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1 INTRODUÇÃO
Estudos demonstram que a formação do câncer pode estar relacionada com a divisão celular e diferenciação anormais e que células tronco somáticas podem estar envolvidas neste processo. A linhagem celular K562 é de origem hematopoiética e corresponde a uma Leucemia Mielóide Crônica (LMC). Foi estabelecido um modelo resistente desta linhagem, que recebeu o nome de K562-Lucena (Lucena), permitindo o estudo experimental de células resistentes a múltiplas drogas (MDR). Uma pesquisa mostrou que possivelmente a Lucena seja mais indiferenciada que sua parental K562, devido a uma maior expressão gênica do fator de transcrição Oct-4, sugerido como marcador de células tronco tumorais. Considerando que o agente indutor de diferenciação phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) promove a diferenciação megacariocítica da linhagem K562, este trabalho teve como objetivo, comparar o efeito do PMA nas linhagens K562 e Lucena, através da análise morfológica e expressão gênica.
2 MATERIAIS E MÉTODOS
As células K562 e Lucena foram mantidas a 37ºC em garrafas de cultura contendo meio RMPI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico e antimicótico. As células Lucena, receberam ainda 60 nM de vincristina. As linhagens celulares foram incubadas com phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) na concentração de 10 nM e avaliadas após 24 horas de tratamento. No grupo controle foi adicionado o mesmo volume de DMSO. Para avaliação morfológica, após o tratamento as células controle e tratadas foram fixadas em lâminas histológicas e coradas com a metodologia para coloração de hematócrito, utilizando o corante panótico. As lâminas coradas foram fotografadas com aumento de 1000x e analisadas. Para a análise da expressão gênica da linhagem K562, após o tratamento foi feita a extração do RNA total utilizando o TRIzol Reagent e confecção do cDNA (DNA complementar) de acordo com o protocolo da reverse transcriptase enzyme. A análise da expressão dos genes Alox-5, Nanog e Oct-4 foi feita utilizando o equipamento Real-time PCR System 7500. Os genes da (-actina e EF1A1 foram utilizados como controle para normalização dos resultados.
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
Foi observado, um aumento significativo de megacariócitos nas células K562 tratadas com PMA. Já na linhagem MDR, Lucena, não houve diferença significativa no número de megacariócitos, quando comparado ao controle. A incubação das células K562 com 10 nM de PMA por 24 horas reduziu significativamente a expressão do gene Alox-5 com papel importante na manutenção de células tronco de LMC e relacionado com a diferenciação dessas células (Chen et al., 2009). O tratamento reduziu a expressão do Nanog e não alterou a expressão do Oct-4, fatores de transcrição associados com o estado de célula tronco embriogênica pluripotente (Atari et al., 2011). As células Lucena não foram sensíveis ao PMA, entretanto o fenótipo MDR é conhecido pela superexpressão de genes que codificam proteínas, como a gp-P, as quais promovem a extrusão de fármacos pela membrana celular (Sonneveld & Wiemer, 1997), o que poderia prejudicar o efeito do PMA nestas células. A diminuição na expressão do gene Alox-5 pode estar relacionada com a diferenciação observada nas células K562. A expressão do gene Nanog também foi atenuada pelo PMA possivelmente por causa do processo de diferenciação celular das células tronco. Sugerimos que existam várias isoformas do gene Oct-4 na linhagem K562, sendo que a analisada nesse trabalho não foi alterada. 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS
Os resultados demonstram a diferenciação de células da linhagem K562 em megacariócitos, o que não ocorreu com as células da linhagem Lucena. Essa diferenciação possivelmente está relacionada com a diminuição da expressão do gene Alox-5, podendo este ser um alvo contra essa doença. Além disso, esta diferenciação pode acarretar na diminuição da característica tronco na linhagem K562, considerando que a expressão do gene Nanog foi diminuída. Assim, faz-se necessário dar continuidade à pesquisa, utilizando um inibidor das bombas responsáveis pelo fenótipo MDR, para que esta resistência não interfira na ação do indutor de diferenciação, bem como verificar se há alguma alteração na expressão dos genes na linhagem MDR. 

REFERÊNCIAS
ATARI, M.; BARAJAS, M.; HERNÁNDEZ-ALFARO, F.; GIL, C.; FABREGAT, M.; PADRÓ, E.F.; GINER, L.; CASALS, N. Isolation of pluripotent stem cells from human third molar dental pulp. Histol Histopathol, v. 26, p. 1057-1070, 2011.
CHEN, Y.; HU, Y.; ZHANG, H.; PENG, C.; LI, S. Loss of the Alox5 gene impairs leukemia stem cells and prevents chronic myeloid leukemia. Nature Genetics, v.41, p. 783-793, 2009.
SONNEVELD, P.; WIEMER, E. Assays for the analysis of P-glycoprotein in acute myeloid leukemia and CD34 subsets of AML blasts. Leukemia, v. 11, p. 1160-1165, 1997.
