferenças nas estratégias antioxidantes entre as linhagens. Quanto 
às respostas à radiação UVB, ambas as linhagens mostraram-se sensíveis, mostrando 
citotoxicidade em todas as doses testadas, a partir de 24h. Foi verificada indução de 
morte celular principalmente por apoptose (após 24 e 48h), assim como elevados 
níveis de ERO (após 24h). Portanto, é possível sugerir que agentes que atinjam 
diretamente o DNA sejam capazes de transpor o fenótipo MDR, independente do alvo 
celular por onde a resistência tenha sido induzida. 

Palavras-chaves: H2O2; leucemia; resistência tumoral; UVA; UVB. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A Leucemia Mielóide Crônica (LMC) caracteriza-se como uma doença clonal 
mieloproliferativa proveniente das células tronco hematopoiéticas em diferenciação 
na medula óssea. Geralmente, está associada a múltiplos processos biológicos (Albano 
et. al., 2013; Marcé et. al., 2013). A LMC é fortemente associada a uma anomalia 
cromossômica, onde são encontradas translocações recíprocas entre os braços longos 
do cromossomo 9 e do cromossomo 22, na maioria dos pacientes. Esta mutação 
resulta na formação do cromossomo Philadelphia (Ph), que carrega a sequência gênica 
BCR-ABL (Marcé et .al., 2013; Rumjanek et. al., 2013; Zaharieva et. al., 2013) (Figura 1).  

 
Figura 1. Cariótipo de um portador de LMC e representação esquemática da translocação cromossômica 9-22 com 

formação do cromossomo Philadelphia (Ph) (adaptado de Nowell 2007 e de www.cmlnetwork.ca) 
 

Adicionalmente, de 5 a 10% dos pacientes apresentam mutações em outros 
cromossomos, que também colaboram com a progressão tumoral, como trissomia do 
cromossomo 8, 19 ou 21, perda do cromossomo Y, monossomia do cromossomo 7 ou 
formação do isocromossomo 17 (Johansson et. al., 2002; Calabretta & Perrotti 2004). 
Entretanto, a formação do cromossomo Ph continua sendo a anomalia mais relevante 
na progressão da LMC. 

Como resultado da formação deste cromossomo anômalo, há diversas 
desregulações gênicas, principalmente super-expressões. Dentre elas, destacamos a 
super-expressão em genes envolvidos na via da MAPK e na via da PI3K/AKT. Ambas 
responsáveis pela preservação da sobrevivência, estímulo da proliferação, migração, 
diferenciação celular e inibição da apoptose (Deininger et. al., 2000; Katso et. al., 2001; 
Ding et. al., 2001; Melo & Barnes 2007; Albano et.al., 2013). Entre as super-expressões 
em genes da via MAPK responsáveis pela manutenção destes fatores estão as do 
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oncogene BCR-ABL, envolvido na translocação do cromossomo Ph. Portanto, o 
aumento na transcrição deste oncogene indica progressão da LMC (Deininger et. al., 
2000, Calabretta & Perrotti 2004). Especialmente porque o aumento de sua transcrição 
e atividade costuma ser constitutiva (Deininger et. al., 2000).  

Podemos mencionar inclusive que o aumento na expressão do BCR-ABL é capaz 
de induzir mutações em genes envolvidos na manutenção da integridade do genoma, 
resultando em capacidade reduzida de encontrar danos na molécula de DNA e 
também de repará-los. Estas mutações amplificam fenótipos geneticamente instáveis, 
ou seja, aqueles que perpetuam um genoma alterado. O que afeta genes essenciais na 
fisiologia e maturação celulares (Aggerholm et. al., 2000; Calabretta & Perrotti 2004; 
Melo & Barnes 2007) (Figura 2).  

 

 
Figura 2. Representação do cromossomo Ph com mutação BCR-ABL  gerando super-expressão do gene e 

induzindo mutações secundárias, relacionadas com a progressão fase crônica (LMC-FC) e fase blástica  
(LMC-FB) da LMC (adaptado de Calabretta & Perrotti 2004). 

 

Também foram elucidados splices alternativos na região deste oncogene, com a 
fusão de éxons que alteram diretamente a função das proteínas codificadas por eles. 
Especialmente alterações na região BCR, muito mais variável e responsável por ditar o 
fenótipo da doença (Figura 3). Entretanto, mutações na porção ABL do gene perfazem 
40% da resistência tumoral a inibidores de tirosina quinases. Tanto aos de primeira 
geração como o Imanitibe (IM), quanto aos de segunda, como Desatinibe (DS) e 
Nilotinibe (NL), o que representa mais um obstáculo no tratamento do câncer 
(Deininger et. al., 2000; Marcé et. al., 2013). 
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Figura 3. Localização dos pontos de quebra dos genes BCR e ABL e estrutura  

dos RNAms quiméricos advindos destas quebras (retirado de Deininger et. al., 2000). 
 

Além disso, são observados aumentos na via de sinalização da PKC, que possui 
uma direta relação de dependência entre a resistência tumoral e seu alto nível de 
concentração/ativação (Fine et. al., 1996; Hu & Robert 1997; Kantharidis et. al., 2000). 
Dentre as manifestações fisiológicas desta progressão, ressaltamos a queda na adesão 
celular de células progenitoras ao estroma da medula e à matriz extracelular. Portanto, 
estas células hematopoiéticas anormais se comportam independentemente de adesão 
e migram da medula para a circulação, estando imaturas. Esta queda de adesão é 
compatível com um aumento proliferativo e inibição de vias apoptóticas, o que 
demonstra que há a necessidade de interações célula-célula, célula-estroma na 
regulação negativa da proliferação (Verfaillie 1992; Di Bacco et. al., 2000).   

Dentre as proteínas responsáveis por estas interações de adesão e controle da 
migração celular temos a paxilina, talina, vinculina e tensina, além de receptores para 
microfilamentos de actina. Como reguladoras temos proteínas quinases Fak,  cbl e Src, 
além de proteínas adaptadoras, como CRB2 e CrkL (Clark & Brugge 1995; Zaharieva et. 

al., 2013). Portanto, alterações na atividade destas proteínas resultam em mudanças 
na aderência e na migração de células, incluindo as hematopoiéticas (Lewis et. al., 
1997; Di Bacco et. al., 2000). Também foram demonstradas elevações na expressão de 
proteínas transportadoras de membrana, associadas à ativação do complexo protéico 
BCR- ABL da via MAPK. Portanto, a elevada atividade das quinases PKC e MAPK e/ou 
alterações na transdução de sinais em suas vias, favorece a progressão tumoral, 
incluindo de desordens hematológicas como na LMC (Albano et.al., 2013; Zaharieva et. 

al., 2013). Adicionalmente, o oncogene BCR-ABL também influencia a apoptose através 
de outras vias, como na atividade seletiva de proteínas Stat, responsáveis por ativar a 
transcrição gênica de genes envolvidos na apoptose, dentre eles do gene Bcl-xl, da 
família Bcl-2, responsável pela manutenção da sobrevivência (Zaharieva et. al., 2013) 
(Figura 4). 
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Figura 4. Representação esquemática das principais vias sinalizadoras  

ligadas ao complexo BCR-ABL envolvidas na progressão da LMC  
(adaptado de Zaharieva et. al., 2013). 

 
Quanto a sua fisiologia, a LMC se apresenta majoritariamente como uma 

patologia composta por três fases: a fase crônica, onde há a produção de granulócitos 
maduros concomitantemente com uma alta produção e acúmulo de células 
progenitoras mielóides em sítios extramedulares e na circulação periférica; a fase 
acelerada, onde há leucocitose retardada e plaquetopenia, elevação na produção de 
basófilos, de células progenitoras e de blastos, com progressão da LMC e; a fase 
blástica, onde a diferenciação das células hematopoiéticas ocorre lentamente, levando 
a um grande acúmulo de células indiferenciadas (blásticas) na medula. Portanto, é 
caracterizada como a fase terminal da LMC, com duração que vai de semanas a poucos 
meses (Olmedillas & Regueira 2001; Zaharieva et. al., 2013). Além disso, em alguns 
casos a doença pode passar da fase crônica diretamente para a fase blástica ou aguda, 
quando há uma quantidade igual ou superior a 30% de células blásticas na medula ou 
grande quantidade delas em sítios extramedulares (Rumjanek et. al., 2013). 

Alguns dos agentes essenciais no controle de células mielóides na fase crônica 
são proteínas supressoras tumorais (TS). Elas permitem que as células ou se 
mantenham em um estado de senescência proliferativa ou entrem em apoptose. 
Entretanto, com o aparecimento e avanço das crises blásticas, ocorrem perdas ainda 
maiores na função destas proteínas, o que favorece a progressão da doença. Na fase 
blástica, portanto se destacam e se consolidam fatores como a instabilidade genômica 
das células; ou seja, acúmulo de mutações; falhas no reparo de DNA; características 
fenotípicas alteradas e; encurtamento das extremidades dos telômeros (Melo & 
Barnes 2007). Dentre as TS mais afetadas na LMC e na maioria dos tipos de câncer, 
está a TP53 ou p53. Na fase blástica, cerca de 20% a 30% dos indivíduos possuem 
mutações nesta proteína. Ela é responsável por sinalizar eventuais reparos no DNA e, 
consequentemente prevenir o surgimento e a manutenção de células tumorais, 
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atuando na regulação da sobrevivência e proliferação, favorecendo a apoptose (Ahuja 
et .al., 1991; Di Bacco et. al., 2000).   

É de conhecimento que mutações secundárias ligadas ao complexo BCR-ABL, 
como alterações na tradução da enzima ubiquitina ligase E3 (HDM2), suprimem a 
atividade da p53. O que prejudica sua atividade de reparo e de controle apoptótico 
intrínseco. Isto foi demonstrado através da inibição de HDM2 por MI-219, o que 
resultou na indução da apoptose por p53 em pacientes de LMC em crise blástica. 
Entretanto, o uso deste inibidor também foi capaz de induzir apoptose 
independentemente da presença do complexo BCR-ABL mutante. O que representa o 
importante papel da estabilização da p53 no controle da LMC (Peterson et. al., 2011). 
Além disso, a incapacidade das células progenitoras de se diferenciarem na medula na 
fase blástica, é uma resposta secundária às mutações em genes de regulação e 
diferenciação, como no próprio gene da p53. Embora a p53 não atue diretamente no 
processo de diferenciação, como foi visto. (Di Bacco et. al.; 2000; Calabretta & Perrotti 
2004) (Figura 5). 

 

 
Figura 5.  Eritropoiese na progressão das fases da LMC (adaptado de Melo & Barnes 2007 e de 

www.lymphoma.about.com). 

 
Porém, devemos considerar não somente as mutações ligadas às vias de 

proliferação celular e/ou apoptóticas, mas também mutações ligadas à resistência da 
LMC a agentes quimioterápicos. Dentre elas, a superexpressão no gene MDR1, que 
codifica para uma proteína transportadora de membrana ABCB1 ou glicoproteína P 
(Pg-p), responsável pelo efluxo de drogas. Além disso, a resistência tumoral é 
influenciada por regulações epigenéticas, como metilações da cromatina e por 
mutações do próprio complexo BCR-ABL (Kantharidis et. al., 2000; Gottesman 2002; 
Marcé et. al., 2013). Desta forma, atualmente a resistência a múltiplas drogas tem sido 
sugerida como uma das maiores causas da falta de êxito na quimioterapia de diversos 
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tipos de câncer, incluindo o leucêmico (Gottesman & Pastan, 1993; Bellamy 1996; 

Fernandes et. al., 2005; Gottesman & Ling, 2006; Carrett-Dias et. al., 2011).  
Este fenômeno de resistência tumoral é também conhecido como fenótipo MDR 

(do inglês, multidrug resistance). Manifesta-se a partir de tumores que inicialmente 
respondem a quimioterapia, mas que após um período, adquirem resistência a 
fármacos que podem ou não ser quimicamente relacionados, com mecanismos de 
ação distintos e que sejam atuantes em alvos intracelulares diferentes (Gottesman & 
Pastan, 1993; Gottesman 2002; Carrett-Dias et. al., 2011).  

Quanto à origem da resistência, esta pode ser intrínseca, dependendo do órgão 
em que se originou o tumor, ou adquirida. Mesmo em meio a controvérsias sobre a 
seleção ou indução de resistência pelos quimioterápicos, acredita-se que ocorre a 
seleção de variantes resistentes na população de células que dão origem às células 
MDR (Kantharidis et. al., 2000). Principalmente porque populações tumorais são muito 
heterogêneas quanto à resistência a drogas. Especialmente ao que se refere à genética 
e epigenética nestas populações, onde ambos constituem parâmetros que 
representam a força seletiva de quais células serão eliminadas ou não pelos 
quimioterápicos. O resultado disso é o crescimento das variantes celulares resistentes 
e uma rápida aquisição do fenótipo MDR em diversos tipos de câncer (Gottesman 
2002). 

Também é bem conhecida em células MDR a ocorrência de mutações em genes 
reguladores de apoptose, como no bcl-2, um promotor de sobrevivência tumoral (Dole 
et. al., 1994; Reed et. al., 1998; Daflon-Yunes et. al., 2013). Além disso, o fenótipo MDR 
apresenta mudanças em vias de sinalização envolvidas na proliferação celular e/ou 
supressão da apoptose, algumas já citadas anteriormente. Destas vias de sinalização, 
as mais relevantes no desenvolvimento e manutenção do fenótipo MDR são a via da 
PI3K/AKT e da PKC. Tendo em vista que o aumento da ativação destas quinases auxilia 
nestes dois processos, em diversos tipos de câncer, incluindo o leucêmico. Isto porque 
estas vias controlam a expressão e função de proteínas necessárias às células MDR, 
como das proteínas transportadoras ABC (Gottesman & Pastan 1993; Fine et. al., 1996; 
Kantharidis et. al., 2000).  

Outro transportador que está presente em células eritroleucêmicas e que 
confere comportamento MDR é o transportador ABCC1, também conhecido como 
proteína de multiresistência (MRP). Ambos os transportadores P-gp e MRP possuem 
atividade dependente da hidrólise de ATP (Daflon-Yunes et. al., 2013; Mao et. al., 
2014). Entretanto, estudos indicam que este transportador expulsa preferencialmente 
substratos conjugados ao tripeptídeo glutationa (GSH) através da catálise da proteína 
glutationa-S-transferase (GST) (Muller et. al., 1994). 

Considerando a detoxificação e resposta antioxidante por GSH, foi evidenciado 
que os níveis da enzima determinam a sensibilidade das células tumorais às drogas, 
assim como a danos advindos do metabolismo oxidativo e provenientes da ação de 
radicais livres (Black & Wolf 1991). Já é reconhecido que, tanto a forma reduzida, 
quanto a forma oxidada de glutationa, está relacionada com diversas funções 
celulares, como divisão celular, regulação enzimática, ativação de fatores 
transcripcionais, controle dos níveis intracelulares de Ca+2, reparo de DNA e ação 
antioxidante, exercendo um papel protetivo importante em células MDR (Dolphin et. 

al., 1989). Esta importância esta baseada em diversos processos já observados. Dentre 
eles, podemos mencionar a alta presença de glutationa reduzida (GSH), de enzimas 
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dependentes de sua ação e de enzimas envolvidas em sua manutenção, em células 
resistentes. Bem como depleção dos níveis de GSH em células sensibilizadas (Black & 
Wolf 1991). 

Como aspectos gerais relacionados à super-expressão dos transportadores 
ABCB1 (Figura 6) e ao fenótipo MDR como um todo, podemos citar a alta capacidade 
de extrusão do corante rhodamina 123 por células MDR (Neyfakh 1988) e a reversão 
da resistência a quimioterápicos pelos agentes verapamil, bloqueadores de canais de 
cálcio, como o PMA, antagonistas como trifluoperazina e ciclosporina A (Tsuruo et. al., 
1981; Ford & Hait 1990; Sikic 1993; Rumjanek et. al., 2001; Carret-Dias et. al., 2016).  

 
Figura 6. Representação simplificada do efluxo do principal  

transportador de membrana envolvido no fenótipo MDR  
(ABCB1 ou P-gp) (adaptado de Sharom 2011). 

 

Quanto à importância das vias de sinalização quinásicas na expressão e função 
destes transportadores, foi demonstrado que com o uso de inibidores da PI3K/AKT, 
onde houve um decréscimo na expressão da ABCC1 (MRP), assim como com o 
silenciamento deste transportador (Cheng et. al., 2013). Com o uso de moduladores de 
MDR, como inibidores da PKC, houve sub-regulações na expressão da glicoproteína 
transportadora ABCB1 (P-gp), além de diminuição em sua atividade de efluxo e de sua 
ativação por fosforilação (Fine et. al., 1996; Hu & Robert 1997). 

Embora estes sejam resultados promissores, ensaios clínicos de inibição não têm 
demonstrado sucesso em transpor a resistência como um todo, especialmente em 
relação aos transportadores ABCB1 (Ding et. al., 2001). Esta super-expressão pode 
ocorrer em resposta a diferentes agentes, como drogas antitumorais indutoras de 
dano ao DNA e exposição à radiação UV (Kohno et. al., 1989; Uchiumi et. al., 1993; 
Ohga et. al., 1996).  

Desta forma, o fenótipo MDR por ser inespecífico e capaz de diminuir a 
sensibilidade tumoral a múltiplos quimioterápicos, amplamente utilizados, abre 
caminho para pesquisas com agentes alternativos, com objetivos terapêuticos, ou na 
busca de uma maior compreensão dos mecanismos envolvidos na resistência tumoral. 
Dentre os quais, a relação alvo celular-comportamento MDR, isto é, se o alvo celular 
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atingido por estes agentes em células resistentes será determinante em suas respostas 
fisiológicas.  

Considerando a ação em diferentes alvos celulares, as faixas de radiação 
ultravioleta, (UVA; UVB e UVC) foram avaliadas frente à indução de sensibilidade em 
linhagens eritroleucêmicas humanas com e sem o fenótipo de resistência a múltiplas 
drogas, ambas de LMC (Trindade et. al., 1999). A linhagem resistente Lucena foi obtida 
a partir da linhagem parental K562, através de crescentes concentrações do 
quimioterápico Vincristina (VCR) (Okabe-Kado et. al., 1983) e foi desenvolvida por 
Rumjanek et. al., 2001. Este quimioterápico possui papel principal no processo de 
aquisição do fenótipo MDR, pois leva há significativas alterações no citoesqueleto das 
células tumorais, como rearranjos na distribuição dos microtúbulos (Votto et. al., 

2007). O rearranjo microtubular ocorre através da atuação da VCR em células 
leucêmicas, agindo como um bloqueador da polimerização dos microtúbulos, ligando-
se a dímeros de tubulina entre suas α e Ɓ subunidades e consequentemente alterando 
estas organelas e a formação do fuso mitótico (Himes et. al., 1976; Owellen et. al., 
1977; Lee 1995).  

Quanto à radiação ultravioleta como um agente, ela constitui um tipo de onda 
eletromagnética não-ionizante com um comprimento de onda que varia de 200 a 400 
nm. Usualmente, esta larga faixa do espectro eletromagnético é dividida em três 
porções distintas, que vão desde a porção de raios com comprimentos de onda curtos 
e de maior frequência energética, os raios ultravioletas C (UVC-de 200 a 290 nm); raios 
de comprimento de onda e freqüência médios, os raios ultravioletas B (UVB- de 290 a 
320 nm) e; raios de comprimento de onda e frequências longos, os raios ultravioletas A 
(UVA-de 320 a 400 nm) (Jiang et. al., 2009). Quanto ao alcance na superfície terrestre 
destes raios, UVC é totalmente absorvido pela camada de ozônio da atmosfera, UVB 
irradia cerca de 5% de suas ondas na superfície e, UVA penetra 95% de seus raios 
(Figura 7). É de conhecimento de que regiões atmosféricas com rarefação de ozônio, 
aumentam o risco de mutações associadas à radiação ultravioleta (Kuluncsics et. al., 
1999). Especialmente, mutações associadas a danos diretos ou indiretos à estrutura de 
DNA (Sage et. al., 1993; Kuluncsics et. al., 1999). 
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Figura 7. Localização da radiação ultravioleta no Espectro Eletromagnético e nível de penetração de seus três 

tipos de raios na superfície terrestre (adaptado de  www.surfscience.com e De 
www.westernreservepublicmedia.org). 

 

Quanto à ação dos diferentes raios UV frente a diferentes alvos celulares, as 
faixas de radiação UVB e UVC atingem preferencialmente o DNA, ou seja, seus efeitos 
atuam diretamente nesta molécula, formando principalmente dímeros de pirimidina 
(Cadet et. al., 2005; Mouret et. al., 2006; Zelle et. al., 1980). Diferentemente, para a 
radiação UVA, o alvo preferencial passa a ser a membrana celular, onde podem 
ocorrer danos indiretos, através de peroxidação lipídica, gerada por espécies reativas 
de oxigênio (ERO’s) como peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singlete (1O2) 
(McCormick et. al., 1976; Black 1987; Tyrrell & Keyse 1990; de Gruijl 2000) (Figura 8). 
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Figura 8. Efeitos dos raios ultravioletas UVA e UVB em seus principais cromóforos celulares (adaptado de 

www.pt.slideshare.net e www.earthobservatory.nasa.gov). 
 

Esta resposta celular na membrana é justificada por danos em estruturas não-
nucleares contribuírem para a mortalidade de células por UVA, principalmente por 
apoptose, quanto por necrose (Beer et. al., 1993; Godar et. al., 1995; Trindade et. al., 

1999). Além disso, altos níveis de ERO podem atuar como segundos mensageiros em 
cascatas sinalizadoras, incluindo a via da MAPK. Em contraste, níveis moderados de 
ERO, podem levar a fragmentação mitocondrial, o que aumenta a sensibilidade das 
células a estímulos apoptóticos (Kim et. al., 2014). 

Considerando as duas linhagens eritroleucêmicas K562 sensível e K562-Lucena 1 
(MDR) e a preferencial ação das diversos tipos de radiação UV em alvos celulares 
específicos (DNA e membrana plasmática), foram analisadas as respostas destas duas 
linhagens frente a estas radiações. Quanto à UVB e a UVC, ambas as linhagens foram 
igualmente sensíveis, embora significativamente diferentes quando expostas à 
radiação UVA. A linhagem Lucena se apresentou mais resistente à faixa de UVA, 
quando comparada à linhagem K562, significativamente mais sensível. Também foi 
demonstrada uma maior atividade da enzima antioxidante catalase nas células MDR 
expostas à UVA, o que caracteriza um aumento na capacidade antioxidante destas 
células frente à indução de apoptose. A radiação UVA também alterou a 
funcionalidade da P-gp (ABCB1), embora esta alteração não tenha afetado a 
resistência destas células à faixa de radiação testada em outros parâmetros (Trindade 
et. al., 1999). 

Ainda buscando um maior entendimento sobre o fênomeno MDR, estudos de 
Votto et. al., 2007 com a toxina microcistina foram realizados.  Foi observado que as 
células MDR Lucena se mostraram mais resistentes do que as não MDR K562. A 
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microcistina induziu estresse oxidativo somente nas células K562, o que indica que 
linhagens MDR se mostram mais resistentes a agentes oxidativos. Este achado 
corrobora com o demonstrado por Trindade et. al., 1999, onde o agente indutor de 
radicais livres, UVA, causou maior efeito na linhagem não resistente K562. Ambas as 
respostas podem ser justificadas, pelas células MDR terem sido capazes de 
desenvolver um sistema antioxidante mais eficiente que as células não MDR K562 
(Trindade et. al., 1999), o que também poderá ser elucidado na linhagem MDR FEPS. 

Também foi observado que células eritroleucêmicas K562 (não-MDR) e Lucena 
(MDR) expostas ao extrato bruto de cebola, mostraram danos ao DNA e diminuição na 
viabilidade (Votto et. al., 2010). O ácido acetilsalicílico (ASA), um antiinflamatório não 
esteróide com atividade antioxidante, também se mostrou eficiente, inibindo a 
proliferação celular e induzindo citotoxidade nas mesmas linhagens, desconsiderando 
o fenótipo MDR da linhagem Lucena (Carrett-Dias et. al., 2011). 

Portanto, com estudos focados em diferentes alvos, é possível inferir que 
agentes que ataquem diretamente o DNA sejam capazes de sensibilizar células 
tumorais MDR. Desta forma, é interessante estudar outra linhagem celular tornada 
MDR através de um quimioterápico com outro alvo celular, a fim de avaliar se o alvo 
atingido pela droga que gerou a resistência irá determinar e/ou induzir o 
comportamento MDR desta linhagem. Estes objetivos poderão ser alcançados, através 
de pesquisas com a recém estabelecida e ainda pouco estudada linhagem 
eritroleucêmica MDR FEPS, desenvolvida por Daflon-Yunes, et. al., 2013. Esta linhagem 
MDR foi adquirida através da utilização de crescentes concentrações do 
quimioterápico daunorrubicina (DNR) e também possui a linhagem K562 como 
parental. A DNR atua diferentemente de VCR, através de modulações que ocorrem em 
nível de DNA. Embora, também sofra extrusão por proteínas trans-membrana, tendo 
suas concentrações intracelulares diminuídas e também induzindo comportamentos 
celulares de resistência a múltiplos fármacos (Daflon-Yunes, et. al., 2013). Estes 
comportamentos são demonstrados através da resistência da FEPS à VCR e a própria 
DNR, enquanto a K562 é sensível a ambas as drogas.  

Quanto às células Lucena, estas são resistentes a VCR, mas apresentam 
resistência intermediária a DNR (Rumjanek et. al., 2001). Também foi elucidado que as 
linhagens MDR Lucena e FEPS são resistentes ao Imatinibe (IM), o primeiro inibidor de 
MAPK conhecido, utilizado no tratamento de leucemias mielóides crônicas. Das três 
linhagens, a mais resistente ao IM foi a FEPS, enquanto que a linhagem não MDR K562 
foi totalmente sensível a droga (Daflon-Yunes et. al., 2013). Com a realização de 
silenciamentos gênicos de ABCB1 em Lucena e FEPS, foram observados aumentos na 
sensibilidade a VCR, DNR e IM, mas não atingindo o nível de sensibilidade da linhagem 
K562, o que reforça a atuação de outros mecanismos envolvidos na resistência 
observada, considerando a ampla gama de características do fenótipo MDR já citadas 
(Daflon-Yunes et. al., 2013). 
Com todas as características do fenótipo MDR, a linhagem FEPS, adicionalmente possui 
a expressão do transportador de efluxo ABCC1 (MRP), não presente na linhagem 
Lucena. Além disso, é relevante investigar se a FEPS, terá uma resposta de resistência 
diferente daquela apresentada pela linhagem Lucena, considerando que as duas 
linhagens foram atingidas por quimioterápicos em alvos celulares diferentes. A Lucena 
em seus microtúbulos por VCR e a FEPS em seu DNA por DNR. 
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 Com estes e outros resultados, observa-se que a resistência a drogas 
quimioterápicas tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa já há 
alguns anos (Kohno et. al., 1989; Trindade et. al., 1999; Gottesman & Ling 2006; Votto 
et. al., 2007, 2010; Daflon-Yunes et. al., 2013; Carret-Dias et. al., 2011; Mao et. al., 
2014). Estas pesquisas ocorrem especialmente em estudos in vitro de linhagens 
tumorais estabelecidas, considerando que o fenótipo MDR representa o maior 
obstáculo no tratamento do câncer ainda hoje e que muito de seus mecanismos ainda 
são pouco compreendidos e/ou desconhecidos, especialmente no que se refere à 
relação alvo celular específico-comportamento MDR. 

 

OBJETIVO 

 
Verificar se há relação entre o fenótipo MDR e sua sensibilidade a agentes com 

diferentes alvos celulares, na linhagem eritroleucêmica MDR FEPS, afim de estabelecer 
um maior entendimento sobre maneiras de transpor a resistência tumoral no 
tratamento de leucemias mielóides crônicas. 

 

METODOLOGIA 

1. Manutenção das linhagens celulares 

 
As linhagens eritroleucêmicas K562 (não MDR) e FEPS (MDR) foram obtidas do 

Laboratório de Imunologia Tumoral, junto ao Instituto de Bioquímica Médica Leopoldo 
de Méis, da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As linhagens permaneceram no 
Laboratório de Cultura Celular no Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Rio Grande. Ambas as linhagens foram mantidas em meio RPMI 1640, 
suplementado com bicarbonato de sódio (2 g/L), com 10% de soro fetal bovino, 1% de 
antibiótico (Penicilina 100 U/mL) e estreptomicina (100 μg/mL e antimicótico (0,25 
μg/mL). As células foram mantidas em garrafas de cultura à 37°C em estufa com 
atmosfera de 5% de CO2. A linhagem FEPS recebeu 300 ng/ml de daunorrubicina (DNR) 
para preservação do fenótipo MDR a cada repique realizado. 
 

2. Exposição das linhagens eritroleucêmicas K562 e FEPS aos tratamentos com alvos 
celulares distintos 

 
2.1. Exposição das linhagens eritroleucêmicas K562 e FEPS à radiação UVB (alvo 

DNA) 
 
As células (2,5x105 células/mL) foram expostas à radiação UVB em caixa preta de 

madeira, com dimensões de 51,8 cm por 32 cm. Para irradiar, foi utilizada lâmpada de 
UVB VL 115M: 115V, 30 W (com pico de emissão em 312 nm), mantida a uma distância 
de 30 cm da placa com células. As células foram dispostas de maneira em que cada 
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coluna representasse um tratamento e que cada uma delas fosse intercalada com uma 
coluna preenchida com tinta preta de carimbo, diluída em PBS. Esta lógica foi utilizada 
de maneira a evitar a refração dos raios UV, certificando que cada tratamento 
recebesse a sua dose correta. 

 

 
Figura 9. Representação esquemática de placa de cultura 96 e 24 poços para experimentos com radiação UV (na 

placa 96 poços as células foram expostas as doses de 0,01; 0,03; 0,06 e; 0,12 J/cm
2

 respectivamente e; na placa 

24 poços foram expostas à dose de 0,03 J/cm
2

, a dose escolhida a partir dos testes de viabilidade celular). 

 

Além disso, todas as células foram irradiadas diluídas em PBS, para evitar 
absorção dos raios pela coloração vermelho fenol do meio de cultura. Embora os 
controles não tenham recebido radiação, através do bloqueio da mesma por 3 a 4 
camadas de fita isolante preta, estes também foram diluídos em PBS, para fins de 
manter um padrão e praticidade. Como todos os tratamentos estavam contidos em 
uma mesma placa, as doses foram alcançadas através do deslocamento temporal de 
uma tampa de placa forrada com papel preto. O que permitiu que cada coluna de 
células recebesse sua dose corretamente, obedecendo a uma escala de tempo pré-
calculada, com base na fórmula proposta por Diffey (2002), à seguir: 

 
 

t (em minutos)= .           1000 x Dose (J/cm2)               . 
                            60 x Irradiância medida (mW/cm2) 

 
De forma que é de conhecimento que lâmpadas de UV sofrem variações 

temporais em suas irradiâncias, esta foi medida com dosímetro mensalmente, para 
que o cálculo da escala de tempo de exposição fosse ajustada, conforme estas 
variações, de forma a manter permanente as doses escolhidas. Desta forma, a média 
das irradiâncias foi de 59,09 μw/cm2, para medições de Junho de 2015 à Julho de 2016. 

Após as irradiações, as placas foram centrifugadas a 1600 rpm por 10 min para 
que o PBS fosse retirado das placas e as células fossem ressuspensas em meio de 
cultura, para que pudessem ser incubadas na estufa até o tempo necessário de 
realização de cada tipo de experimento (de 0h a 96h).  

 

2.2. Exposição das linhagens eritroleucêmicas K562 e FEPS ao H2O2 (alvo membrana)   

 
As células (2,5x105 células/ml) foram expostas ao H2O2 nas concentrações de 

10mM, 20mM, 30mM e 40mM por 30 minutos, diluídas em meio. Estas doses foram 
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obtidas a partir de estoques de 200 mM, 400 mM, 600 mM e 800 mM, 
respectivamente. Após a exposição, as células foram então lavadas com PBS, 
ressuspensas em meio de cultura sem H2O2 e incubadas em estufa, até o tempo 
necessário a cada tipo de experimento (de 0 a 96h). A placa de cultura foi montada de 
forma contínua, isto é, sem a necessidade de fileiras preenchidas com tinta. O volume 
total de cada poço foi de 200 μl para a placa de 96 poços e de 1 mL para a placa de 24 
poços. 
 

3. Avaliação da viabilidade celular pelo método de exclusão por Azul de Trypan 

 

A viabilidade celular, isto é, a porcentagem de células viáveis sobre a quantidade 
de células totais de uma amostra, foi avaliada pelo método de exclusão por azul de 
trypan, para as linhagens K562 e FEPS. O método por azul de Trypan consiste nas 
células coradas em azul serem consideradas inviáveis e as não coradas (transparentes) 
como viáveis. Este método foi avaliado às 0, 24, 48, 72 e 96 h após exposição aos 
diferentes tratamentos com UV ou com H2O2.  

Ambos os tratamentos foram aplicados com base em uma curva dose-resposta, 
pré-estabelecida e individualizada. Ambos os experimentos foram montados em placas 
96 poços, com n de 5 poços para cada tratamento. As células foram irradiadas com 
UVB (conforme descrito no item 2.1), nas doses de 0,01; 0,03; 0,06 e 0,12 J/cm2, ou 
foram incubadas com H2O2 (conforme descrito no item 2.2), nas doses de 10; 20; 30 e 
40 mM, por 30 minutos. Para as células que receberam H2O2, em seguida elas foram 
centrifugadas e lavadas com PBS. Por fim, receberam meio e foram incubadas em 
estufa até o momento de retirada de alíquotas diárias de contagem e avaliação da 
viabilidade celular. A partir destes resultados, foram escolhidas as menores doses com 
efeito significativo e os tempos de exposição adequados para cada teste posterior 
(itens 4 e 5), 0,03 J/cm2 para radiação UVB e 30 mM para H2O2.  

 

4. Análise quantitativa de morte celular por apoptose e necrose 

 

A avaliação da apoptose e necrose para a linhagem FEPS foi realizada de acordo 
com Ribble et. al., 2005, onde foram adicionados 2 μl de solução (proporção 1:1) de 
laranja de acridina (100 μg/mL) e brometo de etídio (100 μg/mL), diretamente no poço 
a ser analisado. As células foram mantidas em meio desde a preparação da placa até o 
momento da análise de cada poço individual. A avaliação das respostas de morte 
celular foi realizada a partir de áreas fotografadas de cada poço (em um aumento de 
400X) por microscópio de epifluorescência (Olympus IX81). Os dados foram expressos 
em porcentagem relativa para o número total de células visualizadas na área de 
captura. As células foram classificadas de acordo com o método modificado de 
Kosmider et. al., 2004, onde células com citoplasma e núcleo verdes foram 
consideradas viáveis; aquelas de núcleo laranja com cromatina fragmentada e 
citoplasma verde foram consideradas apoptóticas e; aquelas com núcleos 
uniformemente manchados de laranja foram consideradas necróticas. O uso dos 
corantes brometo de etídio e laranja de acridina foi realizado devido a capacidade de 
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cada um deles se ligar especificamente a uma região distinta na célula, no DNA e no 
citoplasma, respectivamente. Ou seja, o brometo corou de laranja a cromatina nuclear 
e o laranja de acridina corou o citoplasma de verde, de forma a permitir uma boa 
classificação dos tipos de morte celular sofridos pela FEPS, após 24 e 48h de exposição 
à radiação UVB ou ao H2O2. 

 

5. Avaliação na geração de ERO   

 
A capacidade dos diferentes tratamentos com UVB ou H2O2 induzir a produção 

de espécies reativas de O2 na linhagem FEPS foi avaliada após 24h. Este método 
consiste na geração de espécies reativas de oxigênio (ERO), geradas pelo aquecimento 
à 37°C do composto fluorescente H2DCF-DA por 1h e 30 min, gerando uma medida 
numérica de cinética de fluorescência. Este experimento foi analisado por fluorímetro 
(Victor 2, Perkin Elmer), com excitação e emissão de 485 e 520 nm, respectivamente. 
De forma que foi então estabelecido que, quanto maior a fluorescência líquida da 
amostra, maior seria a concentração de ERO gerada pelos tratamentos, aos quais a 
linhagem celular FEPS teria sido exposta. 
 

6. Análise dos resultados 

 
Nas análises dos testes de viabilidade de exclusão por Azul de Trypan, foram 

realizados três experimentos independentes, utilizando quintuplicatas. Para os demais 
testes, foram realizados dois experimentos independentes, também utilizando n de 5 
poços para cada tratamento. Todos os resultados foram expressos como média ± erro 
padrão, utilizando análise de variância de uma via (ANOVA One-Way), seguida por pós-
teste Unequal (p < 0,05).  
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Manuscrito a ser submetido à revista científica Blood Cells, Molecules and 
Diseases. 

 



 25

Exposure of human erythroleukemia cells to agents with distinct cellular targets: a 

study about the relation between cellular target inducer resistance and MDR 

behavior 

 

Fernanda Saldanha Soares
1,2

, Aline Portantiolo Lettnin
1,2

, Eduardo Felipe Wagner
2,3

, 

Francielly Hafele Mattozo
2
, Michele Carrett-Dias

1,2
,Vivian Rumjanek

4
, Daza Moraes 

Vaz Batista Filgueira
2
, Ana Paula de Souza Votto

1,2
 

 

1
Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas- Fisiologia Aninal Comparada, 

Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal do Rio Grande- FURG, Rio 

Grande, RS, Brasil 

2
Laboratório de Cultura de Celular, Instituto de Ciências Biológicas, Universidade 

Federal do Rio Grande- FURG, Rio Grande, RS, Brasil 

3
Escola de Química e Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande- FURG, Rio 

Grande, RS, Brasil 

4
Laboratório de Imunologia Tumoral, Instituto de Bioquímica Médica Leopoldo de 

Méis, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brasil 

 

Corresponding author: Ana Paula de Souza Votto 

Phone/Fax: +55 53 32935192/ + 55 53 32336848 

E –mail address: anavotto@yahoo.com.br 

Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal do Rio Grande – FURG, 

Rio Grande, RS, Brazil 

Zip Code: 96203-900 

Rio Grande, RS, Brazil 



 26

ABSTRACT 

After chemotherapy treatment, cell mutations might occur, resulting in multiple drug 

resistance phenotypes (MDR phenotype). Tumors become resistant to drugs with 

distinct mechanisms of action operating on different cell targets. Therefore, the MDR 

phenotype is multifactorial and unspecific, turning into a huge obstacle in the search for 

the cure of cancer. So, is necessary understand the mechanisms underlying tumoral 

resistance, especially those involved in the relation cell target/MDR behavior. Two 

MDR cell lines, K562-Lucena 1 (Lucena) and FEPS, were established from K562 cell 

line. Both had its resistance induced by chemotherapy drugs aiming distinct targets. 

Lucena was induced by vincristine, which targets the microtubules, and FEPS by 

daunorubicin, that causes DNA damage. Therefore, intending to investigate the relation 

cell target/MDR behavior, the effects on MDR FEPS cell line exposed to UVB (target 

DNA), UVA and H2O2 (target cell membrane) were studied in the present work. The 

cell line K562 was more sensitive to UVA when compared to FEPS, presenting 

proliferative inhibition and cell viability decrease in all doses (starting at 0h). FEPS 

showed proliferative decrease only after 24 h and no cell viability reduction. FEPS was 

more resistant to H2O2 than K562, once it presented cytotoxicity only when challenged 

with 40mM after 72 h FEPS also presented no cell death or even ROS increase when 

H2O2 was tested. Both cell lines were sensitive to UVB, presenting cytotoxicity after 24 

h, mainly by apoptosis (24 and 48h), as well as increased ROS levels (24h). Therefore, 

the present work implies that agents acting on the DNA might be capable to transpose 

the MDR phenotype, independently from the cell target by which the resistance might 

have been inducted. 

Keywords: H2O2; leukemia; MDR phenotype; UVB; UVA. 
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INTRODUCTION 

The chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative clonal disease from 

hematopoietic stem cells in differentiation process within the bone marrow [1,2]. 

Usually, it is associated with the Philadelphia chromosome (Ph), resulting translocation 

of the long arms of chromosomes 9 and 22 [2,3,4]. The mentioned chromosomal 

anomaly results in gene disorders and these mutations act on signaling pathways, which 

contribute to tumoral progression [1,5,6] and might also induce to the multiple drug 

resistance phenotype (MDR phenotype) [2,7]. This phenomenon occurs due to the use 

of drugs that might, or not, be chemically related with distinct mechanisms action 

operating in different cell targets [8,9,10]. The MDR phenotype can present many 

characteristics, including the increase of membrane transporters, such as ABCB1 (Pg-

p), ABCC1 (MRP) and ABCG2 (MXR), DNA repair alterations, increase of antioxidant 

capacity, cytoskeleton alterations, microtubules rearrangement [9,11,12,13]. Therefore, 

the MDR phenotype is non-specific and multifactorial, leading to the need of a better 

understanding concerning the mechanisms involved in tumoral resistance. Intending to 

better understand this phenotype, MDR cell lines were established from K562 

erythroleukemic cell line by treatment with two chemotherapeutic drugs for two cell 

targets. The cell line K562-Lucena 1 (Lucena), was turned into MDR by exposure to 

increasing concentrations of the chemotherapeutic drug vincristine [14], which acts in 

the microtubules. The cell line FEPS was established by using increasing concentrations 

of the chemotherapeutic drug daunorubicin [13], which provoke DNA damages directly. 

Considering this, it is highly relevant to investigate if the cell target of the 

chemotherapeutic responsible for the resistance induction will be determinant for further 

responses to agents with different targets. Previous studies have shown the sensibility of 

Lucena cell line, when challenged with agents aiming directly the DNA as a target, and 
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its resistance to agents aiming membrane targets and oxidant agents [11,12,15]. 

Considering agents that act on distinct targets, UVA radiation causes damage to the cell 

membrane by the generation of reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen 

peroxide (H2O2) [16,17,18,19]. Differently, UVB radiation affects mainly the DNA 

[19,20,21]. Therefore, in the present work it was evaluated the sensibility of FEPS cell 

line to agents with different targets. The aim of this study was to investigate if there are 

any relation between the cell target by which the cell resistance was induced and its 

further sensitivity to agents with different cell targets.  

 

METHODS 

1. Cell Culture 

The erythroleukemic K562 (non-MDR) and FEPS (MDR) cell lines were obtained 

from the Tumoral Immunology Laboratory, placed at Leopoldo de Meis Medical 

Biochemistry Institute of Federal University of Rio de Janeiro. The cell lines were kept 

at the Cell Culture Laboratory in the Biological Sciences Institute from the Federal 

University of Rio Grande. Both cell lines were kept in RPMI 1640 medium, 

supplemented with sodium bicarbonate (2g/L), with 10% of fetal bovine serum, 1 % of 

antibiotics (100 U/mL of penicillin e 100 μg/mL de streptomycin) and antimycotic (0.25 

μg/mL de amphotericin). The cells were maintained in culture bottles at 37°C and stored 

in an incubator with a 5% CO2 atmosphere. The cell line FEPS received 300 ng/ml of 

daunorubicin (DNR) for preservation of the MDR phenotype at each medium renewal.  

2. Exposure of erythroleukemic K562 and FEPS cell lines to UVA and UVB radiation 
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The cells (2.5 x 10
5
 cells/ml) were exposed to UVA and UVB radiation. Regarding 

UVA radiation exposure, the cells were rinsed with PBS and placed in Petri plates and 

exposed to doses of 0.2; 1 and 2 J/cm
2
 of radiation and different exposure times were 

used to reach the desired doses. An UVA lamp (VL 115L: 115V, 30 W Vilber Lourmat, 

France) was used for this purpose, with an intensity peak of 365 nm and irradiance of 

0.00375 J/cm
2
. After irradiation, the cells were transferred to 96-well plates and further 

centrifuged at 220 rpm during 8 minutes. The PBS was removed and the cells were 

resuspended in culture medium and serum.  

Concerning UVB exposure, the cells were placed at 24 or 96-well plates with PBS 

and exposed to doses of, 0.01; 0.03; 0.06 e 0.12 J/cm
2
. For that goal, an UVB lamp (VL 

115M: 115V, 30 W), with emission peak of 312 nm. The irradiance of the lamp was 

59.09 µw/cm
2
 and different exposure times were used aiming to obtain the desired 

doses. After irradiation, the 96-well plates and 24-well plates were centrifuged at 1500 

rpm for 5 min and 1600 rpm for 10 min, respectively, for PBS removal and further cell 

resuspended in supplemented culture media. After irradiation, the plates were then kept 

in an incubator at 37°C, with a 5% CO2 atmosphere, up to the necessary time for each 

reading or analysis (from 0h to 96h). 

3. Exposure of erythroleukemic K562 and FEPS cell lines to H2O2  

The cells (2.5x10
5
 cells/mL) were exposed to H2O2 at the concentrations of 

10mM, 20mM, 30mM and 40mM for 30 minutes in culture media. After exposure, the 

cells were rinsed in PBS and resuspended in culture medium without H2O2 and kept in 

an incubator at 37°C, with a 5% CO2 atmosphere, up to the necessary time for each 

experiment (from 0h to 96h). 
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4. Trypan Blue Assay 

 

The trypan blue assay show the number of viable cells as well the cell viability. 

This method indicates non-viable cells, which get stained in blue, while viable cells are 

not stained (colorless). The percentage of cell viability is obtained by number of the 

viable cells divided by the total number of cells in a sample. The analyses were run at 

time points 0, 24, 48, 72 and 96 h after exposure to the different UVA or UVB doses 

and H2O2 concentrations. 

 Based on the results of both experiments, the dose of 0.03 J/cm
2
 of UVB and the 

concentration of 30 mM of H2O2 were chosen, as well as the suitable exposure times for 

each further test. 

5. Quantitative analysis of cell death by apoptosis and necrosis 

The evaluation of apoptosis and necrosis to FEPS cell line was realized according 

to [22]. FEPS cells were analyzed after 24 and 48 hours from the exposure to UVB or 

H2O2. The 96-well plates were centrifuged (1500 rpm; 5 min) and 100 µL of medium 

were removed from each well before running the analyses. Subsequently, 2 μL of 

acridine orange fluorescent (100μg/mL) and ethidium bromide (100μg/mL) staining 

solutions (proportion of 1:1) were directly added in the well to be analyzed. The 

evaluation of cell death responses was realized based on photo-documented areas from 

each well (400X magnification) using a fluorescence microscope (Olympus IX81). Data 

were expressed in relative percentage compared with the total number of cells 

visualized in the photo-documented area. The cells were classified according to the 

modified method of [22] considering viable the cells presenting green stained nucleus, 

while those evincing orange stained nucleus with fragmented chromatin and green 
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cytoplasm were considered apoptotic. Cells with uniformly orange stained nucleus were 

considered necrotic.  

6. Evaluation of reactive oxygen species (ROS) 

The UVB or H2O2 treatments capability of the to induce ROS production in FEPS 

cell line was evaluated after 24h of exposure to these agents. The method used was of 

generating ROS by heating the fluorescent compound H2DCF-DA at 37°C for 1h and 30 

min, consequently generating a kinetic numerical measure of fluorescence. This 

experiment was analyzed in a fluorometer (Victor 2, Perkin Elmer), using excitation and 

emission wavelengths of 485 and 520 nm, respectively. ROS levels were expressed in 

terms of fluorescence area, after fitting fluorescence data to a second order polynomial 

and integrating between 0 and 90 min in order to obtain its area. 

7. Data analysis 

Three independent experiments were realized for all analyses and at least 

triplicates from the samples were used. All results were expressed as mean ± standard 

error, using one-way ANOVA followed by Tukey’s test and significance level of 0.05% 

(p < 0.05). 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

The MDR FEPS cell line sensibility to UVA and UVB radiation, and to H2O2, was 

evaluated by cell viability, cell death and reactive oxygen species (ROS) generation. 

The non-MDR K562 cell line was also evaluated intending to sustain comparative 

parameters. The cell line K562 was shown to be sensitive to all UVA radiation doses 
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immediately after exposition (0h), exhibiting decrease in the number of viable cells and 

cell viability (Figure 1A and C). Also, the MDR FEPS cell line presented a drop in the 

number of viable cells, when compared with the control group, after 24h from UVA 

exposure in all tested doses (Figure 1B). On the other hand, no cell viability reduction 

was observed, indicating only proliferation inhibition (Figure 1D). Trindade and 

collaborators [11] have also demonstrated a similar result in K562-Lucena 1, evincing 

that the MDR cell line was more resistant to UVA radiation when compared with the 

parental K562 cell line, which was sensitive since the first day of exposure. 

Once the well-known main products of UVA radiation are the reactive oxygen 

species (ROS), such singlete oxygen (
1
O2) and the hydrogen peroxide (H2O2) [16],  

Trindade and collaborators [11] have also tested the sensibility of both cell lines to 

H2O2. Once again, the MDR K562-Lucena1 cell line presented higher resistance than 

K562, maintaining an elevated cell viability when challenged with high concentrations 

(from 10 to 80 mM).  

In the present work, the sensibility to H2O2 was also tested in K562 and FEPS 

cells. The K562 cell line presented a reduction in the number of viable cells after 24h 

from H2O2 exposure for all tested concentrations (Figure 2A), and reduction in the cell 

viability after 24h (Figure 2C) for the two higher concentrations (30 e 40 mM). On the 

other hand, FEPS cell line has demonstrated a diminishing in the number of viable cells, 

when compared with the control group, at the concentrations of 30 and 40 mM after 

48h, and at the concentration of 20 mM, only 96h after treatment (Figure 2B). The drop 

in cell viability was observed only at the concentration of 40 mM after 72h from the 

exposure (figure 2D), indicating that H2O2 was able to inhibit the cell proliferation at 

the concentrations of 20 and 30 mM and cause cytotoxicity only at the concentration of 

40 mM in FEPS cell line.  
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As for cell death responses to H2O2 after 24 and 48h from exposure, no 

significant differences were observed in the percentage of cell death by apoptosis or 

necrosis, when compared with the control group, for MDR FEPS cell line. The same 

was observed in the percentage of viable cells (Figure 4C and 4D), supporting the 

results obtained for the number of viable cells and cell viability observed in the present 

work. These data show that FEPS also is more resistant to H2O2 than K562. The 

absence of cell death induced by H2O2 in FEPS can be supported by the work of 

Yamada and collaborators [23], when it was shown that H2O2 resistant human leukemic 

cells (HP50-2 and HP100-1), present a higher expression of catalase, glutathione 

peroxidase (GPX) and superoxide dismutase (SOD) when compared with the non-

resistant cell line HL-60.  

Indeed, many authors have been reporting that MDR are shown more resistant 

to oxidative agents. Votto and collaborators [12], while testing the toxin microcystin, 

that induced oxidative stress in the cells, have observed that MDR K562-Lucena 1 cells 

were more resistant than non-MDR K562 cells. This finding agree with the results 

shown by Trindade and collaborators [11], where UVA and H2O2 itself, the agents 

responsible for inducting oxidative stress, have caused the greater effect on the non-

resistant K562 cell line. Both responses can be justified by the capability of MDR cells 

to develop a more efficient antioxidant system than that presented in MDR K562 cells, 

with a high catalase activity in K562-Lucena 1 cell line [11, 12].  

According to this, no significant difference was found in the level of reactive 

oxygen species in the MDR FEPS cell line after 24h from exposure to 30mM of H2O2 

(Figure 5B). These results suggest that FEPS cell line, similarly to K562-Lucena1, 

might probably present a high catalase activity, allowing a better protection against 
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H2O2. However, as afore mentioned, in FEPS experiments presented here, the 

concentration of 40 mM was cytotoxic, and the concentrations of 20 and 30mM were 

able to inhibit proliferation. These findings support the hypothesis that MDR FEPS cell 

line might present higher antioxidants levels than K562 cell line, but FEPS and K562-

Lucena 1 may present different types of intracellular defense mechanisms, especially 

because K562-Lucena 1 was resistant even when exposed to higher H2O2 

concentrations, up to 80mM, which is directly related to catalase activity observed for 

this cell line (Trindade et. al., 1999).  

In this sense, it is important to consider that FEPS cells line have, besides a 

high expression of ABCB1, an elevated expression of ABCC1, which is not 

overexpressed in K562-Lucena1 cell line [13]. This protein mainly transports GSH 

conjugated compounds by the antioxidant enzyme GST [24]. Thus, it can be suggested 

that FEPS cell line needs to demand energy to synthesize not only catalase, but also 

high GST levels. 

Additionally, Acharya & Sahoo [25] have studied the relation between the 

redox imbalance and resistance to Imatinib chemotherapic. These authors have shown 

that K562R Imatinib resistant leukemic cells presented higher expression of the 

antioxidant enzymes SOD and catalase, when compared with K562 cell line. Therefore, 

the redox buffering of these enzymes can be considered the first defense mechanism of 

cancerous cells submitted to stress induced by ROS [25]. Beck and collaborators [26], 

using non-resistant cell lines, have demonstrated that K562 actually presentes a lower 

catalase activity, when compared with the activity observed in non-tumoral leukocytes. 

Both studies from Acharya & Sahoo [25] and Beck and collaborators [26], support the 
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hypothesis that resistant cell lines might present more efficient antioxidant strategies 

than the non-MDR cell lines. 

Concerning the UVB radiation sensibility, the K562 cell line was shown 

sensitive to all tested doses, 24h after exposure, by reducing the number of viable cells 

and viability, hence indicating cytotoxicity (Figures 3A and 3C). The same occurred in 

the MDR FEPS cell line, in which was observed significant drop on cell viability since 

24h for all UVB doses tested (Figure 3D). For cell death results was demonstrate a 

significant increase, mostly by apoptosis, in MDR FEPS cell line 24h after exposure to 

UVB radiation, although these cells have also presented significant percentage of 

necrotic cells. Consequently, there was a great reduction in the percentage of viable 

cells (Figure 4A). After 48h from exposure to UVB, once again a significant difference 

was observed in the percentage of necrotic and apoptotic cells when compared with the 

control group. However, the number of necrotic cells was higher (Figure 4B). The 

elevated apoptosis induced by UVB observed in FEPS was expected, once this 

irradiation wavelength (290 a 320 nm) induce mutagenic damages in the DNA molecule 

[21]. Thus, UVB presents as a great death agent inductor in MDR FEPS cell line. The 

high cytotoxicity observed in the viability curves (figure 3D) presented here, supports 

this result.  

Similar results were also observed by Trindade and collaborators [11] for 

K562 and MDR K562-Lucena 1 cell lines, when both were shown sensitive to an UVB 

dose of 0.03 J/cm
2
. Considering that both resistant erythroleukemic cell lines, K562-

Lucena 1 and FEPS, were sensitive to UVB action, it can be suggested that this agent 

might be able to transpose the MDR phenotype in FEPS. Besides that, with the results 

obtained in this experiments, the hypothesis that harmful agents to the DNA integrity 
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might allow the transposition of resistance in tumoral cells can be reinforced. The key to 

cancer treatment might be enclosed in these set of data, considering that DNA agents 

massively induce apoptosis, even in MDR cell lines. Indeed, some authors have been 

speculating that agents directly striking on the DNA might be able to sensitize tumoral 

MDR cells similarly to non-MDR [11,15]. 

Regarding ROS increment in FEPS cell line, a significant increase in reactive 

oxygen species was found after 24 h from exposure to 0,03 J/cm
2
 of UVB (Figure 5A). 

Besides that, the UVB could have a combinated effect of these ROS generated added 

the direct damages on the DNA. Mainly alterations in the binding of nucleotide bases 

such as pyrimidine dimers formation [28]. These alterations might lead the cells to an 

apoptotic cascade, which justifies a higher cytotoxic induction and greater drop in FEPS 

cell proliferation when challenged by this agent. Also, it supports the results of cell 

death presented here, in which FEPS clearly demonstrated apoptosis when submitted to 

UVB. 

Higher UVB efficiency it also applies to K562, which although it has presented 

cytotoxicity when challenged by all agents, it also was more sensitized by UVB. 

Therefore, DNA agents might cause higher cytotoxicity and induce an apoptotic cascade 

in a more effective manner than agents with other cell targets, independently if the 

exposed cell lines are MDR or non-MDR.  

Therefore, the results of this study suggest that no relation is found between the 

MDR phenotype and the target responsible for inducing resistance in FEPS cell line. 

Because UVB was shown non-specific by sensitizing both cell lines MDR (Lucena and 

FEPS) that developed resistance by different mechanisms. Thus, it might be concluded 
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that agents acting directly on the DNA molecule are more effective for the MDR 

phenotype transposition in chronic myeloid leukemic cell lines considered in this study.  
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FIGURES 

 

 

 
 

Figure 1. Cell viability curves from K562 non-MDR and FEPS MDR cell lines exposed 

to UVA radiation (doses de 0.2; 1; e; 2 J/cm
2
). (A) and (B) represent the number of 

viable K562 and FEPS cells (x10
5
/ml); (C) and (D) represent the cell viability of K562 

and FEPS (%). Results are expressed as mean ± standard error, with p<0.05 and 

accessed by trypan blue exclusion method, from 0 to 96h after exposure. 
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Figure 2. Cell viability curves from K562 non-MDR and FEPS MDR cell lines exposed 

to H2O2 (concentrations of 10; 20; 30 and 40 mM). (A) and (B) represent the number of 

viable K562 and FEPS cells (x10
5
/ml); (C) and (D) represent the cell viability of K562 

and FEPS (%). Results are expressed as mean ± standard error, with p<0.05 and 

accessed by trypan blue exclusion method, from 0 to 96h after exposure. 
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Figure 3. Cell viability curves from K562 non-MDR and FEPS MDR cell lines exposed 

to UVB radiation (doses of 0.01; 0.03; 0.06 and 0.12 J/cm
2
). (A) and (B) represent the 

number of viable K562 and FEPS cells (x10
5
/ml); (C) and (D) represent the cell 

viability of K562 and FEPS (%). Results are expressed as mean ± standard error, with 

p<0.05 and accessed by trypan blue exclusion method, from 0 to 96h after exposure. 

 



 45

 
 

 

 

Figure 4. Cell death of MDR FEPS cell line exposed to UVB radiation (dose of 0.03 

J/cm
2
) and to H2O2 (concentration of 30 mM). Percentage (%) of viable cells, apoptosis 

and necrosis exposure to UVB radiation after 24h (A) and 48h (B). Percentage (%) of 

viable cells, apoptosis and necrosis exposure to H2O2 after 24h (C) and 48h (D). * show 

significant difference on percentage of viables cells between exposed cells and controls; 

** show significant difference on percentage of apoptotic cells and; *** show 

significant difference on percentage of necrotic cells. Results are expressed as mean ± 

standard error, with p<0.05 and accessed by fluorescence microscopy using ethidium 

bromide (EB) and acridine orange (AO) staining (proportion 1:1). 
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Figure 5. Reactive oxygen species (ROS) generation in MDR FEPS cell line exposed to 

UVB radiation (dose of 0.03 J/cm
2
) and to H2O2 (concentration of 30mM). (A) ROS 

fluorescence area obtained from viable FEPS cells after exposure to UVB radiation; (B) 

ROS fluorescence area obtained from viable FEPS cells after exposure to H2O2. Results 

are expressed as mean ± standard error, with p<0.05. 



 47

RESULTADOS E DISCUSSÃO GERAL 

 

Através de testes de viabilidade celular, morte celular e avaliação na geração 

de espécies reativas de oxigênio (ERO) avaliamos a sensibilidade da linhagem MDR 

FEPS às radiações UVA e UVB, e ao H2O2. A linhagem não MDR K562 também foi 

avaliada, a fim de sustentar parâmetros comparativos. Quanto às respostas 

encontradas, a linhagem K562 mostrou-se sensível a todas as doses de radiação de 

UVA imediatamente após a exposição (0h), exibindo queda no número de células 

viáveis e na viabilidade celular (Figura 1A e C). Enquanto a linhagem MDR FEPS 

demonstrou queda no número de células viáveis em relação ao controle a partir de 

24h após exposição à radiação UVA, para todas as doses testadas (Figura 1B). Porém, 

nenhuma redução na viabilidade celular foi observada (Figura 1D), indicando apenas 

inibição de proliferação. Trindade et. al., 1999 também mostrou um resultado 

semelhante em K562-Lucena1, onde a linhagem MDR foi mais resistente à radiação 

UVA do que a linhagem parental K562, a qual foi sensível desde o primeiro dia de 

exposição.  

Como é conhecido, um dos principais produtos da radiação UVA são as 

espécies reativas de oxigênio (ERO) como oxigênio singlete (1O2) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (McCormick et. al., 1976), Trindade e colaboradores também 

testaram a sensibilidade das duas linhagens ao H2O2. Novamente a linhagem MDR 

K562-Lucena1 apresentou maior resistência do que a K562, mantendo uma alta 

viabilidade celular frente a concentrações elevadas (de 10 a 80 mM). 

Nós também testamos a sensibilidade das células K562 e FEPS ao H2O2. Neste 

estudo, a linhagem K562 apresentou redução no número de células viáveis a partir de 

24h após exposição ao H2O2, para todas as concentrações testadas (Figura 2A). 

Entretanto apenas as duas maiores concentrações (30 e 40 mM) mostram efeito 

citotóxico a partir de 24h, uma vez que houve também redução da viabilidade celular 

(Figura 2C). Já na linhagem FEPS, foi observada uma diminuição no número de células 

viáveis em relação ao controle, nas concentrações de 30 e 40 mM a partir de 48h e na 

concentração de 20 mM somente em 96h após o tratamento (Figura 2B). A diminuição 

da viabilidade celular foi observada apenas na concentração de 40 mM após 72h da 
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exposição (Figura 2D). Isto indica que o H2O2 foi capaz de inibir proliferação celular nas 

concentrações de 20 e 30 mM, e causar citoxicidade apenas na concentração de 40 

mM na linhagem FEPS. Estes resultados mostram que a FEPS foi mais resistente ao 

H2O2 que a K562.  

Tanto em nossa pesquisa, quanto na pesquisa de Trindade et. al., 1999, 

linhagens MDR mostraram-se mais resistentes à UVA e ao H2O2, o que pode indicar 

que estas células podem apresentar um aporte de defesas antioxidantes maior do que 

linhagens não-MDR, como a K562. Uma destas defesas, elucidadas em Lucena por 

estes mesmos autores, foi um aumento na atividade de catalase, a enzima responsável 

por transformar o H2O2, gerado por UVA, em H2O e O2, o que sustenta essa hipótese. 

Nos estudos de Acharya & Sahoo 2016 foi investigada a relação entre o desbalanço 

redox e a resistência a Imatinibe. Este autor elucidou que células leucêmicas 

resistentes ao Imatinibe - K562R mostraram maior expressão das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase, em comparação à linhagem 

K562. Desta forma, o tamponamento redox destas enzimas pode ser considerado 

como o primeiro mecanismo de defesa de células cancerosas frente ao estresse 

induzido por ROS (Acharya & Sahoo 2016). Em linhagens não resistentes, Beck et. al., 

2011 elucidou que K562 possui de fato uma menor atividade de catalase, quando 

comparada a atividade observada em leucócitos não tumorais. Em seu estudo, ambas 

as linhagens foram expostas aos oxidantes ascorbato e menadiona combinados. Como 

visto, tanto as pesquisas de Acharya & Sahoo 2016, quanto de Beck et .al., 2011, 

respaldam que as linhagens resistentes devam possuir estratégias antioxidantes mais 

eficazes que linhagens não MDR. 

Em relação à sensibilidade a radiação UVB, a linhagem K562 mostrou-se 

sensível a todas as doses testadas, a partir de 24h após a exposição, reduzindo o 

número de células viáveis e sua viabilidade, indicando citotoxicidade (Figuras 3A e 3C). 

O mesmo ocorreu na linhagem MDR FEPS, onde também foi observada significativa 

queda na viabilidade celular a partir de 24h, para todas as doses de UVB testadas 

(Figura 3D). Portanto, a radiação UVB foi capaz de sensibilizar a linhagem FEPS, apesar 

de seu fenótipo MDR. Resultados semelhantes também foram observados por 

Trindade et. al. (1999), para as linhagens K562 e MDR K562-Lucena1. No estudo citado, 

ambas as linhagens foram sensíveis a dose de 0,03 J/cm2 de UVB, uma das doses em 
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que observamos efeito significativo na redução da viabilidade em nossa pesquisa. 

Considerando que ambas as linhagens eritroleucêmicas resistentes K562-Lucena1 e 

FEPS sofreram com a ação do UVB, sugerimos que este agente possa ser capaz de 

transpor o fenótipo MDR na FEPS.  

De fato, nossos resultados mostram um aumento significativo na morte 

celular, principalmente por apoptose na linhagem MDR FEPS após 24 h de exposição à 

radiação UVB, embora estas células tenham mostrado também significativa 

porcentagem de células em necrose. Em consequência, houve uma elevada diminuição 

na porcentagem de células viáveis (Figura 4A). Após 48h de exposição à radiação UVB, 

houve novamente diferença significativa na porcentagem daquelas em apoptose e 

necrose em relação ao controle. Entretanto, o número de células em necrose foi maior 

(Figura 4B).  

Após 24h e 48h de exposição ao H2O2, não foram observadas diferenças 

significativas no percentual de morte celular por apoptose ou necrose quando 

comparado com o controle para a linhagem MDR FEPS. Bem como quaisquer 

diferenças na porcentagem de células viáveis (Figura 4C e D), o que reforça os 

resultados encontrados para o número de células viáveis e viabilidade celular 

observados neste trabalho. O fato de H2O2 não ter induzido morte celular na FEPS 

pode ser respaldado pela pesquisa de Yamada et. al., 1991. Estes autores, revelaram 

que células de leucemia humana resistentes à H2O2 (HP50-2 e HP100-1) possuem uma 

maior expressão de catalase, glutationa peroxidade (GPX) e SOD que a linhagem não 

resistente HL-60. Considerando que a FEPS também possua mecanismos de defesa 

semelhantes, sua resistência à morte celular por apoptose frente ao H2O2 é totalmente 

justificada. 

A elevada taxa apoptótica vista na FEPS induzida por UVB era esperada, pelo 

fato desta faixa de radiação (290 a 320 nm), induzir danos mutagênicos à molécula de 

DNA (Mouret et. al., 2006). UVB, portanto, mostra-se como um ótimo agente indutor 

de morte celular na linhagem MDR FEPS. A elevada citotoxicidade observada em 

nossas curvas de viabilidade (Figura 3D), reforça ainda mais este resultado. Além disso, 

com a resposta deste experimento, reafirmamos a hipótese de que atuantes nocivos à 

integridade de DNA possam possibilitar a transposição de resistência em células 

tumorais. O que pode se revelar como a chave para a evolução do tratamento do 
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câncer, considerando que atuantes em DNA induzem apoptose massivamente, 

inclusive em linhagens MDR. De fato, alguns autores tem inferido que agentes que 

ataquem diretamente o DNA sejam capazes de sensibilizar células tumorais MDR de 

forma semelhante as não MDR (Trindade et. al., 1999; Votto et. al., 2010). 

Em contrapartida, autores tem relatado que linhagens MDR se mostram mais 

resistentes a agentes oxidativos. Votto et. al., 2007, testando a toxina microcistina, a 

qual induziu estresse oxidativo nas células, observaram que as células MDR K562-

Lucena1 se mostraram mais resistentes do que as não MDR K562. Este achado 

corrobora com o demonstrado por Trindade et. al., 1999, onde o agente indutor de 

radicais livres UVA, e o próprio H2O2 causaram maior efeito na linhagem não resistente 

K562. Ambas as respostas podem ser justificadas, pelas células MDR terem sido 

capazes de desenvolver um sistema antioxidante mais eficiente que as células não 

MDR K562, com uma alta atividade de catalase na linhagem K562-Lucena1 (Trindade 

et. al., 1999 e Votto et. al., 2007).  

Para verificar tal possibilidade, foi analisado o nível de ERO na linhagem FEPS 

expostas à radiação UVB e ao H2O2. Foi encontrado um significativo aumento no nível 

de espécies reativas de oxigênio na linhagem MDR FEPS após 24 h de exposição à dose 

de 0,03 J/cm2 de radiação UVB (Figura 5A). Entretanto, não foi encontrada diferença 

significativa no nível de espécies reativas de oxigênio na linhagem MDR FEPS após 24h 

da exposição a 30 mM de H2O2 (Figura 5B). Estes resultados permitem sugerir que a 

linhagem FEPS, semelhantemente a K562-Lucena1, tenha provavelmente também uma 

alta atividade de catalase, o que possibilita uma maior proteção ao H2O2. Entretanto, 

como mencionado acima, em nossos experimentos com a FEPS, a concentração de 40 

mM mostrou-se citotóxica, e as concentrações de 20 e 30 mM foram capazes de inibir 

proliferação. Estes achados sustentam a suposição de que a linhagem MDR FEPS deva 

possuir aportes antioxidantes maiores que a linhagem K562, frente a agentes 

oxidantes, mas que FEPS e K562-Lucena1 podem apresentar tipos diferentes de 

mecanismos de defesa intracelulares. Especialmente porque K562-Lucena1 mostrou-se 

resistente mesmo a doses mais altas de H2O2, de até 80 mM, o que está diretamente 

relacionado à alta atividade de catalase observada nesta linhagem (Trindade et. al., 

1999).  
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Neste sentido, é importante considerar que a linhagem FEPS possui, além da 

alta expressão de ABCB1, uma expressão elevada de ABCC1, a qual não está 

superexpressa na linhagem K562-Lucena1 (Daflon-Yunes et. al., 2013). Esta proteína 

transporta preferencialmente compostos conjugados com GSH pela enzima 

antioxidante GST (Muller et. al., 1994). Assim, é possível sugerir que a linhagem FEPS 

precise demandar energia para sintetizar não apenas catalase, mas também altos 

níveis de GST. 

Em relação ao aumento de ERO causado pela radiação UVB, pode-se 

considerar que as espécies reativas de oxigênio principalmente geradas por esta faixa 

de radiação são além do próprio H2O2 e do oxigênio singlete, radicais hidroxila 

(Scharffetter-Kochanek et. al., 2000), o que explicaria a incapacidade da célula em 

evitar o estresse oxidativo da mesma forma que consegue ao combater o H2O2. 

A radiação UVB além de gerar ERO, é absorvido de forma direta pela 

molécula de DNA, induzindo alterações nas ligações entre bases, como a formação de 

dímeros de pirimidina (Ravanat et. al., 2001). Estas alterações podem levar as células à 

cascata apoptótica. O que justifica uma maior indução na citotoxicidade e maior queda 

na proliferação celular da FEPS, frente a este agente. Além de corroborar com nossos 

resultados de morte celular, onde a FEPS visivelmente mostrou ocorrência de 

apoptose frente à UVB.   

Uma maior eficácia de UVB também se aplica à K562, que embora tenha 

apresentado citotoxicidade a todos os agentes, também se mostrou mais sensibilizada 

por UVB. Desta forma, agentes que atuem em DNA parecem exercer maior 

citotoxicidade e induzirem uma cascata apoptótica de forma mais efetiva que agentes 

com outros alvos celulares. Independentemente das linhagens expostas serem MDR 

ou não MDR.  

Em contrapartida, a radiação UVA e o H2O2 não foram citotóxicos para a FEPS. 

Portanto, o H2O2 pode ter sido neutralizado pela catalase na FEPS. A mesma 

justificativa se aplica a resposta observada após a exposição da FEPS diretamente ao 

H2O2. Estes achados além de indicarem a possibilidade de linhagens resistentes 

desenvolverem estratégias antioxidantes mais precisas que linhagens não resistentes, 

frente a agentes indutores de estresse oxidativo, possibilitam a visão de que atuantes 
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em DNA, como radiação UVB possam oferecer uma alternativa mais eficaz na 

transposição do fenótipo MDR em linhagens eritroleucêmicas. 

Desta forma, os resultados obtidos para o agente UVB mostraram que não há 

relação entre o fenótipo MDR e o alvo indutor de resistência na linhagem FEPS. Isso 

porque o UVB mostrou-se ser inespecífico, sensibilizando linhagens celulares que 

desenvolveram resistência por mecanismos diferentes (K562-Lucena1 e FEPS). Com 

isso, concluimos que agentes atuantes diretos na molécula de DNA são eficazes em 

transpor o fenótipo MDR nas linhagens de leucemias mielóides crônicas estudadas. 
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