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1. INTRODUCAO

A leucemia mieloide cronica (CML) tem como marcador molecular o gene BCR-ABL, presente
no cromossomo Philadelphia (Ph) decorrente da fusdo de dois genes distintos, BCR e ABL. Tal gene
codifica uma proteina tirosina quinase constitutivamente ativa, que estimula as vias de sinalizagdo
responsaveis pela proliferacao celular e pela resisténcia das células CML a apoptose (Goldman & Melo,
2001; Houshmand et. al., 2019). A resisténcia das cé€lulas leucémicas aos tratamentos tem ligagdo com a
capacidade de reprogramacgdo metabolica destas células, que depende de varios atores moleculares, como
por exemplo, a proteina tirosina fosfatase de baixo peso molecular (LMWPTP, Low Molecular Weight
Protein Tyrosine Phosphatase), essencial no processo de oncogénese (Faria et. al., 2017 e 2020; Souza et.
al., 2009). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto do inibidor da LMWPTP na
sobrevivéncia das células K562 e das células Lucena-1, essas tltimas, apresentam fenotipo resistente.

2. METODOLOGIA

2.1. Cultura das células Lucena-1 e K562

O cultivo das células das linhagens Lucena-1 e K562 foi realizado em meio RPMI, contendo
glutamina 2 mM, 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, e suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum - FBS). No caso da linhagem Lucena-1, a mesma foi mantida em
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cultura em meio contendo 60 nM de Vincristina (VCR), a fim de manter o fendtipo de resisténcia da
linhagem (Rumjanek et al., 2001).

Os repiques foram feitos a cada 48 horas na densidade de 1x10° células/mL. As células foram
incubadas em estufa com atmosfera umidificada, 5% de CO, e 37°C.

2.2. Tratamento das células com o inibidor da LMWPTP

As células (1x10° células/pogo) K562 foram plaqueadas em placa de 24 pogos (volume de
trabalho = ImL) e tratadas, por 24 e 48 horas, com quatro concentragdes diferentes do inibidor da
LMWPTP (LMWPTP inhibitor 1 - Cayman Chemical - c6d 22277): 0,5uM, 2,5uM, 5,0uM e 10uM. A
solugdo estoque do inibidor (22,5 mM) foi preparada em dimetilsulfoxido, e para o tratamento das células
foi diluido, no momento de uso, em meio de cultura. As células foram incubadas em atmosfera
umidificada, 5% de CO, e 37°C. As células Lucena-1 foram tratadas como descrito para a linhagem
K562, no entanto, houve uma etapa adicional que foi a retirada do meio contendo vincristina, por
centrifugacdo (1500 rpm, durante 7 minutos).

2.3. Contagem das células
Apbs o tratamento, as células de cada pogo foram ressuspendidas e retirada uma aliquota de 10uL
para contagem na cdmara de Neubauer.

2.4. Ensaio de reducdao do MTT

Para realizacao do ensaio de reducdo do MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), apos o periodo de tratamento de
24h, foram removidos 800uL do meio de cultura e adicionados 800uL de solu¢do de MTT (0,5 mg/mL
em meio de cultura livre de FBS) em cada pogo. Apds incubagdo por 3 h a 37°C, o meio foi retirado
cuidadosamente e foram adicionados 1000 puL de etanol para solubilizagdo do formazan. A placa foi
agitada por 10 min e a absorbancia correspondente a cada pogo foi lida em leitor de placas (ELx 800
BIOTEK) em A = 570 nm. Os valores foram expressos em porcentagens de redu¢ao de MTT, em relagdo
ao controle (c€lulas ndo tratadas com o inibidor) (Mosmann, 1983). Os resultados foram representados
como média + erro padrdo da média de 2 experimentos independentes conduzidos em triplicata.

2.5. Analises estatisticas dos dados

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 8.0, utilizando o
método ANOVA unidirecional. Os niveis de significancia utilizados foram: * = P < 0.05; ** = P <0.01;
k¥ =P <0.001; *¥*** =P <0.0001.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Impacto do inibidor da proteina tirosina fosfatase de baixo peso molecular na
proliferacio das células leucémicas

As células K562 e Lucena-1 tiveram a proliferagdo diminuida apds o tratamento com o inibidor da
LMWPTP, como demonstrado pelo menor numero de células vidveis (Figura 1). No caso das células
Lucena-1 houve diminui¢do de 50% do nimero de células vidveis na concentragdo de 7,5 uM do inibidor
(Figura 1), enquanto para as células K562 (Figura 1) foi 9 uM. Ambas as linhagens sofreram maior efeito
do inibidor ap6s 48h de tratamento. Os resultados observados sdo interessantes e corroboram os dados
obtidos por nosso grupo, que revelaram que o silenciamento génico da LMWPTP causou diminui¢ao da
proliferacdo destas células (Ferreira et. al, 2012). Em outras palavras, os dados obtidos no presente
projeto, apontam que a modulagdo quimica da fosfatase por inibidor, também reflete na inibicdo da
proliferacdo celular.
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Figura 1. O inibidor da LMWPTP compromete a proliferagio celular das células lencémicas. As células foram plagueadas a
I%107 células/mL na placa de 24 pocos, tratadas com quatro concentragdes diferentes do inibidor da LMWPTP (0,5uM, 2,5uM, 5,0
pM e 10uM) ¢ incubadas por 24 (em preto) e 48 horas (em azul). Apds o tempo de incubagio as células foram contadas e os
resultados foram analisados ¢ organizados no grafico. Os nivels de significineia utihzados foram: * =P = 0.05; ** =P < (0]; *** =
P<0,001; #*** =P = 00001,

3.2. Inibidor da proteina tirosina fosfatase de baixo peso molecular afeta diferentemente a
eficiéncia de reducio do corante MTT pelas células leucémicas

Faria e colaboradores (2017) demonstraram que as células Lucena-1 apresentam predominancia
do efeito Warburg, em comparacgdo as células K562, ou seja, mesmo em condigdes em que as células tém
disponibilidade de oxigénio, o metabolismo glicolitico ¢ favorecido (glicose ¢ preferencialmente
degradada a lactato). No mesmo artigo, também foi descrito em detalhes que a LMWPTP favorece o
efeito Warburg e que ao ser silenciada, houve inibigcdo da via glicolitica, ao mesmo tempo em que houve
uma reativacdo da fun¢do mitocondrial. Portanto, no presente trabalho, decidimos averiguar se as
linhagens K562 e Lucena-1 tratadas com o inibidor da LMWPTP teriam capacidade diferente na redugao
do MTT.

De forma interessante, observa-se na Figura 2 que as células Lucena-1 mantiveram a capacidade
de reducdo do MTT em 96%, na maior concentracdo do inibidor, apds 24h de tratamento. Se
considerarmos que nesta mesma condicdo, o nimero de células vidveis decaiu para 61% (Figura 1),
pode-se dizer que a inibicdo quimica da LMWPTP, desfavorece o efeito Warburg. Ja para as células
K562, apés 24h de exposicdo, foram detectadas 53% das células vidveis (numero de células),
porcentagem proxima a observada na reducao do MTT (Figura 2).
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Figura 2. (0 inibidor da LMWPTP possui efeitos distintos na viabilidade das diferentes linhagens de células leucémicas,
desfavorecendo o efeito Warburg nas células Lucena-1. Apds 48 horas de tratamento com o imibidor da LMWPTP em diferentes
concentragdes (0,5uM, 2.5uM, 5,0uM e 10uM), retirou-se o meio de cultura e foi adicionado meio contendo MTT 0.5mg/mL, as
células foram novamente incubadas por 3 horas a 37C, a solucio de MTT foi removida e os cristais de Formazan foram
solubilizados em etanol. A absorbincia foi medida em 570 nm em um leitor de microplacas (Epoch Nanodrop, BioTek).

4. CONCLUSOES

Os resultados apontam que o inibidor da LMWPTP apresenta potencial como anti-leucémico ao
diminuir a proliferacdo da linhagem K562 (responsiva a quimioterapicos) e¢ da linhagem Lucena-1
(resistente a drogas). Ademais, observou-se que o inibidor desfavorece o efeito Warburg, nas células
Lucena-1, uma vez que aumenta a eficiéncia da reducdo do MTT, nas maiores doses testadas. Efeito ndo
observado nas células K562.
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