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Resumo 
YON, M. A. C. Expressão de galectina-1 e -3 na Leucemia Mielóide Crônica e sua 
contribuição para a progressão da doença. 2009. 222 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

 

As galectinas são proteínas solúveis que se ligam a beta-galactosídeos. A expressão 

alterada de galectina-1 e galectina-3 foi relatada em diferentes tumores, sendo associada, em 

alguns casos, à aquisição de potencial metastático. Estas proteínas exibem uma variedade de 

efeitos intra e extracelulares que modulam alguns processos fisiológicos envolvidos na 

tumorigênese. Dentre eles, adesão, proliferação, migração celular e escape tumoral. No 

entanto, a expressão destas lectinas e sua contribuição na progressão da leucemia mielóide 

crônica (LMC) é desconhecida. No presente trabalho, verificamos que a expressão ectópica de 

BCR-ABL, resultou em aumento de galectina-1, mas não de galectina-3. Além disso, 

linhagens com atividade tirosina-quinase reduzida pelo mesilato de imatinibe ou expressão de 

mutante de BCR-ABL quinase deficiente exibiram diminuição nos níveis de galectina-1. Por 

outro lado, em pacientes com LMC, a maior expressão de galectina-1 foi correlacionada a 

altos níveis de BCR-ABL, progressão da doença e a um tempo de sobrevida menor. 

Adicionalmente, as células K562 com galectina-1 inibida por RNA de interferência exibiram 

crescimento mais lento do que as células K562 com galectina-1 intacta, em camundongos 

“nude”. Em conjunto, nossos dados indicam claramente que somente a galectina-1 é 

modulada pela atividade tirosina-quinase de BCR-ABL. Ademais, o pior prognóstico de 

pacientes com altos níveis de galectina-1 sugere um efeito cooperativo de galectina-1 na 

tumorigênese de BCR-ABL. Isto reforça o conceito de que a galectina-1 é um forte candidato 

para intervenção terapêutica na LMC.  

Palavras-chave: Leucemia mielóide crônica. Galectina-1. Galectina-3. BCR-ABL. Tirosina-

quinase. Pacientes. Tumorigênese. 

 

 

 



Abstract 
YON, M. A. C. Expression of galectin-1 and -3 in Chronic Myeloid Leukemia and its 
contribution to disease progression. 2009. 222 f. PhD thesis (Immunology) - Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

 

Galectins are soluble beta-galactoside binding proteins. Altered expression has been 

reported in different tumors and, in some cases this expression was associated to the 

acquisition of metastatic potential. Galectins have different intra and extracellular effects that 

modulate some physiological processes involved in tumorigenesis, including cellular 

adhesion, proliferation, migration and immune escape. However, its expression and 

contribution to chronic myeloid leukemia (CML) progression is unknown. We verified herein, 

that BCR-ABL ectopic expression resulted in higher galectin-1 but not galectin-3 levels. 

Moreover, cell lines with diminished tyrosine-kinase activity by imatinib mesylate or kinase-

deficient BCR-ABL expression showed a reduction in galectin-1 expression. On the other 

hand, in CML patients, elevated expression of galectin-1 was correlated with high BCR-ABL 

levels, disease progression and shorter survival time. Additionally, in nude mice, galectin-1-

deficient K562 cells obtained by RNA interference were less efficient in tumor formation than 

control K562 cells. Altogether, our data clearly show that only galectin-1 is BCR-ABL 

tyrosine-kinase dependent. Also, worst prognosis in patients bearing high galectin-1 levels 

suggest a cooperative role for galectin-1 in BCR-ABL-positive leukemia and support the 

concept that galectin-1 is a strong candidate for CML therapeutic intervention. 

 

Key words: Chronic Myeloid Leukemia. Galectin-1. Galectin-3. BCR-ABL. Tyrosine-kinase. 

Patients. Tumorigenesis. 
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PPrreeffáácciioo  



Prefácio 
Apesar de não ser muito comum escrever um prefácio em teses de doutorado, optei 

por fazê-lo. Acredito ser importante fazer uma breve explicação da minha trajetória, no 

doutorado, para melhor compreensão do trabalho que foi desenvolvido no Brasil e também 

nos EUA.  

Ao longo de todo o período de doutorado, desenvolvi três projetos diferentes com 

resultados importantes nas três vertentes. Por serem projetos com aspectos muito diferentes 

entre eles, seriam necessários três capítulos que corresponderiam a três teses independentes. A 

tese ficaria ainda maior. Sendo assim, decidi apresentar apenas os resultados mais importantes 

de dois trabalhos. Um deles foi apresentado no formato tradicional de tese com todas as 

seções. O outro, com duas publicações, foi apresentado na forma de artigo, como anexo.  

Os primeiros dois anos foram dedicados a investigar se a galectina-1 e a galectina-3 

poderiam ter alguma função na citotoxicidade mediada por células citotóxicas, uma vez que o 

Dr. Gustavo Amarante-Mendes havia descoberto a presença destas proteínas numa análise 

proteômica de grânulos de linfócitos T citotóxicos e células “Natural Killer” (NK). Chegamos 

a confirmar a localização de galectina-1 nos grânulos citotóxicos de uma linhagem NK 

humana, por microscopia eletrônica. A ajuda da Dra. Telma Zhorn foi fundamental para a 

realização dos experimentos. No entanto, não conseguimos obter maiores informações com 

relação a sua participação na indução de morte de células tumorais. Concluímos que o projeto 

era arriscado, pois a chance de obtermos um resultado difícil de ser publicado (de que 

galectina-1 não teria nenhum papel na citotoxicidade), era grande. Assim, decidimos por uma 

abordagem mais ampla. Uma varredura para buscar moléculas que pudessem ter algum efeito 

na citotoxicidade mediada por células NK parecia ser a melhor estratégia, no momento. 

Optamos, então, por uma abordagem na qual a inibição de genes específicos levasse a 

um comprometimento da atividade citotóxica de células NK. Para alcançar este objetivo, 

utilizaríamos a técnica de “wide-screen” por RNA de interferência (RNAi). Como não 

dispúnhamos de conhecimento e material para a realização dessa técnica, contatamos o Dr. 

Scott Lowe, um investigador renomado, cujo laboratório é referência no estudo de genes 

supressores de tumor que controlam a apoptose. O grupo do Dr. Lowe utiliza diversas 

ferramentas genéticas e genômicas, inclusive a de “wide-screen” RNAi.  



Realizei no laboratório do Dr. Lowe, inicialmente, um estágio de dois meses para 

aprender as técnicas necessárias para desenvolver o projeto no Brasil. Durante o período do 

estágio no “Cold Spring Harbor Laboratory” (CSHL) eu tive a oportunidade de aprender a 

metodologia para realizar o silenciamento gênico por “short hairpin” “shRNA” de 

interferência, que vai desde a construção do plasmídeo contendo o shRNA até a obtenção das 

células contendo essas construções. Além disso, nesse período, o grupo de pesquisa d Dr. 

Lowe estava prestes a submeter um artigo mostrando que, no modelo de hepatocarcinoma 

murino, a reativação de p53 promovia a regressão completa do tumor. Um dos dados mais 

interessantes desse artigo é que a depleção de células NK causava um atraso nessa regressão. 

Por ter experiência com a linhagem NK humana YT, decidimos fazer um ensaio in vitro para 

ver o mecanismo pelo qual a depleção de NK atrasava a regressão do tumor. 

Obtivemos dados preliminares que indicavam que as células induzidas à senescência 

pela superexpressão de RAS tornavam-se mais sensíveis ao ataque citotóxico de células NK. 

Por ser um dado extremamente interessante, optamos por aprofundar esse estudo e publicar os 

resultados separadamente, mas a colaboração na discussão dos resultados culminou na citação 

do meu nome nos agradecimentos do artigo publicado em 2007, na revista “NATURE” 

(Anexo A).  

Com o fim do estágio, retornei ao Brasil. Mas, sem a biblioteca de RNAi que iríamos 

usar para dar continuidade ao projeto inicial, decidimos investir em outra vertente, até 

obtermos o material necessário. Tendo em vista que nosso grupo de pesquisa também estuda a 

biologia molecular e celular do BCR-ABL, o oncogene responsável pelo desenvolvimento da 

leucemia mielóide crônica, e que a expressão das galectina-1 e -3 estão alteradas em 

diferentes tumores sólidos, decidimos checar a expressão e contribuição destas duas proteínas 

na LMC, sendo este, o principal tema abordado nesta tese e já submetido (Anexo B). 

Além disso, durante o desenvolvimento desse segundo projeto, voltei aos EUA, para 

realizar o doutorado sanduíche no laboratório do Dr. Lowe. Neste momento, o Dr. 

Krizhanovsky, pós-doutorando, havia observado que, no modelo murino de cirrose hepática, 

havia indução de senescência das células estreladas hepáticas e que, a depleção de células 

NK, prejudicava a eliminação das células estreladas hepáticas senescentes. Ou seja, a 

participação das células NK na eliminação de células senescentes foi estabelecida em dois 

modelos. Primeiro, nas células hepáticas induzidas a senescência pela reativação do p53 e 

agora neste modelo de cirrose hepática. Desta forma, estabelecemos uma colaboração e toda a 



parte de experimentação in vivo que envolvia o ataque de células NK a células senescentes foi 

realizado por mim, resultando na publicação do artigo “Senescence of Activated Stellate Cells 

Limits Liver Fibrosis” em 2008, na revista “CELL” (Anexo C). No que se refere à parte 

experimental que conduzi, demonstramos, pela primeira vez, que as células induzidas à 

senescência por danos no DNA, expressão de oncogenes ou replicação, ficam mais 

susceptíveis ao ataque citotóxico mediado por células NK. Esta maior susceptibilidade das 

células senescentes foi mostrada inclusive por “live cell imaging”. Além disso, participei na 

elaboração da revisão intitulada “Implications of Cellular Senescence in Tissue Damage 

Response, Tumor Suppression, and Stem Cell Biology”, publicada na revista “Cold Spring 

Harbor Symposia on Quantitative Biology” (Anexo D). O trabalho desenvolvido nos EUA foi 

bem avaliado pelo Dr. Lowe (Anexo E), abrindo as portas para futuras colaborações com esse 

excelente grupo de pesquisa.  
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11  IInnttrroodduuççããoo  

11..11  LLeeuucceemmiiaa  mmiieellóóiiddee  ccrrôônniiccaa  

A leucemia mielóide crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa, caracterizada 

por uma expansão clonal de célula tronco hematopoética neoplásica pluripotente (FADERL et 

al., 1999).  

A LMC é responsável por 15-20% de todos os casos de leucemia, na população adulta 

ocidental (FADERL et al., 1999). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), no 

Brasil, a incidência anual da LMC é de 1-2 casos a cada 100000 habitantes, números 

semelhantes aos da Europa e EUA (BRASIL, 2007). Esta incidência é discretamente maior no 

sexo masculino (2,2 em 100000) do que no sexo feminino (1,4 em 100000) (BRINCKER, 

1982; VARDIMAN et al., 2002). Apesar de ocorrer com maior freqüência em adultos, na 

faixa de 25-60 anos, pode ocorrer também em crianças, representando apenas 3% dos casos 

de LMC.  

Embora a etiologia da leucemia mielóide seja desconhecida, alguns trabalhos sugerem 

que um dos possíveis agentes causadores da LMC pode ser a radiação ionizante (CORSO et 

al., 1995). O primeiro indicativo desta associação foi a maior incidência observada em 

sobreviventes da bomba atômica de Hiroshima e Nagasaki (FOLLEY et al., 1952), em 

trabalhadores de usinas nucleares assim como em indivíduos submetidos a procedimentos 

médicos que emitem baixas doses de radiação (NATIONAL RESEARCH COUNCIL (U.S.). 

COMMITTEE TO ASSESS HEALTH RISKS FROM EXPOSURE TO LOW LEVEL OF 

IONIZING RADIATION., 2006). Além disso, experimentos in vitro indicaram que uma alta 

dose de radiação ionizante foi capaz de induzir a formação do neogene BCR-ABL em 

linhagens celulares em maior freqüência do que as células que não foram irradiadas, apesar da 

diferença observada não ter sido significativa (DEININGER et al., 1998). 

Em 1960, a LMC foi a primeira neoplasia a ser associada a uma anormalidade 

citogenética característica, graças à descoberta do cromossomo "Philadelphia" (Ph), um 

cromossomo presente nas células primordiais e suas descendentes (NOWELL e 

HUNGERFORD, 1960).  
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Treze anos mais tarde foi constatado que o cromossomo Ph encurtado era resultante de 

uma translocação recíproca t(9;22)(q34:q11) entre os braços longos dos cromossomos 9 e 22 

(Figura 1) (ROWLEY, 1973). O trabalho de Rowley e cols. permitiu outra descoberta 

fundamental: a de que o neogene BCR-ABL, virtualmente presente em 100% dos casos de 

LMC, é resultante da fusão de parte do gene BCR ("Breakpoint Cluster Region") com o proto-

oncogene c-ABL ("Abelson"), localizados respectivamente nos cromossomos 22 e 9 (Figura 

1) (BARTRAM et al., 1983; GROFFEN et al., 1984). 

 
Figura 1 - Esquema da translocação que dá origem ao cromossomo Philadelphia. O gene ABL presente no 

cromossomo 9 e o BCR no cromossomo 22 sofrem uma translocação formando um neogene, o 
BCR-ABL.  

    FONTE: Figura retirada de DRUKER, B. J. et. al, 2008. 

 

11..11..11  FFaasseess  ddaa  lleeuucceemmiiaa  mmiieellóóiiddee  ccrrôônniiccaa  

Classicamente, a LMC é uma doença de evolução trifásica: fase crônica (FC), fase 

acelerada (FA) e fase blástica (FB). No entanto, em alguns casos, os pacientes podem 

desenvolver uma doença de curso bifásico que passa diretamente da FC para a FB, sem passar 

pela fase intermediária FA (SAWYERS, 1999; MELO et al., 2003). A FC tem progressão 

lenta com expansão anormal das células granulocíticas que contribui para o aumento de 

leucócitos circulantes. A doença que se inicia com uma fase crônica, indolente, de duração 

variável, progride para a FA. Por último atinge a FB que dura geralmente de três a seis meses, 

resultando inexoralvemente na morte dos pacientes. A grande maioria dos pacientes com 
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LMC (80%) é diagnosticados na FC e apenas 5-10% na FA ou FB (FADERL et al., 1999; 

CORTES e KANTARJIAN, 2003a).  

 

11..11..11..11  FFaassee  ccrrôônniiccaa  

A LMC tem início na fase crônica. Os pacientes, nesta fase, não apresentam as 

características agressivas da doença, não apresentando sintomas. De fato, a incidência de 

casos assintomáticos aumentou de 15 para 40%, aproximadamente, nas últimas décadas, 

provavelmente devido à introdução de análises sanguíneas nos exames de rotina 

(KANTARJIAN et al., 1993; SAWYERS, 1999).  

Nesta fase, quando presentes, os sintomas estão normalmente relacionados à expansão 

das células leucêmicas. Dentre os sintomas mais comuns, podem ser destacados: fadiga, 

anorexia, perda de peso, aumento de sudorese, desconforto e saciedade precoce, sendo os dois 

últimos sintomas causados pelo aumento do tamanho do baço (CORTES et al., 1996; 

SAVAGE et al., 1997) (Tabela 1). A esplenomegalia e a púrpura são os achados mais comuns 

do exame clínico de pacientes com LMC. Já nos exames laboratoriais, a leucocitose, 

trombocitopenia e anemia estão entre as características mais observadas nesses pacientes 

(SAVAGE et al., 1997) (Tabela 1).  

Algumas das mudanças observadas no sangue dos pacientes na FC incluem um 

predomínio de granulócitos, neutrófilos e liberação de células imaturas da medula óssea 

(MO), tais como mieloblastos, pró-mielócitos e metamielócitos. O aparecimento, no sangue 

periférico, de precursores granulocíticos (bastonetes, mielócitos e metamielócitos), que 

normalmente se localizam na medula óssea é denominado de desvio à esquerda. Assim, uma 

das características de pacientes na FC é o desvio à esquerda no hemograma (BAIN, 2005). 

Apesar das alterações, pacientes na FC não são mais susceptíveis a infecções do que 

indivíduos saudáveis (KANTARJIAN et al., 2006).  
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Tabela 1 - Aspectos clínicos e hematológicos da LMC na fase crônica. 

Achados Clínicos 

Fadiga, anorexia e perda de peso 

Esplenomegalia 

Hepatomegalia 

Púrpura 

Achados do Sangue Periférico 

Leucocitose (> 25.000/mm3) 

Trombocitose (30 a 40% dos casos) 

Basofilia 

Diminuição da fosfatase alcalina dos leucócitos 

Achados da Medula Óssea 

Hipercelularidade 

Aumento das células da série mielóide em relação às da série eritróide 

Blastos e pró-mielócitos numericamente < que 10% de todas as células 

A fase crônica pode durar de três a cinco anos. Após esse período, a LMC evolui para 

a fase acelerada em 80% dos casos, enquanto os outros 20% progridem diretamente para a 

crise blástica (KANTARJIAN et al., 1993).  

 

11..11..11..22  FFaassee  aacceelleerraaddaa  

Os critérios de classificação das fases acelerada e blástica variam na literatura. As 

classificações incluem dados objetivos, tais como porcentagem de blastos e basófilos, assim 

como dados subjetivos, por exemplo, esplenomegalia persistente e resistência ao tratamento 

com hidroxiuréia (Tabela 2). É importante estabelecer critérios adequados para a classificação 

dos pacientes. Isto pode ser exemplificado pelo impacto que a inclusão incorreta de pacientes 

de fase acelerada na blástica poderia ter na expectativa de vida dos doentes na FB.  

 



   32 

 

Tabela 2 - Comparação das três classificações da LMC na fase acelerada. 

 MDACC (1998) IBMTR OMS 

Blastos (%) ≥ 15 ≥ 10 10-19 

Blastos + pró-
mielócitos (%) ≥ 30 ≥ 20 NA 

Basófilos ≥ 20 ≥ 20 ≥ 20 

Plaquetas < 100000 ↑ ou ↓ Persistente independente 
do tratamento < 100000 ou > 1000000 

Leucócitos NA Difícil controle NA 

Anemia NA Não responsiva ao tratamento NA 

Esplenomegalia NA Em aumento NA 

Citogenética EC EC EC após diagnóstico 

Outros NA Sarcoma, granulócitos, fibrose Proliferação de 
megacariócitos, fibrose 

MDACC: M. D. Anderson Cancer Center; IBMTR: International Bone Marrow Transplant Registry; OMS: 
Organização Mundial da Saúde; NA: Não se aplica; EC: Evolução Clonal.  
Fonte: Adaptada do manual de oncologia médica (KANTARJIAN et al., 2006). 

Entre as classificações mais usadas estão as do hospital M. D. Anderson Cancer 

Center (MDACC), do International Blood and Marrow Transplantation Registry (IBMTR) e 

OMS (Tabela 2).  

Em 1988, foi proposta a definição do hospital americano MDACC, freqüentemente 

utilizada em estudos nos quais os pacientes foram tratados com interferon-alfa e/ou mesilato 

de imatinibe (MI), um inibidor específico de tirosina-quinase (TK) também denominado de 

STI571 (descrição na seção 1.1.2.2) (KANTARJIAN et al., 1988). Por outro lado, quando o 

estudo envolve transplante de medula óssea, as fases avançadas da doença são definidas de 

acordo com os critérios adotados pelo centro IBMTR.  

Em 2002, foi proposta pela OMS uma nova classificação a partir de estudos já 

publicados (VARDIMAN et al., 2002). Mas, somente alguns anos mais tarde, foi feita uma 

comparação entre as classificações da MDACC e OMS. Os pacientes tratados com mesilato 

de imatinibe, que haviam sido classificados de acordo com os critérios da MDACC foram 

reclassificados com o critério definido pela OMS e a taxa de sobrevivência, entre outros 

parâmetros, foi avaliada no intuito de definir a utilidade clínica desta nova categorização 

(CORTES et al., 2006). De fato, os autores mostraram que 10% dos pacientes estudados 
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mudaram de fase com a reclassificação elevando a sobrevivência global dos pacientes na FC. 

Além disso, os pacientes que apresentavam porcentagem de blastos entre 20 e 29%, 

considerados nesta nova classificação, como fase blástica, apresentaram sobrevivência melhor 

do que os que tinham a porcentagem de blastos acima de 30%. Com esses resultados os 

autores desse trabalho propuseram uma atualização da antiga classificação do MDACC 

considerando critérios mais uniformes e menos subjetivos que independam do tratamento 

utilizado (CORTES et al., 2006). 

A mediana de sobrevivência dos pacientes em FA é de um a dois anos, mesmo com o 

advento de tratamentos com inibidores de tirosina-quinase (VARDIMAN et al., 2002; 

CORTES e KANTARJIAN, 2003a). Alguns pacientes morrem antes mesmo de alcançar a 

fase blástica.  

 

11..11..11..33  FFaassee  bblláássttiiccaa  

O curso natural da doença é o avanço da doença até a última fase, a FB. Entre os 

sintomas exibidos, podem ser destacados a anemia, aumento no risco de infecções e ou 

sangramento. Um dos critérios que define a FB é a porcentagem de blastos no sangue ou na 

medula óssea. Ainda permanece bastante controverso o ponto de corte a ser considerado e, 

assim, cada classificação estabelece uma porcentagem diferente. Segundo as classificações da 

MDACC, IBMTR e OMS o paciente é considerado em FB quando apresenta no sangue ou 

medula óssea uma porcentagem de blastos superior a 15%, 10% ou 20% respectivamente 

(Tabela 2). Mais recentemente, foi proposto que essa porcentagem deveria ser superior a 29% 

uma vez que pacientes com blastos entre 20-29% tem sobrevivência maior do que os 

indivíduos com a porcentagem blastos igual ou superior a 30 (CORTES et al., 2006).  

A fase blástica pode ser mielóide (40-70%) ou linfóide (20-30%). Apesar desta 

variável não ser considerada na maioria das classificações, alguns estudos apontam que a FB 

mielóide tem um prognóstico menos favorável (KANTARJIAN et al., 1987; CERVANTES et 

al., 1998). A sobrevivência dos pacientes em fase blástica, como citado anteriormente, é de 3-

6 meses. 
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11..11..22  TTrraattaammeennttooss  ddaa  LLeeuucceemmiiaa  MMiieellóóiiddee  CCrrôônniiccaa  

Em 1865, foi relatado o primeiro tratamento que trouxe benefícios para os pacientes 

com LMC. Esta terapia consistia em tratar os pacientes com arsênico, entretanto, este agente 

não tinha efeito curativo, apenas melhorava os sintomas da doença, reduzindo a quantidade de 

leucócitos no sangue (ANTMAN, 2001). Por mais de cem anos as terapias empregadas, 

incluindo radioterapia e tratamento com bussulfan, foram paliativas, melhoraram a qualidade 

de vida dos pacientes com LMC, sem curá-los.  

Somente na década de 80, surgiu a possibilidade real de cura da LMC, com a 

introdução do transplante de medula óssea como terapia para esta doença (SPECK et al., 

1984). Esta permanece sendo, até hoje, a única forma curativa de tratamento, porém é um 

procedimento associado a uma alta morbidade e taxa de mortalidade (HEHLMANN et al., 

2005).  

O desenvolvimento do mesilato de imatinibe (descrito na seção 1.1.2.2), um inibidor 

específico da atividade tirosina-quinase de BCR-ABL foi um marco no tratamento da LMC 

(DRUKER et al., 1996). A comprovação clínica dos efeitos deste inibidor motivou a busca 

por novos compostos, por meio da tecnologia chamada de “drug design”. Hoje, novos 

inibidores estão sendo estudados em ensaios clínicos para verificar eficácia e segurança destas 

drogas em pacientes com LMC (MELO e CHUAH, 2008). 

 

11..11..22..11  IInntteerrffeerroonn--aallffaa  

Os intérferons têm sido amplamente utilizados no tratamento de vários tipos de 

neoplasias, como melanoma, linfoma folicular e sarcoma de Kaposi (JONASCH e 

HALUSKA, 2001). Por esse motivo, em 1979, Verma e cols. mostraram que uma preparação 

contendo o intérferon secretado por leucócitos humanos (“human leucocyte interferon” 

HLIF), quando acrescentada na cultura de granulócitos, causava uma redução no número de 

colônias e aumento na porcentagem de granulócitos imaturos de forma dose-dependente 

(VERMA et al., 1979). A partir desse interessante resultado, o interferon-alfa foi introduzido, 

no início dos anos 80, como tratamento em pacientes (TALPAZ et al., 1983). No entanto, esta 

terapia foi aceita somente na década seguinte, quando estudos mais amplos apontaram o 
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aumento na sobrevida global dos pacientes que receberam o IFN-alfa ao invés de bussulfan 

(OHNISHI et al., 1995) ou hidroxiuréia (HEHLMANN et al., 1994). 

Diversas meta-análises, contemplando os dados obtidos por outros pesquisadores, 

reforçaram a observação de que o tratamento com interferon-alfa aumentava a porcentagem 

de pacientes com sobrevida superior a cinco anos em alguns trabalhos e dez anos em outros 

(CHRONIC MYELOID LEUKEMIA TRIALISTS' COLLABORATIVE GROUP., 1997; 

BONIFAZI et al., 2001; KANTARJIAN et al., 2003). 

 

11..11..22..22  MMeessiillaattoo  ddee  IImmaattiinniibbee  

A partir da descoberta da alteração molecular BCR-ABL como responsável pela 

patogênese da LMC, teve início a busca por inibidores desta molécula. Identificado em 1996, 

o mesilato de imatinibe (MI), originalmente denominado CPG57148B, e também denominado 

STI571, foi desenvolvido para inibir especificamente a atividade a quinase de c-ABL. O MI, 

comercialmente denominado Gleevec®/Glivec® (Novartis, Basel, Suíça), tem como alvo a 

estrutura terciária inativa da quinase c-ABL, mais especificamente, a trinca de aminoácidos 

Aspartato(D)-Fenilalanina(F)-Glicina(G) (DFG). Ao se ligar a esta trinca, o MI previne a 

mudança conformacional da proteína e impede, desta forma, a ligação do ATP ao sítio 

catalítico (Figura 2) (SCHINDLER et al., 2000; NAGAR et al., 2003). Esta pequena molécula 

é capaz de se ligar também a algumas outras quinases como c-KIT (BUCHDUNGER et al., 

2000), mas de forma menos eficaz (ZERMATI et al., 2003). 

 
Figura 2 - Esquema do mecanismo de ação do mesilato de imatinibe. O Imatinibe se liga ao sítio da 

tirosina-quinase de BCR-ABL, bloqueando a ligação do ATP e conseqüentemente inibe a 
atividade quinase de BCR-ABL. 

    FONTE: Figura adaptada de Druker, B. J. et. al, 2008. 
 



   36 

 

Ao se ligar no sítio de ATP de c-ABL, o MI inibe a atividade enzimática desta 

tirosina-quinase. Os resultados dos experimentos, realizados in vitro, indicaram uma redução 

na proliferação e formação de colônias de células BCR-ABL-positivas do sangue de pacientes 

com LMC, mas não tiveram efeito sobre as células normais (DRUKER et al., 1996). Mais 

tarde ficou provado que o MI induzia somente a morte das células BCR-ABL-positivas 

(DEININGER et al., 1997).  

Dois anos após a descoberta deste inibidor altamente específico, tiveram início os 

ensaios clínicos de fase I, que avaliaram a segurança e concentração de uso desta droga. Em 

1998, doses crescentes de MI (25-1000 mg) foram administradas em 83 pacientes com LMC 

em fase crônica sem resposta ao tratamento com IFN-alfa. De fato, os efeitos adversos foram 

mínimos e a dose máxima utilizada foi bem tolerada pelos pacientes (DRUKER et al., 2001).  

No ano seguinte, diversos ensaios clínicos de fase II foram iniciados, com pacientes 

das fases crônica (KANTARJIAN et al., 2002b), acelerada (TALPAZ et al., 2002) e blástica 

da LMC (SAWYERS et al., 2002) que já haviam apresentado resistência ao tratamento com 

IFN-alfa que estavam. Em conjunto, estes trabalhos mostraram os efeitos benéficos nos 

pacientes submetidos à terapia com Glivec®. 

Logo em seguida, em 2003, a eficácia do mesilato de imatinibe, na concentração de 

400mg, ficou comprovada por meio do estudo internacional prospectivo randomizado que 

comparou a resposta ao tratamento desse inibidor ou de IFN-alfa mais citarabina (Ara C) em 

1106 pacientes em fase crônica (O'BRIEN et al., 2003). Os autores desse trabalho observaram 

que quando tratados com Glivec®, uma porcentagem aproximadamente três vezes maior de 

pacientes permaneciam livres de progressão de doença, quando tratados com Além disso, esse 

novo tratamento apresentou menor toxicidade, maior aderência e melhor qualidade de vida 

(HAHN et al., 2003; O'BRIEN et al., 2003).  

Devido aos excelentes resultados obtidos nos ensaios clínicos, o Glivec® foi 

rapidamente aprovado pelo FDA e se tornou tratamento de primeira linha para pacientes em 

fase avançada da LMC, nos EUA e Europa. No Brasil, o MI foi aprovado pela Agência de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) e introduzido no tratamento do pacientes da Rede Pública em 

2001 para pacientes em fase acelerada ou blástica. Apesar dos indicativos da superioridade do 

tratamento com o STI571 em relação aos outros, o MI só era coberto pelo Sistema Único de 

Saúde como medicamento de segunda linha, nos pacientes resistentes ao IFN-alfa ou 
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intolerantes a essa droga. Finalmente, em junho de 2008, o mesilato de imatinibe passou a ser 

considerado tratamento de primeira linha e a ter cobertura financeira do SUS, sob a portaria 

da Secretaria de Atenção à Saúde (SAS) n° 347.  

Como na maioria dos tratamentos medicamentosos, alguns pacientes nunca 

apresentam resposta à terapia inicial com MI, este fenômeno é conhecido por resistência 

primária. Por outro lado, uma porcentagem pequena dos pacientes perde a resposta que havia 

sido adquirida e, portanto, passa a ter uma resistência secundária ao imatinibe (MELO e 

CHUAH, 2007). Este último tipo de resistência é raro na fase crônica, mas à medida que 

ocorre a progressão da doença, sua freqüência aumenta (HOCHHAUS et al., 2002). 

Diversos mecanismos podem ser responsáveis pela resistência ao tratamento com MI, 

alguns deles podem inclusive atuar de forma concomitante. Por ser um medicamento oral, 

algumas das causas de resistência primária estão relacionadas com a absorção, metabolização, 

influxo e efluxo do mesilato de imatinibe. Um estudo recente sobre este último mecanismo 

levou a identificação de uma proteína denominada hOCT-1 (“human organic cátion 

transporter-1”) que regula a entrada do MI para o interior das células (THOMAS et al., 2004). 

White e cols. observaram que pacientes com resposta sub-ótima para o Glivec® possuíam 

uma atividade de OCT-1 menor do que pacientes que responderam ao tratamento, mas que o 

aumento na dose de imatinibe era suficiente para superar esse problema (WHITE et al., 2007). 

A maioria dos estudos, no entanto concentrou-se nos mecanismos envolvidos na 

resistência secundária. Nesse sentido, vale a pena destacar o trabalho de Hochhaus e cols., no 

qual os autores, ao estudar 66 pacientes resistentes ao MI, perceberam que 43 deles 

recidivaram após uma resposta transitória primária, sendo que 33/43 pacientes exibiram uma 

alteração molecular ou citogenética associada a essa resistência. Nesse sentido, o evento mais 

freqüente associado à resistência secundária foi a presença de mutações pontuais no domínio 

de tirosina-quinase de c-ABL, ocorrendo em 23/66 pacientes. Além disso, foram observadas 

amplificações genômicas de BCR-ABL e alterações cromossômicas em 2/32 e 19/36 

pacientes, respectivamente (HOCHHAUS et al., 2002). 

As mutações foram observadas em duas regiões do domínio c-ABL: no ponto de 

contato entre esse domínio e o Glivec® (T315I e F359V) prejudicando a ligação entre eles 

(CORBIN et al., 2002), e na região da alça P (G250E, Q252H, Y253F/H, E255K/V, M244V) 
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que parecem alterar a estrutura conformacional de BCR-ABL da forma iniciativa para a ativa, 

impedindo também a ligação deste inibidor de tirosina-quinase (SHAH et al., 2002). 

 

11..11..22..33  NNoovvaass  ddrrooggaass  

Devido a essa resistência, duas estratégias foram abordadas para o desenvolvimento de 

novas drogas. A primeira consistiu em modificar a molécula de MI para melhorar a afinidade 

deste inibidor ao domínio de c-ABL. Nesse sentido, pesquisadores da Novartis criaram o 

Nilotinibe, pelo menos 10 vezes mais potente do que o imatinibe, incluindo a maioria das 

mutações testadas (exceto a T315I) e mantendo a especificidade pela quinase c-ABL 

(REDAELLI et al., 2008) (Tabela 3). O Dasatinibe e o Bosutinibe, por outro lado, podem se 

ligar tanto na forma ativa quanto inativa de c-ABL, sendo cerca de 300 e 200 vezes mais 

potente do que o imatinibe, respectivamente (REDAELLI et al., 2008). No entanto, nenhum 

dos inibidores descritos anteriormente atua sobre a mutação T315I (Tabela 3).  

Recentemente foi desenvolvido um novo inibidor, o MK-0457, capaz de se ligar ao 

BCR-ABL com essa mutação (CARTER et al., 2005). Um trabalho inicial com apenas três 

pacientes mostrou resultados promissores, no tratamento de pacientes que apresentavam essa 

mutação e que receberam o bosutinibe após desenvolverem resistência contra o imatinibe e 

dasatinibe ou nilotinibe (GILES et al., 2002) (Tabela 3). 

Tabela 3. Comparação entre os novos inibidores de tirosina-quinase de c-ABL 

 Ligação Potência 
Mutações 
sensíveis 

Alvo(s) 

molecular(es) 
Fase da 
pesquisa 

Nilotinibe 

(AMN 107) 
Forma Inativa 

30-50 x 
imatinibe 

Maioria 

Exceção: T315I 
ABL, PDGFR, 
KIT, EPHB4 

Fase I/II 

Dasatinibe 

(BMS-
354825) 

Forma inativa 

Forma ativa 
325 x imatinibe 

Todos 

Exceção: T315I 

ABL, PDGFR, 
KIT, FGR, FYN, 

HCK, LCK, 
LYN, SRC, 

YES, EPHB4 

Aprovado 

Bosutinibe 

(SKI 606) 

Forma inativa 

Forma ativa 
200 x imatinibe 

Todos 

Exceção: T315I 
ABL, FGR, 
LYN, SRC 

Fase I/II 

Início Fase 
III 

MK-0457 

(VX-680) 
Forma ativa 

Similar ao 
imatinibe 

Todos 

Inclusive: T315I 

Aurora quinases, 
FLT3, JAK2, 
ABL  

Fase II 
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11..11..33  RReessppoossttaa  aaoo  ttrraattaammeennttoo  

A avaliação da resposta à terapia segue critérios estabelecidos e definidos pelo estudo 

internacional randomizado do intérferon versus STI571, chamado de estudo IRIS (O'BRIEN 

et al., 2003). O primeiro parâmetro analisado é a resposta hematológica, seguido pela análise 

citogenética e por último a molecular (Tabela 4). Considera-se que pacientes que alcançam 

uma resposta hematológica completa (RHC) têm normalização da contagem normal de 

leucócitos (< 10 x109/L), de plaquetas (<450 x 109/L) e do tamanho do baço (Tabela 4). Os 

pacientes em RHC são subdivididos de acordo com a resposta citogenética em: mínima, 

menor, parcial, completa e maior e também pela resposta molecular que pode ser maior ou 

completa (Tabela 4). 

Tabela 4. Critérios de resposta ao tratamento com inibidores de tirosina-quinase na LMC definidos pelo 
IRIS. 

Remissão hematológica   

Completa Normalização da contagem normal e diferencial de leucócitos, desaparecimento dos 
sintomas incluindo a esplenomegalia 
 

Remissão citogenética  

Maior Completa+Parcial (0-34% metáfases Ph+) 

Completa 0% metáfases Ph+ 

Parcial 1-34% metáfases Ph+ 

Menor  35-95% metáfases Ph+ 

Mínima > 95% metáfases Ph+ 

 
Remissão molecular  

Completa Níveis indetectáveis de transcritos de BCR-ABL por PCR em tempo real e “nested-PCR” 

Maior Razão entre BCR-ABL/ABL <0,05% ou redução ≥ 3 log de BCR-ABL a partir da mediana 
calculada 

FONTE: Adaptado de (KANTARJIAN et al., 2006). 

 

11..22  BBCCRR--AABBLL  

A capacidade de uma única molécula, o BCR-ABL, induzir leucemogênese despertou 

o interesse de muitos pesquisadores. Para uma melhor compreensão da função deste 

oncogene, vale a pena destacar as funções fisiológicas dos dois genes translocados, BCR e 

ABL para depois analisar o oncogene e a proteína de fusão resultante, BCR-ABL. 
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11..22..11  BBCCRR  

O gene BCR “Breakpoint Cluster Region” é composto por 25 éxons, incluindo o 

primeiro (e1’) e segundo (e2’) éxons alternativos (CHISSOE et al., 1995).  

A proteína de 160 kDa (p160BCR) codificada por este gene tem características 

estruturais que sugerem uma possível função na transdução de sinais. Este gene é constituído 

por domínios de serina/treonina quinase (MARU e WITTE, 1991), de adenosina monofosfato 

cíclico, de oligomerização (MCWHIRTER et al., 1993b), de fator de troca de guanina de Rho 

GTPase (Rho-GEF) (BOGUSKI e MCCORMICK, 1993), de proteínas ativadoras de RAC 

GTPase (Rac-GAP) (DIEKMANN et al., 1991) e também de sítios dependentes de cálcio de 

ligação de lipídeos (BOGUSKI e MCCORMICK, 1993), BAP-1, um membro da família 14-

3-3 de proteínas (REUTHER et al., 1994), e a proteína de reparo de DNA, xeroderma 

pigmentosa B (XPB) (TAKEDA et al., 1999) (Figura 3).  

As regiões mais importantes de BCR são a tirosina 177 e o domínio “coiled-coil” 

presente no início da região N-terminal (Figura 3). A tirosina 177 por ser o sítio de ligação da 

proteína adaptadora GRB-2 que permite a ligação do RAS ao BCR (PENDERGAST et al., 

1993) e o domínio “coiled-coil” por promover a dimerização de BCR-ABL, essencial para a 

ativação da atividade TK (SMITH et al., 2003). 

 
Figura 3 - Esquema da estrutura da proteína BCR. Estão identificados, neste esquema, o domínio de 

dimerização (DD), dois domínios de adenosina monofosfato cíclico (cAMP), de fator de troca 
de guanina de Rho GTPase (Rho-GEF), proteínas ativadoras de RAC GTPase (RAC-GAP), 
sítios dependente de cálcio de ligação de lipídeos (c-ABL). As setas indicam a posição dos locais 
de quebra das diferentes proteínas de fusão BCR-ABL. 
FONTE: Retirada de DEININGER, M. W. et al., 2000. 

 

A função de BCR em células hematopoéticas não está bem definida uma vez que 

camundongos “BCR-null” possuem um sistema hematopoético aparentemente normal. Estes 

camundongos não apresentam alterações fenotípicas e se reproduzem normalmente. Somente 
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quando os animais recebem doses de endotoxinas foi observada uma alteração no “burst” 

respiratório de neutrófilos, tornando esses camundongos mais susceptíveis ao choque séptico 

(VONCKEN et al., 1995). 

Em 1996, foi sugerido outro papel de BCR após demonstrarem que o uso de formas 

mutadas BCR, de peptídeos de BCR fosforilados em Ser-354, mas não em Tyr-360 eram 

capazes de inibir a atividade quinase tanto de c-ABL como de BCR-ABL. Este trabalho provê 

indícios de que seqüências presentes no primeiro éxon de BCR são importantes para modular 

a atividade quinase de c-ABL e BCR-ABL (LIU et al., 1996). 

Alguns anos mais tarde, foi observada a ligação de XPB a uma porção do domínio 

Rho-GEF (TAKEDA et al., 1999) sugerindo uma possível função de BCR na regulação do 

reparo de DNA por excisão, comprovada posteriormente em linhagens que expressavam a 

p210BCR-ABL (CANITROT et al., 2003). 

O ano passado, Perazzona e cols. investigaram o efeito de BCR na expressão de BCR-

ABL. Para tanto, os investigadores expressaram BCR/GFP em células Ton.B210 contendo 

uma construção induzível de BCR-ABL. Os camundongos “nude”, deficientes em linfócitos T 

e B, inoculados com as células Ton.B210 BCR/GFP que tinham a expressão de BCR-ABL 

induzida, apresentaram um atraso no aparecimento de tumores e ainda tinham a metade do 

tamanho dos tumores observados nos camundongos inoculados com as células Ton.B210 

BCR/GFP que não expressavam BCR-ABL. No entanto, este mesmo resultado não foi 

observado com a expressão de um mutante de BCR que torna a atividade TK deficiente. 

Sendo assim, estes dados sugerem que a inibição de BCR-ABL por BCR requer uma 

atividade tirosina-quinase (PERAZZONA et al., 2008). 

 

11..22..22  cc--AABBLL  

O proto-oncogene humano c-ABL é homólogo ao oncogene viral v-ABL, originalmente 

identificado no vírus da leucemia murina de Abelson (A-MuLV). Este retrovírus foi isolado 

de um camundongo que havia sido inoculado com o vírus da leucemia murina de Moloney 

(M-MuLV) e sofreu recombinação com o c-ABL murino (ABELSON e RABSTEIN, 1970). 

Logo em seguida, foi demonstrado o potencial de transformação deste novo retrovírus, A-
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MuLV, que contém o v-ABL, em culturas primárias murinas de fibroblastos NIH3T3 e células 

linfóides (RASCHKE et al., 1975; ROSENBERG et al., 1975; SCHER e SIEGLER, 1975).  

O c-ABL humano está constituído de 12 éxons e diversos íntrons (PASTERNAK et 

al., 1998). Existem duas isoformas resultantes do “splicing” alternativo do primeiro éxon, 

sendo a isoforma 1b miristoilada (AMARANTE-MENDES e GREEN, 1997a). 

A proteína c-ABL é ubiqüitariamente expressa em células de mamíferos. Esta tirosina-

quinase não atua como receptor. Está preferencialmente localizada no núcleo, mas pode 

também ser encontrada no citoplasma associada a filamentos de actina (VAN ETTEN, 1999). 

A estrutura da proteína c-ABL humana tem uma região amino-terminal muito similar 

ao da família de sarc (SRC) quinases, seguido por um domínio de homologia de SRC 3 

(SH3), domínio de homologia de SRC 2 (SH2) além do domínio catalítico de quinase, o SH1 

(Figura 4). A outra região das proteínas da família ABL, por exemplo, do c-ABL de 145 kDa 

(p145ABL) é constituída de grande domínio carboxi-terminal de 60 kDa, ausente nas SRC 

quinases que compreende domínios ricos em prolina, consistindo de três seqüências PxxP (P é 

prolina e x é qualquer aminoácido) com afinidade pelo domínio SH3 de proteínas 

adaptadoras; domínios de ligação ao DNA; de ligação ao p53, de ligação a proteína Rb, de 

ligação a actina glomerular e actina filamentosa assim como regiões sinalizadoras de 

localização e exportação nuclear responsáveis pelo direcionamento de c-ABL para o núcleo 

ou citoplasma (Figura 4) (NAGAR et al., 2003). 

 

Figura 4 - Esquema da estrutura das proteínas c-Src, c-ABL e BCR-ABL. Domínios estruturais de 
membros da família SRC e ABL (c-ABL e BCR-ABL). Os sítios de fosforilação não estão 
representados. A região principal dos três membros é composta pelos domínios de homologia 
de SRC 3 (SH3), homologia de SRC 2 (SH2) e de homologia de SRC 1 (SH1), também 
denominado domínio tirosina-quinase. A isoforma 1b de c-ABL é miristoilada, enquanto a 
isoforma 1a não o é. A escala dos domínios não está representada. ABL: tirosina-quinase 
Abelson, BCR: “breakpoint cluster region”. 
 FONTE: Figura adaptada de Hantschel e Superti-Furga, 2004.  
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Todos esses domínios de c-ABL permitem uma grande variedade de interações 

proteína-proteína e proteína-DNA que culminam com sua participação em diversos processos 

celulares. Entre os efeitos nucleares promovidos por c-ABL, podem ser destacadas a indução 

de parada no ciclo celular (SAWYERS, 1999) ou apoptose (WANG, 2000; YOSHIDA, 2008) 

em resposta ao estresse induzido por dano no DNA. Em contrapartida, no citoplasma, o c-

ABL parece estar mais envolvido com a dinâmica da actina e diferenciação (WOODRING et 

al., 2003). A sinalização mediada por integrinas (LEWIS et al., 1996) ou por fatores de 

crescimento (FURSTOSS et al., 2002) promove a proliferação de fibroblastos. 

 

11..22..33  BBCCRR--AABBLL  

Em células tronco pluripotentes hematopoéticas nas quais ocorreu a translocação dos 

cromossomos 9 e 22, o gene resultante da fusão de BCR e ABL é o BCR-ABL. Os fatores que 

causam esta translocação não foram elucidados até o momento.  

Nesta fusão, o éxon 1a de ABL é substituído por pedaços variados de BCR. De acordo 

com o ponto de quebra de BCR, a fusão dos genes pode dar origem a três proteínas BCR-ABL 

distintas: p190BCR-ABL, p210BCR-ABL e p230BCR-ABL, associadas respectivamente à leucemia 

linfóide aguda (LLA), leucemia mielóide crônica (LMC) e leucemia neutrofílica crônica 

(LNC), diferentes formas de leucemias Philadelphia-positivas (MELO, 1996a). A maioria dos 

pacientes com leucemia mielóide crônica apresenta o ponto de quebra na região dos éxons 

originalmente chamados b1-b5 (atualmente éxons 12-16) do BCR, denominada “Major 

breakpoint cluster region” (M-BCR) (GROFFEN et al., 1991), que justaposto ao c-ABL 

codifica a isoforma p210 BCR-ABL (CHEN et al., 1988). O ponto de quebra ocorre geralmente 

ou entre os íntrons b2 e b3 ou b3 e b4, e juntamente com o éxon a2 de ABL formam 

respectivamente as isoformas b2a2, b3a2 (Figura 5). 
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Figura 5 - Esquema dos pontos de quebra nos genes ABL e BCR e RNAm derivado da fusão desses dois 

genes. Diferentes RNAm (e1a2, b2a2, b3a2 e e19a2) são formados de acordo com a localização 
do ponto de quebra nos genes ABL e BCR , além de especificar o tipo de proteína formada 
(p190BCR-ABL, p210 BCR-ABL, e p230 BCR-ABL).  
FONTE: Retirada de Deininger, M. W. et al., 2000. 

Os outros dois pontos de quebra são o “minor breakpoint cluster” (m-BCR) e o “micro 

breakpoint cluster” (µ-BCR) que estão associados na maioria das vezes à leucemia linfocítica 

aguda (LLA), cuja forma observada é a p190BCR-ABL (KURZROCK et al., 1987) e à leucemia 

neutrofílica crônica (LCN), semelhante a LMC, os sintomas mais brandos e cuja isoforma 

presente é a p230 BCR-ABL (PANE et al., 1996) (Figura 5). 

Com a translocação, além do surgimento do neogene BCR-ABL, é transcrito o gene 

ABL-BCR, em aproximadamente 2/3 dos pacientes com LMC, no entanto, sua função 

permanece desconhecida (MELO et al., 1993). 

 

11..22..44  RReegguullaaççããoo  ddaa  aattiivviiddaaddee  qquuiinnaassee  

A atividade tirosina-quinase de c-ABL é muito bem controlada. Mesmo quando esta 

proteína é superexpressa em células hematopoéticas ou fibroblastos, ela não é capaz de 

transformar estas células (VAN ETTEN et al., 1989). Este controle é efetuado por diferentes 

mecanismos de auto-inibição de c-ABL, com envolvimento de alguns domínios da própria 

molécula.  

A estrutura conformacional de c-ABL é estabilizada devido a complexas interações 

intramoleculares que compreendem além do sítio catalítico de quinase, os domínios SH2 e 

SH3 (BRASHER et al., 2001), o grupo miroistil, a região conectora SH2-SH3, o domínio 

“linker” de quinase SH2 e possivelmente a região do “Cap” (HANTSCHEL e SUPERTI-

FURGA, 2004). Quando a proteína ABL está em sua conformação inativa, os domínios SH2 e 
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SH3 permanecem ligados à região distal do sítio ativo (NAGAR et al., 2003). Na realidade, 

ligações de fosfopeptídeos no domínio SH2 (NAGAR et al., 2003), na alça de ativação 

(DOREY et al., 2001) e no domínio “linker” de quinase SH2 (BRASHER e VAN ETTEN, 

2000) assim como ligações dos inibidores celulares Abi-1 (SHI et al., 1995) e Pag/MSP23 

(WEN e VAN ETTEN, 1997) no c-ABL, parecem contribuir para esta modulação.  

É interessante notar que a grande maioria das 112 substituições de aminoácidos 

induzidas por mutagênese aleatória que conferiam aos clones uma resistência ao Glivec, 

identificadas por Azam e cols., estão localizadas na porção ABL de BCR-ABL. De fato, 

muitos dos resíduos mutados em BCR-ABL equivaliam às mutações implicadas na 

desregulação da atividade quinase de c-ABL sugerindo que os mecanismos de regulação 

destas duas proteínas deviam ser semelhantes (PLUK et al., 2002; AZAM et al., 2003) 

(BRASHER et al., 2001; HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004). 

Um controle adequado da atividade tirosina-quinase de c-ABL é fundamental, pois se 

sabe que uma falha na regulação desta pode resultar no aparecimento de diferentes tipos de 

leucemias. Vale à pena destacar o exemplo de BCR-ABL. Neste caso, o processo de fusão do 

gene BCR ao ABL causa alterações, na estrutura conformacional desta, que acarretam na 

exposição do sítio de ligação de actina (MCWHIRTER e WANG, 1993a), permitem a 

dimerização de forma constitutiva (MCWHIRTER et al., 1993b), e por fim, parecem interferir 

também na regulação da atividade de c-ABL pelo domínio SH3 (PENDERGAST et al., 

1991). Sendo assim, a perda de regulação de tirosina-quinase de BCR-ABL foi associada ao 

potencial tumorigênico desta oncoproteína (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004).  

 

11..22..55  PPrroopprriieeddaaddeess  bbiioollóóggiiccaass  aalltteerraaddaass  ppoorr  BBCCRR--AABBLL  

A presença dos variados domínios citados no tópico anterior e a alta atividade TK 

decorrente da fusão de BCR e ABL conferem a esta oncoproteína a capacidade de ligação 

e/ou fosforilação de diversas proteínas, com possibilidade de ativação de múltiplas vias de 

sinalização.  

É importante destacar, neste momento, que ao contrário de c-ABL, a localização de 

BCR-ABL é principalmente citoplasmática e, portanto, muitas vias de sinalização ativadas 

por BCR-ABL diferem de c-ABL. A ativação destas vias, por BCR-ABL, é responsável pelas 
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quatro principais alterações fisiológicas que causam a transformação maligna de células 

normais (HANAHAN e WEINBERG, 2000). São estas, a adesão celular, mitose, 

independência de fatores de crescimento e apoptose (DEININGER et al., 2000a). 

  

11..22..55..11  AAddeessããoo  cceelluullaarr  

As células hematopoéticas progenitoras normais se ligam ao estroma da medula óssea 

via receptores β1 integrina para fibronectina (HURLEY et al., 1995). Atualmente, acredita-se 

que o processo de adesão é essencial não somente para a ancoragem das células progenitoras, 

mas também para a regulação da hematopoese, incluindo proliferação e apoptose destas.  

 A proliferação acentuada e a liberação prematura de células progenitoras e 

precursoras hematopoéticas estão entre as características clínicas da LMC (KANTARJIAN et 

al., 1985). Um dos mecanismos sugeridos para explicar esses dois fenômenos é a de que a 

adesão das células progenitoras Ph+ à matriz extracelular ou células estromais seja defeituosa. 

Nessa situação, as células progenitoras deixariam de receber os estímulos que inibem a 

proliferação (HURLEY et al., 1995) destas células e, além disso, sem uma boa aderência ao 

estroma medular, estas mesmas células seriam liberadas de forma prematura para a corrente 

sangüínea (PELLETIER et al., 2004). 

Esta hipótese foi corroborada por ensaios realizados, in vitro, que indicaram que a 

adesão das células progenitoras, obtidas de medula óssea de pacientes com LMC, estava 

diminuída em relação às células progenitoras de indivíduos normais (GORDON et al., 1987).  

Esta perda da aderência foi atribuída, por alguns autores, a possíveis defeitos nos 

receptores de integrina das células progenitoras ou na sinalização mediada por eles. Os 

resultados apresentados por Verfaillie e cols., em 1992, reforçam esta idéia. Nesse estudo, as 

células progenitoras de medula óssea, retiradas de pacientes com LMC, não se aderem bem às 

células estromais normais ou à fibronectina, mas são capazes de aderir a outras proteínas da 

matriz extracelular (MEC) tais como colágeno do tipo IV, laminina e componentes da 

membrana basal (VERFAILLIE, 1992).  

Contrastando com essa idéia, outros pesquisadores atribuem a falha na adesão a 

alterações ocorridas nas células estromais Ph+ de pacientes com LMC. Isto porque, células 
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progenitoras normais, quando incubadas na presença de células estromais BCR-ABL+, têm 

menor proliferação do que na presença de células normais (BHATIA et al., 1995).  

Em 2004, foi descrito outro modelo, no qual camundongos deficientes na molécula de 

adesão P-selectina tiveram uma liberação prematura das células progenitoras mielóides BCR-

ABL+, acelerando a doença (PELLETIER et al., 2004). 

Existe ainda, um conjunto de resultados, que descreve um aumento na adesão tanto de 

linhagens BCR-ABL positivas como de células progenitoras CD34+ que não pôde ser 

explicado por uma alteração na função dos receptores de integrina (BAZZONI et al., 1996). 

A sinalização envolvida na falha de aderência entre as células progenitoras e o estroma 

da medula óssea não foram esclarecidas. No entanto, presume-se que a fosforilação de 

proteínas que participam na organização do citoesqueleto ou membrana celular, possa ter 

algum papel. A maior fosforilação da quinase de adesão focal (FAK), que promove a adesão 

celular via sinalização por integrinas, foi observada em células BCR-ABL+ (GOTOH et al., 

1995; SALGIA et al., 1995). Outras moléculas que também são fosforiladas por BCR-ABL, 

incluindo a CRKL, paxilina, vinculina e tanilina (SATTLER e SALGIA, 1997). 

 

11..22..55..22  PPrroolliiffeerraaççããoo  

Várias vias de sinalização mitóticas são induzidas por BCR-ABL. Entre elas, podem 

ser destacadas as vias de RAS e proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK), de 

fosfatidinilinositol 3-quinase (PI3-K), de janus quinase (JAK) e fatores de transcrição 

ativados pela transdução de sinais (STAT), JAK-STAT, e via de MYC. 

 

1.2.5.2.1 Via de RAS/MAPK 

A proteína RAS fica localizada na superfície interna da membrana plasmática e faz a 

transdução dos sinais extracelulares. Esta via inicia-se, por exemplo, a partir da ligação de 

fatores de crescimento no respectivo receptor causando a dimerização deste receptor. 

A proteína BCR-ABL é capaz de ativar RAS por meio das moléculas adaptadoras, tais 

como a proteína 2 ligada a receptor de fator de crescimento, denominada GRB-2, CRKL e 
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proteína com domínio SH2, chamada de proteína SHC (MATSUGUCHI et al., 1995). A 

GRB-2 interage com o domínio de SH2 de BCR-ABL, disponível quando o resíduo 177 de 

tirosina está autofosforilado (PENDERGAST et al., 1993). Quando isto ocorre, o GRB-2 se 

liga tanto à proteína “son of sevenless” (SOS) que atua como fator de troca de nucleotídeos de 

guanina (GEF) formando um complexo BCR-ABL-GRB-2-SOS-RAS que ativa RAS 

(MATSUGUCHI et al., 1995), quanto à proteína adaptadora GAB2 que ativa a via de PI3-K 

(SATTLER e SALGIA, 1997).  

As outras duas moléculas adaptadoras, CRKL e SHC também podem ativar RAS 

(ERNST et al., 1994; GOTOH et al., 1995). A importância de CRKL, na ativação de RAS, 

tem sido discutida uma vez que a ligação direta desta proteína a BCR-ABL não foi necessária 

para obter a transformação de células mielóides (HEANEY et al., 1997). 

O principal alvo do RAS ativado (RAS-GTP) é a MAPK. O primeiro componente da 

via MAPK ao qual RAS se liga é a serina treonina quinase RAF-1, que por sua vez cataliza a 

fosforilação de quinases reguladas por quinases ativadas por sinais mitóticos e sinais 

extracelulares 1 e 2 (MEK 1 e MEK 2) e ERK. Além de ativar ERK, esta via de RAS-MAPK 

ativada por BCR-ABL, também ativa quinases c-JUN N-terminal (JNK), e quinases ativadas 

por estresse (SAPK), culminando na fosforilação e ativação de fatores de transcrição de genes 

(CAHILL et al., 1996).  

A via de RAS tem um papel fundamental na transmissão de sinais mitóticos recebidos 

por receptores de tirosina-quinase (WOOD et al., 1992), além de ser um componente 

importante na sinalização por fatores de crescimento (REBOLLO e MARTINEZ, 1999) 

(VARTICOVSKI et al., 1991), afetando os processos de proliferação, sobrevivência e 

diferenciação (ULKU e DER, 2003).  

Diferentes trabalhos mostraram que linhagens Ph+ e células primárias de pacientes 

com LMC, ao serem tratadas com anti-senso para RAS ou construções dominante-negativas 

de RAS, exibiam uma inibição da proliferação (SAWYERS et al., 1995). Dados obtidos 

recentemente, utilizando o mutante dominante negativo de RAS, N17 H-RAS, capaz de inibir 

as três principais isoformas de RAS, indicaram que esta molécula é um alvo crítico para a 

patogênese de CML causada pelo BCR-ABL. Isto porque o N17-RAS atenuou o 

desenvolvimento da LMC em camundongos (BAUM e REN, 2008).  
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1.2.5.2.2 Via de PI3-K 

A enzima PI3-K fosforila os fosfatidideos da posição 3’ do anel do inositol. A 

sinalização via PI3-K desempenha um papel importante nos processos de sobrevivência, 

proliferação, diferenciação, metabolismo entre outros (KHARAS e FRUMAN, 2005).  

Esta ativação, por BCR-ABL, pode ocorrer, supostamente, por três vias diferentes 

(KHARAS e FRUMAN, 2005). A melhor caracterizada e estudada é a via que inclui o 

complexo GRB2-GAB2 (SATTLER e SALGIA, 1997). BCR-ABL associa-se a esse 

complexo, fosforilando GAB2, permitindo desta forma a ligação de PI3-K. A ativação desta 

enzima produz moléculas de fosfatidilinositol-3, 4, 5 trifosfato (PIP3) que se acumulam em 

células BCR-ABL+ (VARTICOVSKI et al., 1991). Este produto de PI3-K recruta e ativa 

proteínas efetoras, por exemplo, AKT (KHARAS e FRUMAN, 2005). O aumento de PIP3 

pode ser obtido não apenas pela ativação de sua síntese como também pela diminuição de sua 

degradação. De fato, a expressão da fosfatase SHIP1 é inibida por BCR-ABL (SATTLER et 

al., 2001). Além disso, camundongos deficientes em SHIP1 desenvolvem uma doença 

semelhante à LMC (HELGASON et al., 1998). 

 Estudos mais recentes, sugerem uma via de ativação alternativa, ainda controversa, 

por meio de membros da família SRC, do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) ou RAS. 

Isto porque, o uso de Dasatinibe, o inibidor de SRC e ABL, foi capaz de anular a resistência 

de células BCR-ABL+ resistentes ao tratamento com imatinibe (SHAH et al., 2004). Além 

disso, pesquisas realizadas em camundongos mostraram que animais deficientes em 

LYN/HCK/FGR, três membros da família SRC, são resistentes à transformação maligna 

linfóide induzida por BCR-ABL, mas não à mielóide (HU et al., 2004). 

O IRS-1 é um importante mediador de ativação de PI3-K após estímulo dos receptores 

de insulina, fator de crescimento e citocinas. Este último tipo de receptor é fosforilado, de 

forma dependente de BCR-ABL, via IRS-1, em células que expressam esse oncogene, 

participando da ativação de PI3-K (TRAINA et al., 2003).  

A importância de PI3K ficou clara com os dados que mostram que sua inibição 

bloqueia a proliferação em células BCR-ABL dependentes (SKORSKI et al., 1995). Além 

disso, camundongos deficientes nos genes PIK3R1 e PIK3R, que codificam isoformas de 
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PI3K da classe 1A, impediram a transformação, bloqueando a leucemogênese induzida por 

BCR-ABL (KHARAS et al., 2008). 

Ainda nessa via de ativação de PI3-K, outra molécula relevante é a proteína AKT. Sua 

importância ficou clara em um modelo murino, utilizando um mutante dominante negativo de 

AKT, no qual foi observado que sem esta molécula, não há transformação de células da 

medula óssea (SKORSKI et al., 1997).  

 

1.2.5.2.3 Via de JAK/STAT  

A interação de citocinas com receptores de superfície de membrana iniciam cascatas 

de sinalização que promovem a proliferação e divisão celular, mas inibem as vias de apoptose 

(BLALOCK et al., 1999). O fator estimulador de crescimento de colônias de granulócitos e 

macrófagos (GM-CSF) e a IL-3 são duas citocinas importantes na regulação da proliferação e 

diferenciação de células mielóides (BAINES et al., 1994). A via de sinalização JAK/STAT, 

iniciada por essa interação, é constituída por membros da família de Janus (JAK), tirosina-

quinases e STAT que fazem a transmissão do sinal do receptor chegar até o núcleo, ativando a 

transcrição de genes (TAO et al., 2008). 

Algumas evidências apontam uma possível ativação da via de JAK/STAT por BCR-

ABL. Por exemplo, em 1990, de Groot e cols. conseguiram mostrar que STAT5 desempenha 

um papel importante na transformação celular induzida por BCR-ABL, uma vez que o uso de 

dominante negativo STAT5 prejudicou o desenvolvimento destas células em “soft” ágar, uma 

característica adquirida na transformação (DE GROOT et al., 1999). Além disso, linhagens 

hematopoéticas transformadas por BCR-ABL apresentam ativação constitutiva de STAT1, 

STAT3, mas principalmente STAT5. Estes dados foram reforçados pelo trabalho mais amplo 

de Chai e cols. que mostraram além da ativação constitutiva de STAT5, a ativação de JAK em 

um maior número de linhagens BCR-ABL positivas e células obtidas de sangue de pacientes 

com LMC (CHAI et al., 1997).  

Recentemente, foi demonstrado que a transformação mediada por BCR-ABL em 

fibroblastos murinos primários NIH 3T3 requer ativação da via JAK2/STAT5 via receptor de 

IL-3 (TAO et al., 2008). No entanto, parece contraditório que STAT5 não seja necessário na 

indução de leucemia por BCR-ABL, em camundongos (SEXL et al., 2000).  
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1.2.5.2.4 Via de MYC 

Em 1997, Sawyers e cols. mostraram que este fator de transcrição é imprescindível 

para a transformação causada por BCR-ABL (SAWYERS et al., 1992). Apesar de alguns 

alvos deste proto-oncogene terem sido relacionados aos processos de apoptose e ciclo celular, 

muitos permanecem desconhecidos (MENSSEN e HERMEKING, 2002). 

Por estar expresso em diversos tipos de tumores, MYC é considerado um proto-

oncogene. Foi observado, em 1998, que os domínios SH2 (AFAR et al., 1994) e c-terminal 

(OKUDA et al., 1998), presentes no BCR-ABL, são importantes para a ativação de MYC. 

Além disso, JAK2 parece contribuir para o aumento de MYC pela indução de RNAm deste 

proto-oncogene e por dar maior estabilidade a proteína de transcrição de MYC, protegendo-a 

da degradação proteosomal (XIE et al., 2002).  

 

11..22..55..33  AAppooppttoossee  

A habilidade de expansão de um determinado tumor não depende apenas do índice de 

proliferação, mas também da taxa de morte das células tumorais, principalmente por apoptose 

(HANAHAN e WEINBERG, 2000). Na LMC, não é diferente, e acredita-se que a inibição da 

apoptose mediada pelo BCR-ABL pode contribuir para o desenvolvimento da hiperplasia 

observada nos pacientes que estão na fase crônica desta doença (LANEUVILLE et al., 1994). 

A apoptose é um processo organizado e controlado molecularmente, sendo, por esse 

motivo, também chamado de morte celular programada. Este fenômeno é caracterizado pela 

condensação da cromatina, degradação do DNA genômico em fragmentos oligonucleosomais, 

perda de volume com aumento da granulosidade celular, manutenção da estrutura das 

organelas e formação de pregas citoplasmáticas que dão origem aos corpos apoptóticos 

(WYLLIE et al., 1980).  

Didaticamente, este tipo de morte celular pode ser dividido em quatro fases 

(AMARANTE-MENDES e GREEN, 1999). Na primeira, ocorre a transdução de danos 

físicos ou químicos, em sinais de estresse que, em geral, convergem para o conjunto de 

mitocôndrias. Estas exercem um papel fundamental, atuando como sensores, monitorando o 
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ambiente intra e extracelular. É nas mitocôndrias que esses sinais de estresse são avaliados e, 

dependendo, principalmente da intensidade do estímulo e da razão entre membros pró e anti-

apoptóticos da família BCL-2, estes sinais resultarão na liberação de fatores apoptogênicos da 

mitocôndria para o citosol. Na etapa seguinte, as moléculas liberadas pela mitocôndria, como 

por exemplo, citocromo c, AIF e SMAC/DIABLO, iniciam uma cascata bioquímica que 

envolve a ativação de certos membros de uma família de cisteíno-proteases, denominadas 

caspases, as quais são as responsáveis diretas pelas características morfológicas e bioquímicas 

da morte celular programada ou apoptose. Por último, essas células em apoptose são 

reconhecidas e eliminadas por fagócitos ou células adjacentes (GREEN e AMARANTE-

MENDES, 1998; AMARANTE-MENDES e GREEN, 1999). 

Entre os sinais de estresse que ativam a maquinaria apoptótica, podem ser destacados 

a falta de fatores de crescimento, danos no DNA e ligantes de receptores de morte (ELLIS et 

al., 1991). Os sinais de estresse podem ativar a apoptose por duas vias. A extrínseca, induzida 

por ligantes de receptores de morte da família dos fatores de necrose tumoral (“Tumor 

Necrosis Factor”, TNF), e a via intrínseca iniciada, por exemplo, por danos no DNA, cujo 

sinal é dirigido diretamente à mitocôndria (IGNEY e KRAMMER, 2002a). 

 A observação de que BCR-ABL estaria protegendo as células da apoptose induzida 

pela ausência de sinais mediados por fatores de crescimento, foi feita inicialmente em culturas 

primárias murinas e humanas. Em 1988, foi observado que as células de medula óssea 

infectadas por retrovírus e, com a construção que continha a forma p210 de BCR-ABL 

adquiriam uma independência a fatores de crescimento, apesar de não haver aumento na 

quantidade de IL-3 produzida (DALEY e BALTIMORE, 1988). Por outro lado, na linhagem 

hematopoética M07E, a expressão dessa isoforma, conferiu resistência a ausência de fatores 

de crescimento, atribuída a um mecanismo autócrina, resultando em maior secreção de fatores 

de crescimento, tais como IL-3 e GM-CSF (SIRARD et al., 1994). No mesmo ano, foi 

verificado que a capacidade de induzir o aumento de sobrevivência nas células mantidas em 

cultura na ausência de fatores de crescimento é, pelo menos na linhagem Ba/F3, dependente 

de atividade tirosina-quinase (KABAROWSKI et al., 1994). 

Alguns anos mais tarde, foi sugerida a existência de uma hierarquia dose-dependente 

nos efeitos biológicos causados por BCR-ABL. Enquanto uma baixa expressão deste 

oncogene seria suficiente para proteger as células da privação de fatores de crescimento, 
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apenas níveis mais elevados seriam capazes de evitar a morte celular induzida por outros 

estímulos apoptóticos, como, por exemplo, o tratamento com estaurosporina, um inibidor de 

quinases (CAMBIER et al., 1998). Apesar de pouco conhecidas, sabe-se que algumas das vias 

de sinalização induzidas pela atividade tirosina-quinase de BCR-ABL são semelhantes às vias 

desencadeadas por fatores de crescimento (SATTLER e SALGIA, 1997). 

A expressão de BCR-ABL não causa apenas uma diminuição na susceptibilidade 

contra a ausência de fatores de crescimento, mas também contra outros estímulos apoptóticos, 

tais como a indução de danos no DNA, inibidores de proteínas, alterações no citoesqueleto, 

entre outros (BRUMATTI et al., 2003). 

O estudo sobre a resistência à apoptose adquirida pelas células que expressam BCR-

ABL ganhou importância com a verificação de que a expansão clonal na LMC se deve 

principalmente à inibição da morte celular e não a uma desregulação da proliferação (BEDI et 

al., 1994). Nesse mesmo ano, McGahon e cols., obtiveram dados que corroboraram essa idéia. 

Eles observaram que as células da linhagem K562 derivada de um paciente com leucemia 

mielóide crônica perderam a resistência a apoptose ao serem tratadas com oligonucleotídeos 

anti-senso específicos para BCR-ABL que impediram a transcrição do oncogene (MCGAHON 

et al., 1994). No entanto, dados contrários foram obtidos por Gordon e cols. e Amos e cols.. 

Estes dois grupos não observaram nenhuma diferença na apoptose dos clones obtidos de 

pacientes com CML e indivíduos saudáveis (GORDON et al., 1999) (AMOS et al., 1995). 

Nos anos seguintes, mais trabalhos mostraram o aumento da proteção contra a apoptose, 

mediada por BCR-ABL, em modelos utilizando linhagens derivadas de pacientes como em 

células transformadas, nas quais a expressão de BCR-ABL foi induzida (CORTEZ et al., 1995; 

NISHII et al., 1996; AMARANTE-MENDES et al., 1998a). Atualmente, a contribuição de 

BCR-ABL na resistência a apoptose é mais aceita. 

Cortez e cols., 1995, investigaram a participação dos motivos estruturais essenciais 

para o desempenho das funções deste oncogene, utilizando para tanto, construções de 

mutantes de BCR-ABL. A expressão de moléculas contendo apenas a substituição de um 

aminoácido na posição do sítio de GRB2 (Y177F), no domínio de SH2 (R552L), ou no sítio 

de autofosforilação do domínio de tirosina-quinase (Y793F) não causou alteração na 

transformação de células hematopoéticas (CORTEZ et al., 1995). No entanto, a presença 

simultânea destas três mutações teve grande impacto, diminuindo tanto a capacidade de 
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transformação maligna destas células quanto a resistência à apoptose mediada por BCR-ABL, 

sugerindo que esta molécula atua em várias vias ao mesmo tempo e esta ativação 

concomitante é necessária para a sua habilidade de transformação e de conferir resistência à 

apoptose (CORTEZ et al., 1995).  

Na busca pela compreensão dos mecanismos de BCR-ABL envolvidos no processo de 

transformação e resistência à apoptose de células hematopoéticas, alguns trabalhos focaram a 

investigação nos membros apoptóticos e anti-apoptóticos da família BCL-2 que atuam na 

mitocôndria, principal ponto de regulação da morte celular. De fato, Sanchez-Garcia e Grutz, 

1995, mostraram que a expressão de BCR-ABL na linhagem hematopoética murina Ba/F3 

induzia a expressão da molécula anti-apoptótica BCL-2, tornando esta linhagem independente 

de fator de crescimento e capaz de formar tumores quando inoculada em camundongos. A 

importância de BCL-2 foi comprovada pela reversão dessas alterações fisiológicas ao incubar 

as células com anti-senso de BCL-2 (SANCHEZ-GARCIA e GRUTZ, 1995). Em contraste, 

nosso grupo de pesquisa constatou, ao introduzir o BCR-ABL na linhagem humana pró-

mielocítica HL-60, o aumento de BCL-xL, outro membro anti-apoptótico da família BCL-2, 

mas não de BCL-2, cuja expressão, estava inclusive diminuída em relação à linhagem 

infectada com o vetor vazio (AMARANTE-MENDES et al., 1998b). Dois anos depois, foi 

descrito que a atividade tirosina-quinase de BCR-ABL era responsável pela ativação de 

STAT5 que interage com o promotor de BCL-xL elevando os níveis deste gene (HORITA et 

al., 2000). Assim, o principal mecanismo de inibição da apoptose por BCR-ABL parece atuar 

ao nível mitocondrial. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa contribuiu para confirmação 

desta idéia ao mostrar que esta proteína bloqueava a liberação de citocromo c, sob diversos 

estímulos apoptóticos, impedindo, conseqüentemente, a ativação das caspases executoras 

(AMARANTE-MENDES et al., 1997b; AMARANTE-MENDES et al., 1998a; 

AMARANTE-MENDES et al., 1998c).  

Vale ressaltar dentre outras, duas evidências que apontam para a existência de 

mecanismos adicionais responsáveis pela proteção contra estímulos apoptóticos. Uma delas 

está baseada no estudo comparativo entre as linhagens HL-60 transfectadas com os genes 

BCL-2, BCL-xL e BCR-ABL, mostrando que a linhagem que expressa BCR-ABL tem uma 

resistência maior a diversos estímulos apoptóticos, quando comparada às células que 

superexpressam BCL-2 ou BCL-xL (BRUMATTI et al., 2003). A outra reside no fato de que 

o tratamento com anti-senso para BCL-xL, nas células que tiveram esse gene aumentado ao 
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superexpressar BCR-ABL, não foi capaz de abolir a resistência conferida por esse oncogene 

(AMARANTE-MENDES et al., 1998b). 

Na última década, foram descritas diversas moléculas moduladas ou alteradas por 

BCR-ABL que parecem contribuir com a aquisição de resistência à apoptose. Entre elas, 

BAD, uma proteína anti-apoptótica, que ao ser fosforilada pelas quinases AKT e RAF, se 

torna inativa (DEL PESO et al., 1997). Foi relatada, em 2000, a fosforilação de BAD em 

células hematopoéticas que expressavam BCR-ABL (NESHAT et al., 2000). Por meio do 

inibidor específico de PI3K e da infecção das células com retrovírus contendo construções 

dominante-negativas de AKT, RAF e RAS e ERK, e inibindo, portanto, a expressão dos 

respectivos genes, os autores mostraram que essa fosforilação ocorre de forma dependente de 

PI3K, AKT, RAF e RAS, mas não de ERK (NESHAT et al., 2000). Além disso, a expressão 

de BCR-ABL protegeu as células de expressões mais altas de BAD (NESHAT et al., 2000).  

Outra molécula que parece participar do mecanismo de sobrevivência mediado por 

BCR-ABL é o fator de transcrição da família de reguladores de intérferon, a “interferon 

consensus sequence–binding protein” (ICSBP). Sua importância nas células mielóides foi 

inicialmente determinada em camundongos deficientes em ICBSP, uma vez que a taxa de 

apoptose espontânea e a sensibilidade a danos no DNA nas células desses camundongos foi 

menor do que em células de camundongos selvagens (GABRIELE et al., 1999). A redução da 

expressão deste fator de transcrição e seu efeito supressor de tumor foram verificados, um ano 

mais tarde, em um modelo experimental murino induzido por BCR-ABL e cuja doença se 

assemelha à LMC (HAO e REN, 2000).  

Mais recentemente, foram descritos outros potenciais alvos de BCR-ABL. A 

survivina, membro da família das proteínas inibidoras de apoptose (IAP), é mais uma das 

moléculas com expressão aumentada por BCR-ABL. O silenciamento de sua expressão 

gênica torna as células BCR-ABL positivas mais susceptíveis ao tratamento com mesilato de 

imatinibe e estímulos apoptóticos da via mitocondrial, mas não da via extrínseca (WANG et 

al., 2005). Outro trabalho mostrou que a expressão da glicoproteína osteopontina (OPN) 

também se eleva ao induzir a expressão de BCR-ABL em células da linhagem 32D de forma 

dependente de tirosina-quinase, por meio da ativação da via de RAS/RAF-1/PI3K/MAPK 

(HICKEY et al., 2005). A proteína MCL-1, membro da família BCL-2, é mais um dos alvos 

de BCR-ABL cuja expressão também é induzida pela ativação da via de RAS/RAF-
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1/PI3K/MAPK, mesma via que ativa OPN (AICHBERGER et al., 2005). Além de mostrar o 

aumento da expressão em células CML primárias, os autores verificaram que o tratamento das 

células com oligonucleotídeos anti-senso específicos para MCL-1, diminui a expressão desse 

gene causando a inibição do crescimento e viabilidade das células de LMC (AICHBERGER 

et al., 2005). 

É interessante destacar que a própria molécula de BCR-ABL pode promover a 

apoptose das células, ao ser translocada para o núcleo (VIGNERI e WANG, 2001). Nesse 

sentido terapias que visem a translocação podem ser uma estratégia opcional de tratamento 

para indução de apoptose nas células BCR-ABL positivas. 

Evidências apontam para uma dependência completa da capacidade transformante 

deste oncogene com a sua atividade tirosina-quinase (CORTEZ et al., 1995). Entretanto, foi 

proposto recentemente que parte do efeito anti-apoptótico parece ser independente da 

atividade quinase de BCR-ABL, ou pelo menos, ocorre na ausência desta atividade e da 

conseqüente manutenção de substratos fosforilados em tirosina (BUENO-DA-SILVA et al., 

2003). 

Apesar do número de estudos realizados, ainda permanece grande a busca por alvos 

terapêuticos que possam ser utilizados em conjunto com os quimioterápicos já utilizados no 

momento, com o intuito de melhorar a eliminação das células tumorais.  

Nesse sentido, as galectinas podem ser um alvo interessante por duas razões. Primeiro, 

a expressão de várias galectinas foi associada a uma maior agressividade em diferentes tipos 

de tumores sólidos. Em segundo lugar, pela interessante semelhança entre as propriedades 

biológicas das galectinas e as descritas para BCR-ABL. 

 

11..33  GGaalleeccttiinnaass  

As galectinas são proteínas solúveis pertencentes a uma família de lectinas animais. 

As galectinas apresentam um domínio de reconhecimento a carboidratos (CRD) com regiões 

de consenso conservadas e cujo sítio de ligação tem especificidade por β-galactosídeos. Os 

ancestrais das galectinas encontram-se presente desde fungos, esponjas e nemátodas, até 

mamíferos. Já foram identificados, nestes últimos organismos 15 tipos de galectinas, as quais 
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apresentam distintas estruturas primárias (COOPER e BARONDES, 1999; YANG et al., 

2008). Isto é, apesar de todos os membros possuírem o domínio CRD, estes possuem 

diferenças em sua organização.  

As galectinas estão divididas em três grupos de acordo com sua estrutura e número de 

CRDs. Estas podem existir como monômeros ou homodímeros não covalentes de CRD 

(galectina-1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15), como quimeras compostas por um CRD ligado a um 

domínio diferente de lectina (galectina-3), e finalmente como repetições em série (in tandem) 

de dois CRDs diferentes numa única cadeia polipeptídica (galectina-4, 6, 8, 9 e 12) 

(HIRABAYASHI et al., 2002) (Figura 6).  

 

Figura 6 - Tipos de estrutura das galectinas e formação de redes entre galectinas e carboidratos 
multivalentes. a) Monômeros e dímeros de galectinas do tipo protótipo que possuem apenas 
um domínio de reconhecimento a carboidratos (CRD) do lado esquerdo, e exemplo de rede 
estabelecida entre galectinas (verde) e carboidratos (preto) do lado direito. b) Monômeros e 
pentâmeros da galectina-3, com estrutura do tipo quimera do lado esquerdo, e exemplo de 
rede formada entre galectina-3 (azul) e carboidratos multivalentes (vermelho). c) 
Monômeros de galectinas com repetições em tandem de CRDs diferentes e, portanto, com 
dois CRDs do lado esquerdo e um exemplo de rede formada entre esse tipo de galectina 
(roxo) e carboidratos (amarelo) multivalentes do lado direito.  
FONTE: Adaptada de Yang R., et al., 2008. 

As galectinas variam em diversos aspectos, sendo a valência dos domínios de 

reconhecimento a carboidratos, um deles. A maioria destas proteínas é bivalente ou 

multivalente. Exemplificando, as galectinas em estrutura em tandem, por possuírem dois CRD 

já são todas, no mínimo bivalentes. Entre aquelas do tipo protótipo, que possuem um CRD, 

algumas são bivalentes e a galectina-3 foi observada na forma pentamérica quando ligada a 

carboidratos multivalentes (AHMAD et al., 2004). Esta característica das galectinas lhes 
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permite formar redes mixtas entre estas proteínas e carboidratos multivalentes 

(SACCHETTINI et al., 2001) (Figura 6). 

A conservação destas proteínas ao longo da evolução e sua ampla distribuição nos 

tecidos são dois indícios de sua importância. Este fato tem sido comprovado por numerosos 

estudos que descreveram a sua participação em processos fisiológicos, participando da 

modulação da proliferação, apoptose, adesão, migração em vários tipos celulares, incluindo 

células do sistema imune e células tumorais (HSU e LIU, 2004).  

As galectinas são sintetizadas nos ribossomos do citoplasma e desempenham funções 

intracelulares que diferem quando presentes no citosol ou no núcleo (LIU et al., 2002; HSU e 

LIU, 2004; NORLING et al., 2009). Apesar das galectinas não possuírem uma seqüência 

sinalizadora clássica que permite sua secreção, estas proteínas podem ser secretadas, passando 

a exercer outras funções, sejam extracelulares, autócrinas ou parácrinas e que dependem, por 

sua vez, das proteínas de superfície presentes na célula (HSU e LIU, 2004; ELOLA et al., 

2007). Por um lado a capacidade de se ligar e promover o agrupamento (“cluster”) de 

receptores de superfície da célula, ativando esses receptores e desencadeando a sinalização 

intracelular assim como a de interagir com moléculas da matriz extracelular ocorre de forma 

dependente da ligação de carboidratos ao CRD presente nas galectinas (OCHIENG et al., 

2004; HE e BAUM, 2006a; ELOLA et al., 2007; RABINOVICH et al., 2007a). Por outro 

lado, é interessante notar que a atuação intracelular destes tipos de lectina não parece 

depender da sua habilidade de se ligar a carboidratos (LIU et al., 2002; NAKAHARA e RAZ, 

2006). 

Destaco, nesta oportunidade, as galectinas-1 (LGALS1) e -3 (LGALS3), por serem o 

foco deste estudo. No entanto, a grande maioria dos resultados obtidos neste trabalho está 

relacionada à galectina-1 e, portanto esta molécula foi descrita com muito mais detalhe. 

 

11..33..11  GGaalleeccttiinnaa--11  ee  ccâânncceerr  

Em 1994, foi descrita a estrutura de dímeros de galectina-1 cristalizada que consiste 

em um sanduíche-β de 22 fitas antiparalelas (BARONDES et al., 1994; LIAO et al., 1994). 

Assim como outras galectinas, este tipo de lectina é secretado, entretanto, o mecanismo 

permanece desconhecido. Um trabalho recente trouxe novas informações a esse respeito. 
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Clones da linhagem CHO (“chinese hamster ovary”) que expressavam proteínas 

recombinantes de galectina-1, apresentando diferentes mutações pontuais na região de 

reconhecimento a carboidratos, tiveram a secreção desta lectina prejudicada 

(SEELENMEYER et al., 2005). Além disso, os autores obtiveram linhagens que expressam a 

forma selvagem de galectina-1, a partir do clone 13 (BRILES et al., 1977), um mutante de 

CHO, cujo transportador de UDP-galactose do aparelho de Golgi é deficiente, e, portanto sem 

β-galactosídeos no açúcar dos receptores glicoprotéicos ou glicolipídicos de galectina-1. 

Neste caso, a secreção também ficou deficiente. Em conjunto, esses dados sugerem que a 

seqüencia alvo responsável pela secreção é o CRD e sugerem que os receptores de galectina-1 

poderiam atuar de forma intracelular, participando no recrutamento das galectinas 

citoplasmáticas para uma via de exportação alternativa; ou extracelular, exercendo uma força 

que promove o transporte direcional através da membrana plasmática (SEELENMEYER et 

al., 2005). Este mesmo grupo demonstrou, no ano passado, ao utilizar um inibidor de 

formação de vesículas na membrana plasmática, que a exportação de galectina-1 não ocorria 

por meio da liberação dessas vesículas para o meio extracelular (SEELENMEYER et al., 

2008).  

Vale a pena ressaltar que devido à sua característica de ligar-se a glicoconjugados 

presentes na superfície celular, a função da galectina-1 varia de acordo com o repertório 

exposto de moléculas glicosiladas. Esta exposição, por sua vez, pode sofrer alterações 

segundo o estado de ativação e/ou diferenciação da célula (RABINOVICH et al., 2002). 

Sendo assim, essa proteína possui propriedades paradoxais que podem variar de acordo com o 

tipo celular, localização e/ou concentração (SCOTT e WEINBERG, 2004).  

A galectina-1 possui uma vasta distribuição, encontrando-se expressa em tecidos 

imunoprivilegiados (RABINOVICH, 1999a; DETTIN et al., 2003; ISHIDA et al., 2003) e 

diferentes tipos celulares, dentre eles, células epiteliais do timo, células endoteliais, células do 

estroma do timo e da medula óssea, macrófagos e linfócitos T CD8+ e T CD4+ (PERILLO et 

al., 1995; BLASER et al., 1998; GAUTHIER et al., 2002; HE e BAUM, 2004; BAUM e 

REN, 2008). Além disso, um aumento na expressão desta galectina foi observado em 

determinados tipos de tumores, como por exemplo, no câncer de cólon, mama, bexiga, 

carcinomas de ovário e de próstata (DANGUY et al., 2002). 
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O acúmulo de alterações na adesão, proliferação, apoptose e migração em células 

normais resulta na transformação neoplásica e conseqüentemente no desenvolvimento do 

tumor (HANAHAN e WEINBERG, 2000). É importante ressaltar neste momento que os 

efeitos de algumas galectinas, dentre elas a galectina-1 e galectina-3 (descritas, 

respectivamente, nas seções 1.3.1 e 1.3.2), abrangem todos esses processos fisiológicos (LIU 

e RABINOVICH, 2005).  

 

11..33..11..11  TTrraannssffoorrmmaaççããoo,,  pprroolliiffeerraaççããoo  ee  aappooppttoossee  

Os mecanismos pelos quais a galectina-1 leva a transformação maligna não foram 

esclarecidos até o momento, mas foi relatado que esta molécula, quando presente no 

citoplasma, é capaz de interagir com forma oncogênica de RAS, o H-RAS dependente do 

CRD, já que a adição de lactose, um inibidor competitivo inespecífico de galectinas, inibe 

esse efeito (PAZ et al., 2001). Os autores desse estudo mostraram que a ligação de H-RAS-

GTP à galectina-1 é essencial para a ancoragem de H-RAS na membrana celular e às 

atividades que dependem desta ancoragem uma vez que a superexpressão de galectina-1 

aumenta o número de moléculas associadas à membrana celular assim como a transformação 

das células (PAZ et al., 2001). Além disso, o incremento na duração do sinal da via de RAS 

por meio da via RAF-1 e ERK sugerem que a ativação dessa via seria a responsável pela 

transformação destas células (PAZ et al., 2001) (ELAD-SFADIA et al., 2002).  

Como explicado anteriormente, dados da literatura mostram que a galectina-1 pode 

inibir ou promover a proliferação de acordo com a sua localização na célula, tipo celular e até 

mesmo concentração (SCOTT e WEINBERG, 2004). Em células de glioma de rato 

transfectadas a galectina-1 induz a proliferação já que o uso de cDNA anti-senso para esta 

lectina promoveu uma parada no ciclo celular (YAMAOKA et al., 2000). Em contraposição, 

a exposição de células de neuroblastoma a galectina-1 exógena inibiu sua multiplicação 

(KOPITZ et al., 2001). Nas células tumorais de Leydig, ambos os efeitos foram observados. 

Em altas concentrações a galectina-1 exógena bloqueia a proliferação, enquanto baixas doses 

estimulam a mitose (BIRON et al., 2006).  

A maioria dos trabalhos sobre galectina-1 e apoptose está concentrada nos linfócitos 

T, mas alguns trabalhos relataram uma modulação da morte celular em células tumorais pela 
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galectina-1. Na linhagem de câncer de próstata LNCaP, por exemplo, a transfecção destas 

células com o vetor contendo o gene LGALS1, resultou em bloqueio da proliferação e 

aumento da taxa de apoptose (ELLERHORST et al., 1999). Alguns anos mais tarde, 

Horiguchi e cols., observaram que a expressão de galectina-1 nas células de carcinoma de 

cólon, Colo201 induziu a apoptose dessas células, enquanto a adição exógena desta lectina 

não teve efeito. (HORIGUCHI et al., 2003).  

Um dos aspectos que determina a agressividade do tumor é a formação de metástases, 

um processo que envolve várias etapas. Acredita-se que a seqüência de eventos fisiológicos 

que devem ocorrer para que ocorram as metástases envolve inicialmente o desprendimento 

das células do tumor primário, migração, invasão de outro tecido, sobrevivência nesse tecido, 

proliferação, angiogênese e escape do sistema imunológico (HANAHAN e WEINBERG, 

2000; GEHO et al., 2005; PRENDERGAST e JAFFEE, 2007). É importante destacar, mais 

uma vez, que a galectina-1 tem participação em todos esses processos, os quais foram 

descritos nas seções 1.3.1.1 e 1.3.2.1.  

 

11..33..11..22  AAddeessããoo  

Alterações na adesão entre as células e entre células e matriz extracelular devem 

ocorrer para que as células adquiram potencial metastático, possibilitando que as células se 

desprendam do tecido de origem e se prendam a células endoteliais de outro tecido mais 

distante. De fato, foi constatada em diferentes situações uma correlação entre perda de adesão 

entre as células e aumento na capacidade invasiva e metastática de tumores (HOOD e 

CHERESH, 2002).  

As galectinas são capazes de ligar-se a glicoproteínas presentes na superfície de 

membrana ou matriz extracelular. A galectina-1, por exemplo, se liga a laminina (ZHOU e 

CUMMINGS, 1993) e a proteína ligante humana MAC-2 (TINARI et al., 2001), proteínas da 

matriz extracelular e α7β1 integrina (GU et al., 1994) e αMβ2-integrina (AVNI et al., 1998) 

presentes na superfície de mioblastos e macrófagos, respectivamente. A existência dessas 

interações indicava que as galectinas poderiam ter algum efeito sobre a adesão intercelular e 

entre célula e matriz extracelular. Isto foi comprovado por estudos in vitro, ao mostrarem que 

galectina-1 aumenta a adesão de glicoproteínas da matriz extracelular e células de tumor de 
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próstata (ELLERHORST et al., 1999) ovário (SKRINCOSKY et al., 1993) e melanoma 

(VAN DEN BRULE et al., 1995). Entretanto, os fatores que determinam o efeito de 

galectina-1 ainda não foram esclarecidos.  

Em conjunto, a modulação da aderência mediada pela galectina-1, observada em 

estudos in vitro, assim como sua capacidade de interagir com integrinas, moléculas 

importantes em tumores metastático, sugerem que esta lectina poderia contribuir para a 

aquisição do potencial metastático. 

 

11..33..11..33  IInnvvaassããoo  

As células tumorais devem ser capazes de migrar para poderem invadir outros tecidos. 

Nesse sentido, foi constatado que a expressão de galectina-1 estava correlacionada com o grau 

de astrocitoma, um tipo de tumor cerebral. E, dentro dos astrocitomas com maior grau, foi 

detectada uma quantidade maior de galectina-1 nos pacientes que apresentavam menor 

sobrevida. Além disso, ao transplantar glioblastoma humanos em camundongos, houve maior 

presença de galectina-1 nas regiões mais invasivas desses tumores (RORIVE et al., 2001). Os 

autores desse estudo mostraram também que os astrócitos U373, quando incubados em placas 

com galectina-1 aderida, apresentavam maior mobilidade do que as células mantidas em 

placas sem tratamento (RORIVE et al., 2001). E, no ano seguinte, o mesmo grupo de pesquisa 

mostrou dois dados importantes. Primeiro, a inibição da expressão de galectina-1 endógena 

dos astrócitos U373 posteriormente enxertados em camundongos “nude”, promoveu maior 

sobrevida quando comparado com os camundongos que receberam os astrócitos com 

expressão constitutiva de galectina-1. Segundo, os efeitos de galectina-1 na mobilidade desses 

astrócitos estava relacionada com alterações na organização do citoesqueleto de actina e 

aumento da expressão de RhoA GTPases (CAMBY et al., 2002). Resultados semelhantes 

foram obtidos por Jung e cols. no ano passado, em linhagens celulares de glioblastoma 

multiforme humano. A expressão de galectina-1 estava positivamente correlacionada com a 

capacidade de migração e invasão nessas linhagens (JUNG et al., 2008). Esses estudos 

sugerem que a galectina-1 poderia estar envolvida com a capacidade migratória, mas são 

necessários mais estudos nesse campo para confirmar essa hipótese e também descobrir os 

mecanismos pelos quais isso ocorre. 
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11..33..11..44  AAnnggiiooggêênneessee  

A angiogênese, o processo de formação de novos vasos, é uma etapa crítica no 

crescimento de tumores sólidos. Os primeiros estudos sobre o impacto de galectina-1 na 

angiogênese são recentes. Inicialmente, Thijssen e cols. (2006) demonstraram a interação 

entre galectina-1 e anginex, um peptídeo angiostático específico, desenvolvido anteriormente 

por seu grupo de pesquisa. Essa interação levou os autores a investigarem a importância de 

galectina-1 na angiogênese. Com esse intuito, eles verificaram que o silenciamento da 

expressão gênica de LGALS1 inibiu tanto a proliferação como a migração de células 

endoteliais de cordão umbilical humano cultivadas, in vitro (THIJSSEN et al., 2006). 

Observaram também que o silenciamento de LGALS1, no estágio embrionário de peixes-

zebra, resultou no crescimento de vasos disfuncionais. Por último, mostraram que 

camundongos deficientes nessa proteína tiveram o crescimento de tumores prejudicado 

sugerindo que a galectina-1 desempenha um papel importante na angiogênese (THIJSSEN et 

al., 2006). 

 

11..33..11..55  EEssccaappee  ddoo  ssiisstteemmaa  iimmuunnee  

As células tumorais, apesar de serem próprias do organismo, expressam antígenos 

tumorais que podem ser reconhecidos pelas células do sistema imune, com participação de 

linfócitos T e B entre outras (SOGN, 1998; GRAZIANO e FINN, 2005). No entanto, embora 

expressem esses antígenos que podem ser reconhecidos, as células tumorais muitas vezes não 

ativam a resposta imune e são, de certa forma, “toleradas” pelo organismo (IGNEY e 

KRAMMER, 2002b; RABINOVICH et al., 2007b). São muitos os mecanismos responsáveis 

pelo escape da resposta imunológica de células tumorais, incluindo a eliminação de linfócitos 

T específicos, indução de sinais coestimuladores negativos e secreção de fatores 

imunossupressores (IGNEY e KRAMMER, 2002b; DRAKE et al., 2006).  

A galectina-1 atua de variadas formas sobre as células do sistema imune. Os principais 

estudos, no entanto, concentram-se nos efeitos causados nos linfócitos T. De fato, no que se 

refere às células do sistema imune, a galectina-1, adicionada de forma exógena, parece inibir a 

proliferação de linfócitos T ativados (RABINOVICH et al., 1997; BLASER et al., 1998) e 
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reduzir a expansão clonal de linfócitos T CD8+ (NOVELLI et al., 1999). Em outras situações, 

entretanto, a galectina-1 induz a apoptose em linfócitos T ativados, células T leucêmicas e 

timócitos imaturos duplo negativos (PERILLO et al., 1995; PERILLO et al., 1997).  

É interessante notar que as glicoproteínas identificadas como receptores de galectina-

1, envolvidas tanto na indução de proliferação como de apoptose são as mesmas. Entre eles 

podem ser destacados o CD45, CD2, CD3, CD43 e CD7 (PACE et al., 1999; PACE et al., 

2000; NGUYEN et al., 2001; STILLMAN et al., 2006). Esta aparente contradição foi 

explicada, em parte, por dados que mostraram que o estado de glicosilação de CD45 e a 

ausência da enzima 2β-1,6 N-acetilglucosaminiltransferase tornavam as células resistentes à 

galectina-1 exógena (NGUYEN et al., 2001). Ou seja, a glicosilação dos receptores 

determinaria o efeito de galectina-1 nas células. De fato, foi comprovado, em outro modelo, 

que o padrão de glicosilação em linfócitos T auxiliadores CD4+ do tipo Th1 e Th2 confere a 

estes dois tipos celulares, diferente susceptibilidade a apoptose (TOSCANO et al., 2007). 

Enquanto os linfócitos Th1 são sensíveis, os linfócitos Th2 são resistentes à apoptose mediada 

por galectina-1 (TOSCANO et al., 2007).  

A galectina-1 também exerce um papel modulador na morte mediada pela ativação do 

receptor de morte FAS sensibilizando e aumentando a apoptose, respectivamente, em 

linfócitos T humanos “naïve” e ativados (MATARRESE et al., 2005). Neste trabalho, foram 

relatados alguns eventos que contribuíram para a indução de apoptose, tais como ativação das 

caspases -8, -9 e -3, hiperpolarização da membrana mitocondrial, liberação de citocromo c 

além do surgimento de brotamentos e fissões nas mitocôndrias (MATARRESE et al., 2005). 

Recentemente, Brandt e cols., 2008, verificaram que a indução de apoptose mediada 

por galectina-1 podia ser inibida com o uso de inibidor específico de caspase-8 ou de 

anticorpo monoclonal neutralizante de FAS, sugerindo que esta lectina atuaria na via de 

receptores de morte de indução de apoptose. Este estudo identificou pela primeira vez o FAS 

como alvo de galectina-1 (BRANDT et al., 2008). Fato que foi demonstrado por diferentes 

técnicas que compreenderam desde a marcação com imunofluorescência, indicando co-

localização destas duas proteínas, como ensaio de ligação da galectina-1 ao receptor 

imobilizado, “immunoblotting” e até análise por espectrofotometria de massa por 

cromatografia-tandem líquida (BRANDT et al., 2008). 
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Os eventos desencadeados pela adição de galectina-1 que induzem o processo 

apoptótico não estão bem estabelecidos e alguns são inclusive contraditórios. Em 2000, 

Rabinovich e cols. relataram a indução da atividade de ligação de DNA do fator de 

transcrição AP-1 e a diminuição da expressão de BCL-2 induzida pela concanavalina A, após 

o estímulo com galectina-1 (RABINOVICH et al., 2000). Em linfócitos B de memória, esta 

proteína parece inibir a fosforilação de AKT, aumentando a expressão de BIM, um membro 

pró-apoptótico da família BCL-2, induzindo a apoptose destas células (TABRIZI et al., 2009).  

Recentemente, foi proposto por Rubinstein e cols. que a habilidade de promover 

apoptose em linfócitos T ativados corresponde a um dos mecanismos responsáveis pela 

evasão tumoral da resposta imune, ao verificarem que o bloqueio da expressão de galectina-1 

em tumores promovia a eliminação deste tumor e o aumento de linfócitos T específicos a esse 

tumor (RUBINSTEIN et al., 2004).  

Outro mecanismo que parece colaborar para a evasão do sistema imune pelas células 

tumorais que expressam galectina-1, nesse estudo, se refere ao desvio do balanço Th1/Th2 

para um perfil Th2 da resposta imune (RUBINSTEIN et al., 2004). De fato, esse desvio foi 

demonstrado também em outros modelos animais de auto-imunidade e inflamação, nos quais 

o tratamento de camundongos com galectina-1 provoca um desvio da resposta imune para o 

tipo Th2 (RABINOVICH et al., 1999b; SANTUCCI et al., 2000; BAUM et al., 2003; 

RUBINSTEIN et al., 2004; TOSCANO et al., 2007). Pelo menos dois princípios contribuem 

para esse desvio, sendo um deles, a indução de apoptose preferencial dos linfócitos Th1, 

restando os linfócitos Th2, e o outro, a indução de aumento na produção de citocinas do perfil 

Th2 de forma dependente do receptor de linfócito T (TCR) (MOTRAN et al., 2008).  

A galectina-1, em alguns casos, tem ainda ação antiinflamatória. Em linfócitos T 

CD4+ e CD8+ ativados e não ativados, a adição exógena desta lectina aumenta os níveis de 

RNAm da citocina IL-10 e diminui IL-2 (VAN DER LEIJ et al., 2007). Em timócitos e 

hibridomas de linfócito T, esta lectina causa a inibição da proliferação e produção de citocinas 

dependentes de IL-2 (VESPA et al., 1999), antagonizando os sinais antígeno específicos e 

agrupamento dependente de “rafts” lipídicos do complexo TCR/coestimulador no sítio de 

contato do TCR (CHUNG et al., 2000). Além disso, a galectina-1 em baixas concentrações, 

variando entre 0,01 e 0,1 µM, reduz a produção das citocinas pró-inflamatórias IFN- γ, e 

TNF-α por linfócitos T ativados (RABINOVICH et al., 1999c). Contudo, não se sabe até o 
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momento se a galectina-1 expressa em tumores tem a mesma capacidade de regular a 

produção de citocinas, criando um ambiente antiinflamatório, quando expressa em tumores.  

 

11..33..22  GGaalleeccttiinnaa--33  ee  ccâânncceerr  

Esta lectina tem a particularidade de conter uma região composta de repetições em 

tandem de pequenos fragmentos de aminoácidos conectada ao domínio de reconhecimento a 

carboidrato (CRD) (HIRABAYASHI et al., 2002). Por raios-X, sua estrutura cristalizada 

tridimensional complexada a lactose foi definida por uma arranjo de folhas-beta de cinco fitas 

e seis fitas, formando um ”sanduíche” similar ao de galectina-1 (SEETHARAMAN et al., 

1998). É importante destacar que a galectina-3 pode ser fosforilada nos resíduos de serina 6 

(Ser6) e serina 12 (Ser12) (HUFLEJT et al., 1993) e que algumas de suas funções são 

dependentes dessa fosforilação(YOSHII et al., 2002; TAKENAKA et al., 2004).  

A seqüência sinalizadora necessária para a secreção de proteínas pelo mecanismo 

clássico está ausente também na galectina-3, assim como nas outras galectinas. Apesar de 

esse mecanismo permanecer um mistério, sabe-se apenas que o fator limitante para secreção 

de galectina-3 é o transporte para a membrana plasmática, pois uma vez na membrana, esta 

lectina é rapidamente liberada (MEHUL e HUGHES, 1997).  

Com relação à distribuição de galectina-3 nos tecidos, esta é menos ampla do que de 

galectina-1. Sua expressão foi detectada em macrófagos (SATO e HUGHES, 1994), células 

epiteliais (FLOTTE et al., 1983), linfócitos T ativados (JOO et al., 2001), células NK 

(KOOPMAN et al., 2003) e células tumorais (DANGUY et al., 2002).  

Os efeitos extracelulares e intracelulares de galectina-3 são diversos (LIU et al., 2002; 

OCHIENG et al., 2004). No meio extracelular, esta lectina pode oligomerizar-se na presença 

de carboidratos multivalentes, permitindo o “cross-linking” das glicoproteínas presentes na 

superfície da membrana celular, iniciando desta forma, vias de sinalização que afetam 

diferentes processos fisiológicos celulares (OCHIENG et al., 2004).  

A expressão e correlação de galectina-3 foram descritas em diversos tipos de tumores 

(DANGUY et al., 2002). Em alguns casos, as células tumorais exibem um aumento em 

relação às células normais, como por exemplo, no câncer de fígado (HSU et al., 1999), 
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tireóide (XU et al., 1995) e do sistema nervoso central (BRESALIER et al., 1997). Nesse 

último tipo de câncer mencionado, o aumento de galectina-3 foi inclusive associado a um 

maior potencial metastático (BRESALIER et al., 1997). Por outro lado, no câncer de mama, a 

expressão reduzida nas células tumorais, em relação às normais foi associada ao maior grau 

histológico (IDIKIO, 1998) e formação de metástases (CASTRONOVO et al., 1996).  

 

11..33..22..11  TTrraannssffoorrmmaaççããoo,,  pprroolliiffeerraaççããoo  ee  aappooppttoossee  

A importância de galectina-3 na transformação maligna foi evidenciada pelos estudos 

que mostraram o efeito da inibição da expressão desta lectina, em células tumorais. Tanto as 

células provenientes de carcinoma de mama como as de carcinoma papilar de tireóide 

deixaram de exibir as propriedades tumorigênicas, ao terem a expressão de galectina-3 

bloqueada por anti-senso específico para esse gene (HONJO et al., 2001; YOSHII et al., 

2001). Além disso, a realização do processo inverso, ou seja, a superexpressão do cDNA de 

galectina-3 nas células foliculares normais de tireóide resultou na indução de transformação 

maligna dessas células (TAKENAKA et al., 2003).  

 Pouco se conhece sobre o mecanismo de transformação mediado por galectina-3. 

Uma possibilidade foi levantada pela sua interação com proteínas da família RAS, mas 

principalmente o proto-oncogene K-RAS, por meio da ativação de RAF1 e PI3-K e 

contribuindo, portanto para a ativação das vias de sinalização e fatores de transcrição gênica 

(ELAD-SFADIA et al., 2004). Recentemente, o mesmo grupo de pesquisa mostrou que a 

molécula K-RAS.GTP recruta galectina-3 presente no citosol, para a membrana plasmática da 

célula, local onde se torna uma parte integrante de nanoclusters, estruturas importantes para 

uma transdução correta do sinal (SHALOM-FEUERSTEIN et al., 2008). Os autores 

mostraram que a região hidrofóbica de galectina-3 é essencial para essa interação e que o 

nível de galectina-3 no citosol determina a intensidade do sinal resultante da via RAS.GTP, 

com conseqüências na proliferação e transformação das células (SHALOM-FEUERSTEIN et 

al., 2008).  

Por outro lado, a interação de galectina-3 com β-catenina, componente da via de 

sinalização mediada por WNT, e fatores de transcrição, assim como a expressão de ciclina D 
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e c-MYC, sugerem que outros mecanismos de transformação podem ter a participação dessas 

vias ou componentes (YANG et al., 2008).   

No que tange a regulação da apoptose por galectina-3, o número de estudos é maior. 

Esta proteína atua de forma antagônica dependendo da sua localização intracelular (núcleo ou 

citosol) (CALIFICE et al., 2004) ou extracelular. A indução de apoptose pela adição de 

galectina-3 extracelular foi descrito apenas nas linhagens Jurkat, MOLT-4 e CEM derivadas 

de leucemias de linfócitos T (STILLMAN et al., 2006). Por outro lado, diversos estudos 

indicaram que a galectina-3 endógena tem atividade anti-apoptótica (YANG et al., 2008). As 

primeiras evidências surgiram de estudos que constataram o ganho na resistência de células 

tumorais transfectadas com cDNA, evidente em diferentes tipos de tumores tratados com 

diversos agentes que induzem apoptose (LIU et al., 2002).  

É interessante notar que após o estímulo apoptótico, ocorre a translocação de 

galectina-3 do citosol ou núcleo para as mitocôndrias (YU et al., 2002), bloqueando a queda 

do potencial de membrana, prevenindo desta forma a morte da célula, sugerindo que esta 

proteína poderia ter ela própria uma atividade anti-apoptótica ou poderia interagir com 

moléculas da mitocôndria que possuem essa atividade (MATARRESE et al., 2000). 

Nesse sentido, foi estudada a estrutura de galectina-3 e descoberta uma similaridade 

do domínio Asp-Trp-Gly-Arg (NWGR), responsável pela regulação da apoptose, entre a 

galectina-3 e a proteína anti-apoptótica BCL-2 (“B-cell-lymphoma 2”), indicando que a 

galectina-3 poderia ter o mesmo mecanismo de regulação da apoptose de BCL-2 (YANG et 

al., 1996). De fato, a substituição de glicina por alanina na seqüência (NGWR), na galectina-

3, aboliu a sua atividade anti-apoptótica (AKAHANI et al., 1997). Entretanto, não foi 

comprovado ainda se o mecanismo pelo qual as duas proteínas conferem resistência à morte é 

o mesmo. 

A regulação da apoptose pode também ser mediada por outras proteínas que interagem 

com galectina-3, tais como BCL-2(XU et al., 1995) e sinexina, uma proteína necessária para a 

prevenção da apoptose mediada pela lectina (YU et al., 2002).  
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11..33..22..22  AAddeessããoo,,  iinnvvaassããoo,,  aannggiiooggêênneessee  ee  eessccaappee  ttuummoorraall  

A importância de galectina-3 no desenvolvimento e agressividade dos tumores foi 

sugerida a partir da identificação de uma associação entre a expressão deste tipo de lectina e o 

potencial metastático dos tumores, previamente descrita na seção 1.3.2 Não somente a 

expressão de galectina-3 nas células tumorais (DANGUY et al., 2002), mas também no 

estroma têm sido associados a um potencial metastático maior e pior prognóstico (MOISA et 

al., 2007). Estudos em animais reforçam o papel de galectina-3 na formação de metástases, já 

que o tratamento de camundongos com anticorpo anti-galectina-3 (INUFUSA et al., 2001), 

assim como o bloqueio da capacidade de homodimerização desta proteína foram capazes de 

inibir o aparecimento de metástases (JOHN et al., 2003). 

O papel da galectina-3 na formação de metástases pode estar relacionado com sua 

capacidade de modular processos de migração, invasão e angiogênese (LIU e RABINOVICH, 

2005; YANG et al., 2008).  

No que se refere à adesão, a alta expressão de galectina-3 em células de carcinoma 

com grande potencial metastático foi associada a uma adesão maior destas células quando 

comparadas às células normais (KHALDOYANIDI et al., 2003). Se por um lado, os efeitos 

da exposição de células tumorais a galectina-3 exógena sobre a motilidade e capacidade 

invasiva variaram de acordo com o tipo de tumor estudado (LE MARER e HUGHES, 1996; 

MOISA et al., 2007), por outro lado, a superexpressão endógena desta lectina em diferentes 

linhagens tumorais conferiu maior motilidade e capacidade invasiva a todas elas 

(MATARRESE et al., 2000; O'DRISCOLL et al., 2002). 

Além disso, in vitro, a galectina-3 tem atividade angiogênica relacionada 

possivelmente a sua capacidade de induzir a migração de células endoteliais, morfologia e 

estimula a formação de novos tubos capilares no Matrigel contendo células endoteliais de 

cordão umbilical humano, tanto in vitro como in vivo (NANGIA-MAKKER et al., 2000). 

Por último, a galectina-3 poderia contribuir para o desenvolvimento de tumores, 

induzindo a morte de linfócitos T ativados (FUKUMORI et al., 2003) ou por meio de outras 

formas de atuação nas células do sistema imune identificadas em outros modelos (NANGIA-

MAKKER et al., 2008).  
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11..44  CCoonnssiiddeerraaççõõeess  FFiinnaaiiss  

Este conjunto de informações mostra a importância das galectinas 1 e 3 no 

desenvolvimento e potencial metastático de tumores. Um grande número de trabalhos tem 

descrito a associação entre galectinas e câncer. Nas neoplasias, a multifuncionalidade 

apresentada pelas galectinas 1 e 3 parece contribuir para os processos de transformação e 

progressão tumoral, como resistência à apoptose, neoangiogênese, metástases e evasão da 

vigilância (NAKAHARA et al., 2005; RABINOVICH, 2005). Nesse sentido, principalmente 

as galectinas 1 e 3 vêm sendo consideradas como valiosos biomarcadores e fatores de 

prognóstico em diferentes linhagens tumorais e neoplasias humanas (RAZ et al., 1987; 

CHIARIOTTI et al., 1992; DANGUY et al., 2002). Entretanto, não existe na literatura 

nenhum trabalho sobre a expressão e função das galectinas 1 e 3 em tumores não sólidos. 

 



 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OObbjjeettiivvooss
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22  OObbjjeettiivvooss  

 

O objetivo principal deste estudo é o de investigar a expressão e contribuição das 

galectinas 1 e 3 na progressão da LMC. Esta meta foi abordada por meio dos seguintes 

objetivos específicos: 

1- Verificar se a expressão das galectinas 1 e 3 é modulada por BCR-ABL em:  

 Linhagens leucêmicas BCR-ABL-negativas derivadas de pacientes com diferentes 

tipos de leucemia (HL-60, Jurkat e CEM) e BCR-ABL-positivas derivadas de 

pacientes com LMC (K562, KCL22 e LAMA-84); 

 Linhagens leucêmicas derivadas de pacientes BCR-ABL-negativos (HL-60 e 

Jurkat) e estas mesmas linhagens transfectadas com BCR-ABL (HL-60.BCR-ABL 

e Jurkat.BCR-ABL); 

 Amostras de células mononucleares de sangue periférico de pacientes com LMC 

nas fases crônica, acelerada, blástica, pacientes resistentes ao tratamento com 

mesilato de imatinibe e com resposta citogenética completa após o tratamento com 

essa droga; 

2- Determinar se existe associação entre a expressão de LGALS1 e/ou LGALS3 e progressão 

da LMC. 

 

Objetivos específicos adicionais foram propostos somente para a(s) galectina(s) que 

apresentar(am) uma expressão modulada por BCR-ABL: 

3- Verificar se a expressão é dependente da atividade tirosina-quinase de BCR-ABL em dois 

modelos distintos: 

 Linhagem estabelecida no laboratório que expressa uma forma mutada de BCR-

ABL que tem atividade tirosina-quinase deficiente (Jurkat.BCR-ABL/KD); 
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 Tratamento das linhagens HL-60, HL-60.BCR-ABL, Jurkat, Jurkat.BCR-ABL, 

K562, KCL22 e LAMA-84 com o inibidor específico de atividade tirosina-

quinase, mesilato de imatinibe; 

4- Checar se a alteração na expressão intracelular de galectina(s) teria um impacto nos níveis 

extracelulares, no soro de pacientes com LMC nas fases crônica, acelerada e blástica, 

assim como nos pacientes que apresentaram resposta citogenética completa e aqueles com 

resistência secundária ao tratamento com mesilato de imatinibe para; 

5- Avaliar se existe relação entre expressão da(s) galectina(s) modulada(s) por BCR-ABL e 

sobrevida global de pacientes com LMC na fase avançada da doença; 

6- Verificar o efeito do silenciamento da(s) galectina(s) modulada(s) por BCR-ABL na 

linhagem BCR-ABL+ K562, no crescimento tumoral in vivo e na proliferação in vitro 

pelo silenciamento da expressão gênica específica pela técnica de RNA de interferência 

(RNAi); 

 

 

 

 

 

 



 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MMaatteerriiaaiiss  ee  MMééttooddooss  
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33  CCaassuuííssttiiccaa,,  MMaatteerriiaaiiss  ee  MMééttooddooss  

33..11  SSuujjeeiittooss  ddee  PPeessqquuiissaa  

33..11..11  AApprroovvaaççããoo  ddoo  CCoommiittêê  ddee  ÉÉttiiccaa  eemm  PPeessqquuiissaa  ccoomm  SSeerreess  HHuummaannooss  

Este projeto de Doutorado intitulado “Expressão das galectinas 1 e 3 e suas 

conseqüências biológicas na Leucemia Mielóide Crônica” foi submetido ao Comitê de Ética 

em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo, tendo sido aprovado em 25/08/08, sob o número 854 do Comitê de Ética em 

Pesquisa.  

As amostras utilizadas de pacientes com LMC pertencem ao banco de amostras 

biológicas referentes aos projetos de pesquisa intitulados “Análise de expressão Gênica 

Global de linhagens BCR-ABL: “Investigação de possíveis alvos terapêuticos e marcadores 

de prognóstico em leucemias Ph positivas”; “Controle da expressão de OSM, TRAIL, FAIM 

e NIPA pelo oncogene BCR-ABL”; “Regulação da expressão gênica diferencial de HSH2D, 

WAS, TRIF, SH2D2A E ASH2L em células BCR-ABL positivas e conseqüências biológicas 

dessa regulação na LMC” e “Regulação da expressão de SH3BGRL2, D53, PRAME, DAP12 

e calcineurina A-beta por BCR-ABL e conseqüências biológicas dessa regulação na LMC” . 

Todos os projetos supracitados e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido foram 

aprovados pelos Comitês de Ética da Sociedade Beneficente Israelita e Brasileira Hospital 

Albert Einstein, do Hospital Brigadeiro, do Hospital Santa Marcelina e do Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo.  

 

33..11..22  CCrriittéérriiooss  ddee  IInncclluussããoo  ee  EExxcclluussããoo  ddooss  ssuujjeeiittooss  ddee  ppeessqquuiissaa  nnoo  eessttuuddoo  

As amostras dos pacientes com Leucemia Mielóide Crônica nas diferentes fases da 

doença foram coletadas no Centro Oncológico do Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE), 

no Hospital Brigadeiro e no Hospital Santa Marcelina, todos localizados na cidade de São 

Paulo, Brasil. A seleção dos indivíduos controle, por outro lado, ocorreu no Instituto de 
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Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, pareando as idades dos indivíduos 

saudáveis e pacientes com LMC. 

A inclusão dos pacientes com LMC, no presente estudo, obedeceu aos seguintes 

critérios: resultado positivo para cromossomo Philadelphia por citogenética e/ou presença do 

neogene BCR-ABL detectado por biologia molecular em exames de diagnóstico feitos pelos 

laboratórios dos hospitais aos quais os pacientes foram admitidos.  

Os pacientes e os indivíduos saudáveis que possuíam quaisquer outras doenças de base 

no momento da colheita que não fosse a LMC, no caso dos pacientes, foram excluídos deste 

estudo. 

 

33..11..33  CCrriittéérriiooss  ppaarraa  CCllaassssiiffiiccaaççããoo  ddaass  FFaasseess  ddaa  LLMMCC  

Os pacientes com LMC foram classificados na fase crônica, acelerada ou blástica de 

acordo com os critérios estabelecidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS), descritos 

na seção 1.1.1 deste trabalho e resumidos na tabela 5 (VARDIMAN et al., 2002).  

Tabela 5- Critério para classificação da fase crônica da doença 

 

FONTE: Adaptada de Baccarani M. et al., 2006  
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33..11..44  CCrriittéérriiooss  ddee  ddeeffiinniiççããoo  ddee  rreessppoossttaa  aaoo  ttrraattaammeennttoo    

Neste estudo, foram analisadas amostras de pacientes que após o tratamento com 

mesilato de imatinibe atingiram resposta citogenética completa (RCC), ou seja, apresentavam 

0% de células Ph+ na medula óssea representando o grupo de pacientes RCC e outras 

amostras cujos pacientes desenvolveram resistência secundária ao tratamento, denominados 

R-MI (Resistentes ao Mesilato de Imatinibe).  

 

33..11..55  CCaarraacctteerrííssttiiccaass  ccllíínniiccoo--llaabboorraattoorriiaaiiss  ee  ddeemmooggrrááffiiccaass  ddooss  ppaacciieenntteess  ccoomm  
LLMMCC  

A fim de verificar se a expressão de galectina-1 era modulada por BCR-ABL nas 

amostras de pacientes, foram avaliadas 75 amostras provenientes de 70 sujeitos de pesquisa 

cujas características clínicas no momento do diagnóstico estão representadas na tabela S1 do 

anexo F. As 75 amostras incluem 26 pacientes na fase crônica (FC), 12 na fase acelerada 

(FA), oito (8) na fase blástica, seis (6) pacientes que apresentaram resistência ao tratamento 

com mesilato de imatinibe (R-MI), onze (11) que obtiveram resposta citogenética completa 

(RCC) após tratamento com MI e 12 indivíduos saudáveis como controle (Cont). 

O motivo pelo qual o número de amostras é superior ao número de pacientes é devido 

à coleta de amostras de cinco (5) pacientes em duas fases diferentes da doença (Tabela 6).  

Tabela 6- Número de pacientes cujas amostras foram coletadas em mais de uma fase. 

 
FC: Fase Crônica, RCC: Resposta Citogenética Completa, FB: Fase Blástica, R-MI: Resistente ao Mesilato de 
Imatinibe, FA: Fase Acelerada. 

Uma análise descritiva do sexo e idade dos pacientes com LMC e dos indivíduos 

saudáveis foi elaborada (Tabela 7).  
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Tabela 7-Análise descritiva do sexo e idade dos pacientes portadores da LMC e indivíduos saudáveis 
utilizados como controle.  

 
LMC: Leucemia Mielóide Crônica. Cont: Controle, f: freqüência, DP: Desvio Padrão. Masc: Masculino. Fem: 

Feminino. 
 

A mediana da idade dos pacientes estudados foi de 46 anos, variando de 16 a 77 anos 

e a dos indivíduos saudáveis foi de 42 anos, variando de 26 a 56 anos. Aproximadamente 

metade dos pacientes é do sexo masculino (Tabela 7). 

Além disso, dados clínico-laboratoriais detectados no hemograma realizado no 

diagnóstico e que constavam no prontuário dos pacientes foram analisados (Tabela 8). 

Tabela 8- Descrição das características clínico-laboratoriais ao diagnóstico dos pacientes com LMC. 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, o quadro de anemia é considerado quando 

a concentração de Hb é menor do que 12 g/dL, leucocitose quando o número de leucócitos/µL 

é maior do que 10000 e plaquetopenia quando o número de plaquetas é menor do que 

150000/µL. Sendo assim, a análise desses parâmetros indicou que todos os pacientes com 

LMC apresentaram uma leucocitose variando de 24000-770000 leucócitos/µL, 69% dos 

pacientes apresentaram anemia, 90% tinham esplenomegalia, mas apenas 8,6 % destes 

apresentaram plaquetopenia (Tabela 8). 
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33..11..66  ÍÍnnddiiccee  ddee  SSookkaall  

A fórmula do índice de Sokal foi utilizada para calcular o prognóstico, risco de 

evolução da doença para fases avançadas. O cálculo desse índice considera os seguintes 

parâmetros: idade do paciente (anos), tamanho do baço (distância máxima da margem costal, 

em cm), concentração de plaquetas (x109/L) e blastos no sangue periférico (%). 

Risco Relativo=EXP(0,0016(idade-43,4)+0,0345(tamanho do baço-7,51) + 

0,188[(plaquetas/700)2-0,563)+0,0887(blastos-2,1) 

 

33..11..77  CCoonnssttrruuççããoo  ddaa  ccuurrvvaa  ddee  ssoobbrreevviiddaa  gglloobbaall  

No intuito de verificar se a expressão de LGALS1 teria algum impacto na sobrevida 

global dos pacientes nas fases avançadas da LMC, o primeiro passo consistiu em definir uma 

população mais homogênea que seria estudada. Desta forma, os pacientes da fase acelerada e 

fase blástica foram unificados em um novo grupo que constituiu a Fase Avançada (FAV) da 

LMC. Somando os pacientes da fase acelerada e blástica, este estudo continha 20 amostras de 

pacientes. No entanto, foi descartado o dado da amostra do paciente que fora analisado duas 

vezes no estudo, com amostras das fases acelerada e blástica (descartando o da fase 

acelerada). Sendo assim, a análise foi baseada nos dados de 19 pacientes. 

O tempo de sobrevida global dos pacientes foi calculado a partir da data da aceleração 

da doença até o óbito do sujeito de pesquisa ou até a última data de análise dos dados no caso 

dos pacientes vivos.  

Com o auxílio do programa GraphPad Prism (versão 5,0), foram determinados os 

percentis 25 e 75 da expressão de LGALS1 desses pacientes. Aqueles que possuíam valores 

abaixo do percentil 25%, entre 25-75% e acima do percentil 75% foram considerados 

respectivamente, indivíduos com expressão “Baixa”, “Média” e “Alta” de LGALS1. Após a 

definição desses três grupos, a curva de sobrevida global foi obtida pelo método de Kaplan-

Meier, utilizando o programa GraphPad Prism (versão 5,0) e os grupos comparados pelo teste 

de log-rank.  
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33..22  LLiinnhhaaggeennss  cceelluullaarreess  

Neste trabalho foram utilizadas linhagens celulares derivadas de pacientes com 

leucemia mielóide aguda (LMA) e leucemia linfocítica aguda (LLA) e leucemia mielóide 

crônica (LMC), entre outras listadas abaixo.  

Além disso, algumas linhagens BCR-ABL negativas foram infectadas com plasmídeo 

contendo esse gene e passando, portanto, a expressar o BCR-ABL selvagem ou mutado de 

acordo com a construção de BCR-ABL utilizada. Nesta relação estão inclusas também as 

linhagens deficientes em galectina-1 obtidas por meio da infecção com retrovírus contendo 

plasmídeos que expressam diferentes construções de “short hairpin RNA” (shRNA) para 

LGALS1. 

Relação das linhagens celulares empregadas no desenvolvimento do presente estudo: 

 Phoenix™ Ampho: linhagem empacotadora de segunda geração, derivada de células 

HEK-293T provenientes de células embrionárias humanas de rim transformadas com 

o adenovírus E1a que contém o antígeno T termosensível e foi co-selecionada com 

neomicina. Linhagem gentilmente cedida pelo Dr. Gary Nolan (Stanford University, 

Palo Alto, CA, USA); 

 CEM: linhagem derivada de linfócitos T de paciente com leucemia linfoblástica aguda 

(LLA), BCR-ABL negativa (ATCC n° CCL-119); 

 HL-60: linhagem derivada de paciente com leucemia pró-mielocítica aguda (LMA), 

BCR-ABL negativa (ATCC n° CCL-240); 

 HL-60.vetor e HL-60.BCR-ABL (HL-60.BA): linhagem obtida a partir da HL-60 

transduzida com retrovírus contendo os plasmídeos pSRαMSVtkneo e 

pSRαMSVtkneo.BCR-ABL;  

 Jurkat: linhagem derivada de linfócitos T de paciente com leucemia linfoblástica 

aguda (LLA), BCR-ABL negativa (ATCC n° TIB-152); 

 Jurkat.vetor, Jurkat.BCR-ABL (Jurkat.BA), Jurkat.BA/KD: linhagem obtida em nosso 

laboratório, a partir de células Jurkat transduzidas com retrovírus contendo 
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respectivamente os plasmídeos pSRαMSV.tkneo, pSRαMSVp185BCR-ABLtkneo e 

pSRαMSVp185BCR-ABL/K671Rtkneo; 

 K562: linhagem derivada de paciente com eritroleucemia (LMC), BCR-ABL positiva 

(ATCC n° CCL-243); 

 K562.MLP (vetor), K562.shLGALS1-208, K562.shLGALS1-115, K562.shLGALS1-

467 e K562.shLGALS1-391: linhagens obtidas neste trabalho, a partir de células K562 

transduzidas com retrovírus contendo respectivamente, os plasmídeos pMSCV-MLP, 

pMSCV-MLPshLGALS1-208, pMSCV-MLPshLGALS1-115, pMSCV-

MLPshLGALS1-467, pMSCV-MLPshLGALS1-391 (plasmídeos descritos na seção 

3.16.1); 

 KCL22: linhagem derivada de paciente com LMC, na crise blástica, BCR-ABL 

positiva, gentilmente cedida pelo Dr. Owen Witte (University of California, Los 

Angeles, USA);  

 LAMA-84: linhagem derivada de paciente com LMC, BCR-ABL positiva, 

gentilmente cedido pelo Dr. James Griffin (Dana-Farber Cancer Institute, MA, USA); 

 Ton.B210.1: linhagem hematopoética murina com expressão condicional de BCR-

ABL, dependente de tetraciclina (KLUCHER et al., 1998), gentilmente cedida pelo 

Dr.  

 

33..33  VVeettoorr  

A fim de promover a expressão ou o silenciamento de proteínas nas linhagens 

celulares utilizadas neste trabalho, foram utilizadas as seguintes construções retrovirais: 

pMSCV-LTRmiR30-PIG (pMLP): Plasmídeo retroviral bicistrônico contendo IRES 

(ïnternal ribosome entry site”) derivado do vírus murino de célula tronco (MSCV, “Murine 

Stem Cell Vírus”) que permite a expressão, a partir do mesmo transcrito, de GFP e da 

construção de shRNAmir específica. Este vetor foi desenvolvido no laboratório do Dr. Lowe 

e promove a inibição eficiente do gene de interesse com apenas uma cópia simples no 

genoma. Este vetor, capaz de inibir de forma eficiente o gene de interesse com apenas uma 
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cópia simples no genoma, foi desenvolvido pelo laboratório do Dr. Lowe. Além disso, este 

plasmídeo contém os genes de resistência a ampicilina e puromicina (Figuras 7A e B).  

Este vetor foi utilizado como “backbone” para as construções de shRNAmiR 

específicas para LGALS1 descritas na seção 3.16.1. 

 
Figura 7 - Vetor vazio pMLP. A) Mapa de restrição do vetor vazio pMLP. B) Representação esquemática 

do vetor pMLP, mostrando o promotor retroviral LTR (“Long Terminal Repeats”, a 
seqüência Ψ de empacotamento, promotor da enzima fosfoglicerato quinase (PGK), PURO: 
gene de resistência a puromicina. 

 

33..44  CCaammuunnddoonnggooss  

Neste trabalho, foram utilizados camundongos BALB/c nude machos, singênicos, com 

idade entre 4-8 semanas provenientes do Biotério de Criação do Instituto de Pesquisas 

Energéticas e Nucleares (IPEN). Os animais foram mantidos de acordo com os Princípios 

Éticos em Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal. O protocolo de pesquisa foi aprovado sob n° 98, nas folhas 61 do livro 02, pela 

Comissão de Ética em Experimentação Animal em 19/11/2008. 
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33..55  CCuullttiivvoo  CCeelluullaarr  

As células que proliferam em suspensão (todas, exceto a Phoenix™ Ampho) foram 

mantidas em meio RPMI-1640 completo (Life Technologies, INC., USA). Por outro lado, as 

células aderentes foram cultivadas em meio DMEM completo (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Médium”, Life Technologies, INC., USA). Nos dois casos, o meio foi suplementado com 2,0 

g/L de bicarbonato de sódio, 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamina, 100 U/ mL penicilina, 100 

μg/mL sulfato de estreptomicina (Life Techonologies, Inc., USA) e 10% de soro fetal bovino 

(Life Technologies, Inc., USA). As células foram mantidas em incubadoras umidificadas na 

temperatura de 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO2 (Forma Scientific). O repique foi 

efetuado a cada 2 ou 3 dias para que as células fossem mantidas em densidade de 1x105-

1x106/mL. 

 

33..66  CCoolleettaa  ee  iissoollaammeennttoo  ddee  ccéélluullaass  mmoonnoonnuucclleeaarreess  ddee  ssaanngguuee  
ppeerriifféérriiccoo  

Vinte mililitros do sangue periférico de todos os sujeitos de pesquisa foi coletado em 

tubos contendo o anticoagulante EDTA.  

As amostras de sangue dos sujeitos de pesquisa foram centrifugados a 500 x g por 15 

min a 4 °C e posteriormente, o plasma foi transferido para outro tubo. O plasma foi 

armazenado a -80 °C, para posterior análise.  

As células mononucleares do sangue foram separadas pelo protocolo padrão de 

densidade por gradiente de Ficoll-Hypaque 1,077 (BOYUM, 1976). A viabilidade celular foi 

avaliada por exclusão de Azul de Tripan. De acordo com o número de células obtidas, uma 

parte das células foi estocada em Trizol e tampão de amostra de “Western Blot” de acordo 

com os protocolos descritos nas seções 3.6 e 3.10 para realização dos ensaios de quantificação 

gênica e protéica respectivamente. 

 



 

   84 

 

33..77  EExxttrraaççããoo  ddee  RRNNAA  

A extração do RNA total das linhagens celulares e células de pacientes foi realizada 

pelo método do Trizol, de acordo com protocolo do fabricante (Invitrogen Life Technologies). 

Resumidamente, 5x106 células foram lisadas com 0,5 mL de Trizol e incubadas por 5 min a 

temperatura ambiente (TA), em seguida, foi adicionado 0,1 mL de clorofórmio e os 

microtubos foram agitados vigorosamente por 15 s, e incubados por 2-5 min. Após a 

separação da fase aquosa por centrifugação a 12000 x g a 4° C por 15 min, o RNA contido na 

fase aquosa foi precipitado com 0,25 mL de isopropanol, por 10 min a TA, e centrifugação a 

12000 x g a 4 °C, por 10 min. Ao final da centrifugação, o sobrenadante foi retirado e o RNA 

lavado com 0,5 mL de etanol 75%, centrifugado a 7500 x g a 4 °C, por 5 min. Por último, 

após remoção do sobrenadante, o RNA obtido foi ressuspenso em 20-30 μL de água livre de 

RNAses para ser utilizado na quantificação e síntese de cDNA. 

 

33..88  QQuuaannttiiffiiccaaççããoo  ddee  DDNNAA  ee  RRNNAA  

A concentração de DNA ou RNA da amostra foi verificada pela absorção de luz Ultra 

Violeta analisada pelo espectrofotômetro, nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. As 

bases nitrogenadas dos nucleotídeos têm absorção máxima em 260 nm e as proteínas têm 

absorção máxima em 280 nm, devido aos resíduos de triptofano. Desta forma, numa amostra 

que contém tanto DNA quanto RNA, a absorbância a 280 nm fornece uma estimativa da 

contaminação da amostra com proteína. A relação da absorbância 260nm/280 nm indica a 

pureza da amostra e deve ficar entre 1,65 e 1,85 para atestar boa qualidade. 

O cálculo foi realizado a partir da seguinte fórmula: 

Concentração de DNA (µg/ml) = (DO 260) x (fator de diluição) x (50 µg DNA/ml)/(1 

unidade de DO 260) 

Concentração de RNA (µg/ml) = (DO 260) x (fator de diluição) x (40 µg RNA/ml)/(1 

unidade de DO280) 
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33..99  SSíínntteessee  ddee  ccDDNNAA  

Três microgramas (3 µg) de RNA total foram utilizadas para obtenção do cDNA, 

utilizando-se kit de transcriptase reversa Superscript III (Invitrogen) de acordo com protocolo 

do fabricante. Para verificação da qualidade do cDNA sintetizado, foi feita a reação de RT-

PCR para β-ACTINA.  

33..1100  PPCCRR  eemm  tteemmppoo  rreeaall  

Para avaliar a expressão dos genes LGALS1 e LGALS3 nas amostras de cDNA das 

linhagens celulares, oligonucleotídeos (“primers”) específicos foram desenhados para 

amplificar estes genes nas amostras por meio da técnica de PCR em tempo real. Os “primers” 

utilizados foram: 

LGALS1 (forward)  GAG TGC GAG GCG AAG TGG CT 

LGALS1 (reverse)  CCC CGC CGT CCT TGC TGT T 

LGALS3 (forward)  CTG GCG CAT GGG GGA ACC A 

LGALS3 (reverse)  CCG GGG GCA CTT GGC TGT C 

GAPDH (forward)  GGA GAA GGC TGG GGC TCA T 

GAPDH (reverse)                   GTC CTT CCA CGA TAC CAA AGT T 

β-ACTINA (forward)  GTG GGC ATG GGT CAG AAG 

β- ACTINA (reverse)  GGC CAT CTC TTG CTC GAA 

Como controle endógeno foi amplificado o gene GAPDH de expressão constitutiva 

(“housekeeping genes”). A amplificação em tempo real foi realizada utilizando-se o Kit 

comercial Quantitect SyBRGreen (Qiagen) e aparelho ABI PRISM 7000 (Applied 

Biosystems). Os resultados foram relatados por expressão relativa entre o gene de interesse e 

o GAPDH. 
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33..1111  ““SSDDSS  PPAAGGEE””  ee  ““WWeesstteerrnn  BBlloott””    

Amostras contendo 1x106 células foram centrifugadas a 210 x g por 5 minutos a 4 °C 

e ressuspensas em 80 µL de tampão de amostra (Tris Cl 50mM, pH 6,8; SDS 2%; Glicerol 

10%; β-mercaptoetanol 2,5%) para serem aquecidas a 100°C por 5 minutos e resfriadas 

rapidamente, sendo mantidas no gelo até o momento da aplicação ou estocadas a -20°C para 

posterior utilização. Foram preparados géis com diferentes concentrações (15-10%) de acordo 

com o peso molecular da proteína analisada e foram aplicados 10-20 µg de amostra em cada 

poço do gel. As proteínas foram separadas utilizando uma voltagem contínua de 100 V. Ao 

término da corrida das amostras, as proteínas foram transferidas do gel para a membrana de 

PVDF de 0,45 µm (Pierce) em amperagem contínua de 0,45 mA de por 1hora e 30 minutos. 

Em seguida a membrana foi colocada em uma solução de bloqueio TBS-Tween (150 mM 

NaCl, 50 mM Tris-Cl pH=7,5, 0,05% Tween-20, 5% de leite desnatado, 0,01% azida sódica) 

por duas horas. Após esse período, as membranas foram marcadas com os anticorpos 

primários específicos (diluídos em leite desnatado 5%) por uma hora, lavadas com TBS-

Tween para em seguida serem marcadas com o anticorpo secundário acoplado à peroxidase. 

Novamente a lavagem das membranas foi realizada e após esse período, o excesso de TBS-

Tween foi retirado e as membranas incubadas em solução de ECL (Amersham Pharmacia 

Biotech) para que o sinal de quimioluminescência fosse detectado pela exposição rápida de 

filmes auto-radiográficos X-OMAT-LS (Kodak, co). 

 

33..1122  QQuuaannttiiffiiccaaççããoo  ddee  pprrootteeíínnaass  

A concentração protéica das amostras de lisado celular foi determinada usando o 

reagente “BIO-RAD Protein Assay” de acordo com o protocolo do fabricante. O princípio do 

método baseia-se no método de Bradford no qual a adição de um corante ácido às amostras 

leva a uma mudança da coloração de acordo com a concentração de proteína presente. Esta 

coloração é analisada no comprimento de onda de 595 nm.  

Diluições seriadas das amostras foram comparadas à curva-padrão realizada a partir de 

diluições da albumina bovina em diferentes concentrações conhecidas e ressuspensas em 

tampão de amostra.  
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33..1133  TTrraattaammeennttoo  ccoomm  ddooxxiicciicclliinnaa  

Para a indução da expressão de BCR-ABL nas células Ton.B210.1 com expressão 

condicional desse gene, as células foram tratadas por 12 e 24 horas com doxiciclina na 

concentração de 2µg/mL. 

 

33..1144  TTrraattaammeennttoo  ddaass  lliinnhhaaggeennss  cceelluullaarreess  ccoomm  SSTTII557711  

As linhagens celulares HL-60, HL-60.BCR-ABL, Jurkat, Jurkat BCR-ABL, K562, 

KCL22 e LAMA-84 foram tratadas com mesilato de imatinibe na concentração de 0,1-10 µM 

por 12 e 24 horas para verificar se a expressão de galectina-1 era modificada com esse 

tratamento. 

 

33..1155  DDoossaaggeemm  ddaa  ccoonncceennttrraaççããoo  ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  ppoorr  EELLIISSAA  

A concentração plasmática de galectina-1 foi mensurada pelo método de ELISA 

(“Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”) de captura realizado em placas de poliestireno de 

96 poços (Corning, Corning, NY). O ELISA de captura foi configurado no formato de 

sanduíche como descrito por BURGER et al., 2004. 

Em linhas gerais, o fundo da placa foi revestido com anticorpos policlonais de galinha 

anti-galectina-1, purificados por afinidade, que foram utilizados para capturar a galectina-1 

presente no plasma dos pacientes. Já os anticorpos policlonais de coelho contra galectina-1 

foram utilizados, purificados por afinidade, para detectar esta lectina. Estes anticorpos foram 

produzidos no laboratório do Dr. Richard D. Cummings e gentilmente cedidos pelo Dr. 

Marcelo Dias-Baruffi. O plasma obtido dos pacientes foi centrifugado previamente ao uso e 

adicionado as placas, sendo incubadas por 16 horas, a 4°C, com 100 μL de anticorpos de 

galinha anti- galectina-1 a 10 μg/mL. Ao final deste período, e após cada procedimento, as 

placas foram lavadas três vezes com PBS 0,1% Tween-20. Em seguida, as placas foram 

bloqueadas com gelatina 3% em PBS por duas horas a temperatura ambiente (TA). Depois 
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desta lavagem com PBS, as amostras de plasma foram incubadas por uma hora a TA. A 

seguir, o anticorpo de Coelho, anti-galectina-1 humana foi adicionado na concentração de 10 

μg/mL e as placas incubadas por mais uma hora a TA. Anticorpos de cabra anti-IgG de coelho 

conjugado a fosfatase alcalina (10 μg/mL) foram adicionados aos poços e as placas incubadas 

por 1 hora a TA. Por último, a reação colorimétrica foi detectada com a adição de substrato 

para a fosfatase (1 mg/mL p-nitrofenilfosfato em MgCl20,001 M e Na2CO3 0,05 M, pH 9.8) e 

incubada por 30 minutos a TA. A leitura das placas foi realizada no leitor de placas a 405 nm 

(Emax micro plate reader; Molecular Devices). Amostras de um “pool” de plasmas 

provenientes de indivíduos saudáveis com ou sem galectina-1 recombinante (2µg) foi 

utilizada como controle negativo e positivo. 

 

33..1166  OObbtteennççããoo  ddooss  ppllaassmmííddeeooss  ccoonntteennddoo  sshhRRNNAA  

33..1166..11  DDeesseennhhoo  ddoo  sshhRRNNAA  

O primeiro passo para obter um plasmídeo contendo shRNA foi o desenho das 

seqüências de siRNA específicos de acordo com o protocolo 2 descrito pelo fabricante. DE 

forma resumida, quatro seqüências de RNA de interferência foram desenhadas utilizando a 

ferramenta disponível na página:  

http://www.biopredsi.org/start.html.  

BIOPREDsi é um algoritmo baseado em inteligência artificial que prediz de forma 

computadorizada, seqüências de siRNA de 21 nucleotídeos (21-nt) que apresentam 

capacidade de silenciamento ótimo para um determinado gene. Os critérios de especificidade 

foram definidos por meio de análise sistemática de 200 siRNAs mutados testados para a sua 

eficiência de silenciamento (HUESKEN et al., 2005). Assim, ao obter as seqüências 

específicas da base BIOPREDsi, as bases “U”s foram substituídas por “T”s e foi feito o 

complemento reverso. A seguir, foi utilizada outra ferramenta disponível na internet para 

obter, os shRNA contendo as seqüências de siRNA obtidas. Esta ferramenta foi desenvolvida 

no laboratório do Dr. Gregory Hannon, em CSHL, e está hospedada na página: 

http://katahdin.cshl.org:9331/homepage/siRNA/RNAi.cgi?type=shRRNA 
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Ao clicar nessa página, foi selecionada a opção shRNA psm2 Design e opção humana, 

e depois de clicar no botão NEXT, foi selecionada a opção 21mer (Figura 8A) e por último 

são inseridas uma a uma, as quatro seqüências de 21-nt obtidas pelo programa BIOPREDsi e 

o número de acesso do gene de acordo com o CDS (Figura 8B). Os oligonucleotídeos obtidos 

foram processados a fim de conseguir um que fosse o complemento reverso e foi colocada a 

seqüência de bases correspondentes aos sítios de restrição para as enzimas EcoRI e XhoI. 

Cada oligonucleotídeo gerado no final tem 110 pb que foram checadas quanto ao tamanho e 

presença de extremidades adesivas. 

 

Figura 8 - Páginas acessadas do RNAi Central. Esta ferramenta elaborada pelo grupo do Dr. Hannon de 
CSHL para desenho de shRNA. A) Página obtida ao selecionar as opções de shRNA_psm2, 
para gene humano, e obtenção de quarto oligonucleotídeos. B) Página obtida ao selecionar a 
forma disponível da seqüência de RNAi.  

 

De acordo com este protocolo, foram obtidos quatro pares de oligonucleotídeos 

contendo os shRNA para LGALS1, citados a seguir:  
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shlgals1-208

O lig o1 :  

T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G C C A C C A T C G T G T G C A A C A G C A A T A G T G
A A G C C A C A G A T G T A T T G C TG T T G C A C A C G A T G G T G T T G C C T A C T G C C T C G G  

O lig o2 :  

shlgals1-115
T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G C C G C C A G C A A C C T G A A T C T C A A T A G T G
A A G C C A C A G A T G T A T T G A G A T T C A G G T T G C T G G C G A T G C C T A C T G C C T C G G  

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A T C G C C A G C A A C C T G A A TC T C A A TA C A T C T G T G G C T T C A C T A
T T G A G A T T C A G G T T G C T G G C G G C G C T C A C T G TC A A C A G C A A TA T A C C T TC  

shlgals1-467
T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G C G A C G G T G A C T T C A A G A T C A A A T A G T G
A A G C C A C A G A T G TA T T T G A T C T T G A A G T C A C C G T C A T G C C TA C T G C C TC G G  

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A T G A C G G T G A C T T C A A G A T C A A A T A C A TC T G T G G C T T C A C T A
T T T G A T C T T G A A G T C A C C G T C G C G C TC A C TG T C A A C A G C A A T A TA C C T T C  

T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G A C G T C A A G C T G C C A G A T G G A T A T A G TG
A A G C C A C A G A T G T A T A T C C A T C T G G C A G C TT G A C G G T G C C T A C T G C C T C G G  

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A C C G T C A A G C T G C C A G A T G G A T A T A C A T C T G T G G C T T C A C T
A T A TC C A T C T G G C A G C T T G A C G TC G C T C A C T G T C A A C A G C A A T A T A C C T T C  

shlgals1-391

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A A C A C C A T C G T G T G C A A C A G C A A T A C A T C T G T G G C T T C A C T
A T T G C T G TT G C A C A C G A T G G T G G C G C TC A C T G T C A A C A G C A A T A T A C C T T C  

shlgals1-208

O lig o1 :  

T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G C C A C C A T C G T G T G C A A C A G C A A T A G T G
A A G C C A C A G A T G T A T T G C TG T T G C A C A C G A T G G T G T T G C C T A C T G C C T C G G  

O lig o2 :  

shlgals1-115
T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G C C G C C A G C A A C C T G A A T C T C A A T A G T G
A A G C C A C A G A T G T A T T G A G A T T C A G G T T G C T G G C G A T G C C T A C T G C C T C G G  

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A T C G C C A G C A A C C T G A A TC T C A A TA C A T C T G T G G C T T C A C T A
T T G A G A T T C A G G T T G C T G G C G G C G C T C A C T G TC A A C A G C A A TA T A C C T TC  

shlgals1-467
T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G C G A C G G T G A C T T C A A G A T C A A A T A G T G
A A G C C A C A G A T G TA T T T G A T C T T G A A G T C A C C G T C A T G C C TA C T G C C TC G G  

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A T G A C G G T G A C T T C A A G A T C A A A T A C A TC T G T G G C T T C A C T A
T T T G A T C T T G A A G T C A C C G T C G C G C TC A C TG T C A A C A G C A A T A TA C C T T C  

T C G A G A A G G T A TA T T G C T G T T G A C A G T G A G C G A C G T C A A G C T G C C A G A T G G A T A T A G TG
A A G C C A C A G A T G T A T A T C C A T C T G G C A G C TT G A C G G T G C C T A C T G C C T C G G  

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A C C G T C A A G C T G C C A G A T G G A T A T A C A T C T G T G G C T T C A C T
A T A TC C A T C T G G C A G C T T G A C G TC G C T C A C T G T C A A C A G C A A T A T A C C T T C  

shlgals1-391

A A T TC C G A G G C A G T A G G C A A C A C C A T C G T G T G C A A C A G C A A T A C A T C T G T G G C T T C A C T
A T T G C T G TT G C A C A C G A T G G T G G C G C TC A C T G T C A A C A G C A A T A T A C C T T C  

 

 

33..1166..22  AAnneellaammeennttoo  ddooss  oolliiggoonnuucclleeoottííddeeooss    

Os oligonucleotídeos, comprados da empresa Sigma foram ressuspensos em H2O 

duplamente destilada (H2Odd), em concentração idêntica. Os pares de oligonucleotídeos 1 e 2 

de cada shRNA foram anelados por reação de PCR para formar o shRNAmiR. O tampão de 

anelamento concentrado 5 X continha acetato de potássio a 500 mM, HEPES-KOH a 150 mM 

(pH 7.4) e acetato de magnésio a 10 mM. Uma alíquota dos pares de oligonucleotídeos foi 

ressuspensa no tampão de anelamento e incubada por 5 min no termociclador a 95°C, 10 min 

a 80 °C e por último 5-7 horas 80 °C a 4 °C (-0.5°C a cada 2,5 min). 

 

33..1166..33  DDiiggeessttããoo  eennzziimmááttiiccaa  

As digestões enzimáticas para clonagem ou para verificação dos plasmídeos utilizados 

foram feitas de acordo com protocolo do fabricante (New England, Biolabs). Em geral, as 

digestões foram feitas por 1 hora a 37 °C no volume final de 50 μL contendo 10 μg de DNA, 

shRNAXhoI EcoRI
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1 unidade de enzima e tampão de digestão (específico para cada enzima) diluído 1X. 

Eventualmente as digestões foram feitas por 12 horas a 37 °C. 

 

33..1166..44  LLiiggaaççããoo  

Os oligonucleotídeos anelados foram diluídos 1:10 em H2Odd ou EB (Qiagen). Os 

oligonucleotídeos não diluídos foram estocados a -20°C. A ligação foi realizada com 2 µL do 

vetor digerido com XhoI/EcoRI (50-200 ng) (New England Biolabs Ltda), 2 µL do 

oligonucleotídeoanelado, 14 µL de H2O e incubados a 45-55 °C por 5 min. Em seguida, foi 

adicionada a esta reação, 2 µL de tampão de ligação 10x, 1 µl de ATP 10 mM e 1 µl T4 DNA 

Ligase (New England Biolabs Ltda). 

 

33..1166..55  PPrreeppaarroo  ddee  bbaaccttéérriiaass  ccoommppeetteenntteess  

Foram utilizadas bactérias Escherichia Coli das cepas DH10.B (Eppendorf; Hamburg, 

Germany) e One Shot®TOP10 (Invitrogen,CA, USA) para fazer as propagações dos 

plasmídeos. De acordo com protocolos pré-estabelecidos (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 

1989) foram feitos pré-inóculos a partir de uma única colônia obtida de placas de cultura, em 

3 mL de meio líquido SOB (2% peptona, 0,5% extrato de levedura, 8,56 mM NaCl, 250 mM 

KCl, pH=7,0). Estes pré-inóculos foram mantidos sob agitação constante (300 rpm) a 37 °C 

pro 16-18 horas. Após este período, 1/20 dessa suspensão foi transferida para 50 mL de meio 

líquido SOB, incubados sob agitação constante (300 rpm) por 4 a 4 horas. Antes da densidade 

óptica (D.O.) atingir o valor de 0,6, as células foram transferidas para o gelo onde foram 

incubadas por 15 minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 1000 x g por 12 min a 4 °C. O 

precipitado foi ressuspenso em 10 mL de solução RFI pH=8,0 (100 mM RbCI, 50 mM 

MnCL2, 30 mM C2H3KO2, 10 mM CaCl e 15% de glicerol), permanecendo em repouso, no 

gelo, por 15 min. Em seguida, foram novamente centrifugadas e o precipitado foi ressuspenso 

em 2 mL de RFII pH=6,8 (100 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM CaCl2 e 15% de glicerol). 

Finalmente, as bactérias foram congeladas no N2 líquido e estocadas em alíquotas a -80 °C. 
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33..1166..66  TTrraannssffoorrmmaaççããoo  bbaacctteerriiaannaa  

As bactérias One Shot®TOP10 ou DH10B foram transformadas pelo método rápido 

do choque térmico. Antes de realizar a transformação, o microtubo contendo o plasmídeo foi 

centrifugado brevemente e mantido no gelo. As bactérias competentes (50 µL) foram 

descongeladas em gelo e a elas foi adicionado 1-5 µL do plasmídeo, misturadas 

cuidadosamente e incubadas por 30 minutos no gelo. Em seguida as bactérias foram 

incubadas em banho-maria a 42 °C por exatos 45 segundos e colocadas imediatamente no 

gelo por mais 5 minutos. Por último, 50 µL da suspensão foram plaqueados em placas de Petri 

preparadas com meio sólido LB ágar (meio LB com 1,5 g/L de ágar e 100 µg/mL de 

antibiótico de seleção) e pré-aquecidas a 37 °C. As placas foram mantidas na estufa a 37°C 

por 14-16 horas. 

 

33..1166..77  PPuurriiffiiccaaççããoo  ddee  DDNNAA  ppllaassmmiiddiiaall  

Para a purificação do DNA plasmidial foram utilizadas colunas QIAGEN aplicando o 

protocolo de lise alcalina fornecido pelo fabricante. Em resumo, as bactérias foram 

centrifugadas e o sobrenadante descartado. Logo em seguida, foi adicionada uma solução P1 

(50 mM Tris, 10 mM EDTA e 100 µg/mL de RNAse A) para desestabilizar a membrana das 

bactérias, depois de homogeneizar, foi adicionada a solução P2 (200 mM NaOH, 1% SDS), 

por 5 min a 4 °C, para lisar as células bacterianas. Após esse período, foi adicionada uma 

solução P3, para neutralizar a reação (3 mM de acetato de potássio, pH=5,5) e a mistura foi 

incubada por 10-20 min, no gelo. Para a separação do DNA plasmidial, o lisado bacteriano foi 

centrifugado a 20000 x g, por 30 min a 4 °C e o precipitado descartado. O sobrenadante 

contendo o DNA foi transferido para colunas de resina de sílica para retenção do DNA que foi 

posteriormente, eluído e recuperado pela precipitação com isopropanol 15%. O precipitado foi 

lavado com etanol 70% e centrifugado a 15000 x g por 10 min. Por último, o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado contendo o DNA plasmidial foi ressuspenso em 50 µL de solução 

de TE (10 mM Tris-Cl e 0,1 mM EDTA).  
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33..1166..88  EElleettrrooffoorreessee  ddee  DDNNAA  

Para a verificação da digestão dos plasmídeos e visualização dos produtos de RT-PCR 

foram realizados géis de agarose seguindo protocolo padrão (SAMBROOK et al., 1989). 

Foram preparados géis contendo 2% agarose que foram dissolvidos em tampão tris-acetato-

EDTA (TAE) 0,5X para verificar a digestão dos plasmídeos e 1X (40 mM Tris-base, 0,1% 

ácido acético glacial e 1 mM EDTA) para produtos de RT-PCR. As corridas foram realizadas 

em cubas de eletroforese com voltagem constante (60-100 V). 

 

33..1177  SSiilleenncciiaammeennttoo  ddaa  eexxpprreessssããoo  ggêênniiccaa  ppoorr  RRNNAA  ddee  iinntteerrffeerrêênncciiaa  

Esta técnica consiste em transduzir, nas células, plasmídeos que expressam shRNA 

adaptados de microRNA (shRNAmiR), para os genes de interesse, neste caso, galectina-1. 

Estes microRNAs são transcritos na forma de precursores de microRNAs que contém um 

“stem loop” e são processados no núcleo pela enzima Drosha (RNAse III) (Figura 9).  

 
Figura 9 - Via de RNA de interferência (RNAi). O “small hairpin RNA” (shRNA) é processado pela 

enzima Dicer, formando pequenas fitas de RNA (siRNA), que se associam ao complexo de 
proteínas indutoras de silenciamento de RNA (“RNA-induced silencing protein complex” 
RISC), guiando este complexo ao sítio de seqüência alvo específica para a clivagem do RNAm 
alvo.  
FONTE: Adaptada e traduzida de Rutz e Shefford, 2004.  
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Esta enzima retira o “loop” para formar o pré-miRNA. A seguir, estes pré-miRNA são 

exportados para o citosol aonde são clivados pela enzima Dicer que gera o microRNA maduro 

na foram de RNA de dupla fita. Finalmente, este RNA de dupla fita é aberto pela helicase e 

incorporado ao complexo RISC associado ao RNAm homólogo cuja clivagem tem como 

conseqüência a inibição da expressão do gene de interesse (Figura 9). 

Para a obtenção de linhagens com expressão do shRNAmiR e EGFP, é necessário 

passar pelas etapas de transfecção, infecção, seleção e detecção do EGFP descritas a seguir.  

 

33..1177..11  TTrraannssffeeccççããoo  

As transfecções celulares foram realizadas de acordo com o protocolo de transfecção 

por fosfato de cálcio (SAMBROOK e RUSSELL, 2006). Em linhas gerais, 4x106 as células 

empacotadoras, Phoenix™ Ampho foram plaqueadas 14-16 horas para apresentarem uma 

confluência de 60-80%. Trinta minutos antes da transfecção, foi realizada a troca de meio das 

placas (9 mL). Durante esse período, foi preparado o precipitado. Para tanto, foram separados 

dois tubos para cada plasmídeo a ser transfectado. Em um dos tubos, foram misturados 10-20 

µg de DNA do vetor retroviral, 0,25 mM CaCl2 completando para 500 µL com H2O. No 

outro, foram adicionados 500 µL de tampão HEBS 2X (50 mM BES, 280 mM NaCl, 1.5 mM 

Na2HPO4 (pH 6,95)). Para a formação dos cristais, bolhas foram feitas com o auxílio de um 

pipetador automático no tubo contendo o tampão HEBS e a mistura contendo o plasmídeo de 

interesse foi adicionada gota a gota ao tampão HEBS. Após um período de 30 min, o 

precipitado foi adicionado aos poucos às placas de cultura celular. 

 

33..1177..22  IInnffeeccççããoo  rreettrroovviirraall  

As infecções foram realizadas 48 horas após a transfecção. O sobrenadante viral de 

células Phoenix™ Ampho transfectadas com os plasmídeos contendo as construções de 

shRNAmiR foi filtrado e transferido para células K562. As células K562 foram incubadas por 

12 horas com o sobrenadante viral e após 48 horas foram selecionadas. 
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33..1177..33  SSeelleeççããoo  ccoomm  aannttiibbiióóttiiccoo  

O início da seleção foi feita 48 horas depois da primeira infecção. Nesse momento, 

apenas as células mantidas do repique foram centrifugadas a 240 x g, 5min a 4 °C para 

retirada completa do meio. Em seguida as células foram ressuspensas em meio de cultura 

contendo o antibiótico de seleção, puromicina, na concentração de 2 µg/mL por 48 horas. Ao 

final do tratamento, a porcentagem de células EGFP positivas foi observada por citometria de 

fluxo de microscopia de fluorescência. 

 

33..1177..44  DDeetteeccççããoo  ddee  ccéélluullaass  EEGGFFPP++  ppoorr  mmiiccrroossccooppiiaa  ddee  fflluuoorreessccêênncciiaa  

A aquisição de imagens de imunofluorescência e de campo claro foi observada no 

microscópio invertido Axiovert 400 da Zeiss, equipado para epifluorescência do laboratório 

do Dr. Carlos Menck. Foi utilizado um aumento de 10X.  

 

33..1188  IInnooccuullaaççããoo  ssuubbccuuttâânneeaa  ((sscc))  ddooss  ccaammuunnddoonnggooss  

As células K562.MLP e K562.shLGALS1 mantidas em cultura, foram centrifugadas a 

240 x g, por 5 min, a 4 °C e ressuspensas em PBS 1X gelado. Este procedimento foi repetido 

duas vezes e na última vez, as células foram ressuspensas na concentração de 1x107 

células/100 μL de PBS 1X. Foram inoculadas dez milhões de células K562.MLP e 

K562.shLGALS1-115, subcutaneamente, respectivamente no dorso esquerdo e direito de 

camundongos BALB/c nude anestesiados (Figura 10).  

 
Figura 10 - Esquema de inoculação das células tumorais K562.MLP e K562.shLGALS1. Dez milhões de 

células foram inoculadas no dorso esquerdo e direito respectivamente de camundongos 
BALB/c nude, respectivamente. 
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33..1199  CCaappttuurraa  ddee  iimmaaggeennss  ddiiggiittaaiiss    

Imagens digitais foram capturadas dos camundongos, antes de serem inoculados, nos 

dias em que os tumores foram mensurados e ao final do experimento, foram capturadas com o 

auxílio de uma câmera digital de marca CANON, modelo Power Shot SD1000. 

 

33..2200  AAnnáálliissee  ddoo  ccrreesscciimmeennttoo  ddee  ccéélluullaass  ttuummoorraaiiss  iinn  vviivvoo  

Após a inoculação das células tumorais, o tamanho dos tumores foi mensurado por 

meio de uma fita métrica três vezes por semana. O volume tumoral foi calculado de acordo 

com a fórmula seguinte, descrita anteriormente (SABHERWAL et al., 2006): 

Volume do tumor = 0,52 x (largura) x (largura) x (comprimento)  

Os dados resultantes desse cálculo foram plotados em um gráfico do volume do tumor 

em função do tempo transcorrido após a inoculação das células. No momento em que um dos 

tumores dos camundongos atingiu aproximadamente 1 cm3, os camundongos foram 

sacrificados com CO2 e os tumores extirpados. 

 

33..2211  EEnnssaaiioo  ddee  PPrroolliiffeerraaççããoo  CCeelluullaarr  

A proliferação das células K562 controle e infectadas com retrovírus contendo os 

plasmídeos pMSCV-MLP, pMSCV-MLPshLGALS1-208, pMSCV-MLPshLGALS1-115, 

pMSCV-MLPshLGALS1-467, pMSCV-MLPshLGALS1-391 foi realizada por contagem das 

células em câmara de Neubauer. Assim, as células K562 investigadas foram plaqueadas na 

concentração de 10x104 células em placas de seis (6) poços e incubadas por um período total 

de 72 horas, com contagem das células viáveis a cada 24 horas. 
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33..2222  DDeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaa  vviiaabbiilliiddaaddee  cceelluullaarr  ppoorr  eexxcclluussããoo  ddee  aazzuull  ddee  
ttrriippaann  

A determinação da viabilidade celular foi feita pela contagem de células (mínimo de 

100) em câmara de Neubauer após a diluição de 1:2 da suspensão de células em azul de 

Tripan a 0,4% em tampão fosfato (PBS) (0,137 M NaCl; 2,7 mM KCl, 8,0 mM Na2HPO4, pH 

7,4). As células vivas são impermeáveis e por isso permanecem incolores, já as células mortas 

perdem a integridade da membrana e por isso adquirem a coloração azul. 

 

33..2233  DDeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaa  aappooppttoossee  ppoorr  ffrraaggmmeennttaaççããoo  ddee  DDNNAA  

Amostras contendo 1-4x105 células foram centrifugadas a 210g por 5 minutos a 4 °C e 

ressuspensas em uma solução hipotônica, contendo 0,1% de citrato de sódio, 0,1% de triton 

X-100 e 50µg/mL de iodeto de propídeo (PI). As amostras foram incubadas por 15 minutos a 

4 °C para promover a fragilização da membrana celular pelo Triton X-100 e lise celular pelo 

choque hipotônico da solução. Após a lise, o material nuclear fica acessível ao iodeto de 

propídeo (PI), que se intercala no DNA genômico e produz uma fluorescência capaz de ser 

analisada no citômetro de fluxo (FACScalibur-Becton Dickinson). A análise é realizada em 

5000 eventos, o resultado é dado pelo histograma do software CellQuest (Becton Dickinson). 

O histograma indica a ploidia nuclear em função da fluorescência. As células apresentam um 

pico maior correspondente à fase G0-G1 (2n) do ciclo celular e um menor, G2-M (4n), 

intercalados pela fase S. A população que se encontra à esquerda do pico G0-G1, por 

possuírem uma quantidade de DNA inferior a 2n (hipodiplóide), corresponde às células em 

apoptose. 

 

33..2244  AAnnáálliissee  eessttaattííssttiiccaa  

Os experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata e repetidos pelo menos 

três vezes.  

O teste de Kruskall–Wallis seguido pelo teste de múltiplas comparações de Dunn foi 

utilizado para comparar os dados de expressão gênica dos indivíduos controle e pacientes com 
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LMC nas diferentes fases, pacientes que obtiveram remissão citogenética completa e com 

resistência ao tratamento com mesilato de imatinibe. A associação entre BCR-ABL e LGALS1 

ou LGALS3 foi avaliada por meio do teste não paramétrico de coeficiente de correlação de 

Spearman. A curva de sobrevida global dos pacientes na fase avançada da doença foi obtida 

pelo método de Kaplan-Meier e os grupos foram comparados pele teste de log-rank como 

descrito na seção 3.1.7. A comparação entre os grupos na análise de crescimento tumoral, in 

vivo, foi realizada pelo teste 2-way ANOVA com repetições. 

Em todas as análises, a diferença entre os grupos experimentais foi considerada 

significativa quando p<0.05. As análises estatísticas foram executadas com o programa 

GraphPad Prism versão 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). 
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44  RReessuullttaaddooss  

44..11  EExxpprreessssããoo  ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  ee  --33  eemm  lliinnhhaaggeennss  

44..11..11  EExxpprreessssããoo  ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  ee  --33  eemm  lliinnhhaaggeennss  BBCCRR--AABBLL++  ee  BBCCRR--AABBLL--    

O primeiro passo deste estudo consistiu em verificar a expressão gênica das galectinas 

1 e 3 em linhagens celulares negativas ou positivas para o oncogene BCR-ABL. 

A análise da expressão gênica de LGALS1 por RT-qPCR mostrou que as três 

linhagens BCR-ABL-positivas estudadas (K562, KCL22 e LAMA-84) exibiram níveis de 

LGALS1 mais altos do que as células BCR-ABL-negativas (Jurkat, CEM e HL-60) analisadas 

neste trabalho (Figura 11A). Por outro lado, apesar de todas as linhagens BCR-ABL+ 

expressarem grandes quantidades de galectina-3, a expressão deste gene não é maior do que 

todas as linhagens BCR-ABL-. A linhagem CEM exibiu níveis equivalentes aos da linhagem 

BCR-ABL+ K562 e inclusive maiores do que nas linhagens BCR-ABL+ KCL-22 e LAMA-84. 

(Figura 11B).  

 
Figura 11 - Expressão relativa de LGALS1 e LGALS3 nas linhagens BCR-ABL- e BCR-ABL+ derivadas de 

pacientes com leucemia. RT-qPCR de LGALS1 (A) e LGALS3 (B) nas linhagens Jurkat, 
CCRM-CEM e HL-60 (BCR-ABL-) e K562, KCL22 e LAMA-84 (BCR-ABL+), utilizando 
como controle endógeno, a expressão de GAPDH. 



 

   101 

 

A seguir, foram avaliados os níveis protéicos de galectina-1 e -3 para verificar se estes 

refletiam os resultados obtidos na detecção de expressão gênica. De fato, os resultados 

obtidos corroboram os dados referentes à expressão gênica, pois mostram que as linhagens 

K562, KCL22 e LAMA-84 que expressam BCR-ABL apresentaram maiores níveis protéicos 

de galectina-1 do que as linhagens HL-60, CEM e Jurkat (Figura 12). Em contraposição, 

apesar de ter sido observada a expressão gênica de LGALS3 nas linhagens BCR-ABL+, não 

foi detectada a presença desta proteína em nenhuma das linhagens utilizadas (Figuras 11B e 

12).  

 

Figura 12 - Expressão protéica de galectina-1 e -3 nas linhagens BCR-ABL- e BCR-ABL+. Os lisados totais 
das linhagens Jurkat, CEM, HL-60 (BCR-ABL-) e K562, KCL22 e LAMA-84 (BCR-ABL+) 
foram analisadas por “Western Blot” com anticorpos para galectina-1 (Gal-1) e galectina-3 
(Gal-3). 

 

44..11..22  GGaalleeccttiinnaa--11  eemm  ccéélluullaass  ccoomm  eexxpprreessssããoo  ccoonnddiicciioonnaall  ddee  BBCCRR--AABBLL  

Em conjunto, os resultados anteriores sugerem que apenas a galectina-1 seria 

modulada pela expressão do BCR-ABL. Assim sendo, os experimentos subseqüentes focaram 

a galectina-1. Para testar esta hipótese de modulação, a expressão de Gal-1 foi comparada nas 

linhagens de leucemia pró-mielocítica (HL-60) e linfóide (Jurkat) transfectadas com 

retrovírus recombinante contendo a forma p185 do oncogene BCR-ABL (HL-60.BA e 

Jurkat.BA) ou apenas o vetor vazio (HL-60 e Jurkat). Como esperado, a expressão de BCR-

ABL nestas duas linhagens levou ao aparecimento de várias proteínas fosforiladas em tirosina 
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(Figura 13). Além disto, as células HL-60 e Jurkat passaram a expressar Gal-1 quando 

transfectadas com o vetor contendo BCR-ABL (Figura 13A). Finalmente, os resultados de RT-

qPCR mostram que esse aumento ocorre também em nível de RNAm (Figura 13B). 

 

Figura 13 - Galectina-1 em HL-60 e Jurkat com expressão ectópica de BCR-ABL. A) Os lisados totais das 
células HL-60.vetor (-), HL-60.BCR-ABL (BA), Jurkat.vetor (-) e Jurkat.BCR-ABL (BA) 
foram analisadas por “Western Blot” com anticorpos dirigidos a galectina-1 (Gal-1), 
proteínas fosforiladas em tirosina (pTyr) e c-ABL/BCR-ABL. B) RT-qPCR de LGALS1 nas 
linhagens HL-60.vetor (-), HL-60.BCR-ABL (BA), Jurkat.vetor (-) e Jurkat.BCR-ABL (BA), 
utilizando como controle endógeno, a expressão de GAPDH. 

 

Além disso, foram utilizadas as células Ton.B.210 nas quais a expressão da isoforma 

p210 de BCR-ABL pode ser induzida pela adição de doxiciclina à cultura. Neste modelo, a 

análise de RT-qPCR revelou que a expressão de LGALS1 apresenta um aumento significativo 

após 24 horas de tratamento com doxiciclina, corroborando a idéia de que a expressão de 

galectina-1 é regulada por BCR-ABL (Figura 14A). No entanto, ao analisar os níveis 

protéicos, esse aumento não foi observado (Figura 14B). Porém, é importante destacar que 

esta linhagem murina já expressava uma quantidade considerável de galectina-1 antes mesmo 

de expressar o BCR-ABL e, talvez por isso, não tenha sido possível observar um aumento na 

expressão protéica deste β-galactosídeo (Figura 14B).  
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Figura 14 - Galectina-1 em células com expressão condicional de BCR-ABL. A) RT-qPCR de LGALS1 nas 

células Ton.B.210.1 incubadas por 0, 12 e 24 horas na presença de doxiciclina, utilizando 
como controle endógeno, a expressão de GAPDH. B) Os lisados totais das células Ton.B.210.1 
incubadas por 0, 12 e 24 horas na presença de doxiciclina foram analisadas por “Western 
Blot” com anticorpos para galectina-1 (Gal-1) e actina como controle. 

 
 

44..11..33  PPaarrttiicciippaaççããoo  ddaa  aattiivviiddaaddee  ttiirroossiinnaa--qquuiinnaassee  ddee  BBCCRR--AABBLL  nnaa  eexxpprreessssããoo  
ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  

Alguns estudos relataram que diversos genes são regulados de forma dependente da 

atividade tirosina-quinase do BCR-ABL (CLEVELAND et al., 1989) (DEININGER et al., 

2000b). Desta forma, foi verificado se a galectina-1 poderia ser regulada por essa atividade, 

utilizando duas abordagens distintas.  

Primeiro, as linhagens transfectadas com BCR-ABL ou vetor vazio e as linhagens de 

leucemia derivadas de paciente com LMC foram tratadas com o inibidor específico de 

tirosina-quinase, mesilato de imatinibe (MI). Uma curva dose-resposta foi elaborada para a 

determinação da concentração de MI que inibia a atividade quinase em células HL-60.BCR-

ABL, utilizando a HL-60 vetor como controle (Figura 15). Para tanto, as células HL-60 e HL-

60.BCR-ABL foram mantidas na ausência ou presença de concentrações de MI variando de 

0,2 a 10 µM e mesmo na maior concentração utilizada, não foram observadas células mortas 

em 24 horas, período anterior ao início da morte induzida pelo MI (Figura 15A). As células 

HL-60.BCR-ABL apresentaram diminuição da expressão protéica de galectina-1 quando 

tratadas com concentrações de mesilato de imatinibe superiores a 5 µM (Figura 15B). 
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Figura 15 - Galectina-1 em células HL-60 e HL-60.BCR-ABL tratadas com mesilato de imatinibe. A) As 
células HL-60 e HL-60.BCR-ABL foram incubadas na presença ou ausência de STI571 (10 
µM) por 24 horas e em seguida lisadas em tampão HFS contendo iodeto de propídeo para 
terem o conteúdo de DNA analisado por citometria de fluxo. A porcentagem de apoptose é 
representada pelos núcleos hipodiplóides, considerados apoptóticos. B) As células HL-60 e 
HL-60.BCR-ABL foram incubadas na ausência ou presença de 200 nM, 1 µM, 5 µM, ou 10 
µM de mesilato de imatinibe (MI) por 24 horas e após esse período, o lisado total de proteínas 
foi analisado por “Western Blot” com anticorpos para proteínas fosforiladas em tirosina 
(pTyr), galectina-1 (Gal-1) e actina como controle.  

 

Definida a concentração ideal de MI em 10 µM, o passo seguinte foi realizar um 

experimento com todas as linhagens incubadas simultaneamente por 24 horas na presença ou 

ausência do MI. Nesse experimento, a diminuição na quantidade de proteínas fosforiladas 

comprova a eficiência do tratamento com MI (Figura 16). Neste contexto, foi observada a 

redução de galectina-1 em todas as linhagens BCR-ABL+, exceto na linhagem KCL22 (Figura 

16). 
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Figura 16- Galectina-1 nas linhagens BCR-ABL- e BCR-ABL+ tratadas com mesilato de imatinibe. As 

linhagens HL-60 e Jurkat transfectadas com o vetor vazio ou com BCR-ABL (HL-60.BA e 
Jurkat.BA assim como as linhagens derivadas de pacientes com Leucemia Mielóide Crônica 
foram incubadas na ausência (−) ou presença (+) de mesilato de imatinibe (IM) a 10 µM, por 24 
horas. O lisado total de proteínas foi analisado por “Western Blot” com anticorpos para 
proteínas fosforiladas em tirosina (pTyr), galectina-1 (Gal-1) e actina como controle.  

 

Estes dados sugerem que a expressão de galectina-1 é dependente de atividade 

tirosina-quinase de BCR-ABL.  

Para consolidar este resultado, foi utilizada uma abordagem alternativa que consistiu 

no uso de células Jurkat, derivadas de leucemia BCR-ABL- transfectadas com uma construção 

de BCR-ABL quinase deficiente. Esta linhagem foi obtida no laboratório, pela Dra. Ana Elisa 

B. Bueno-da-Silva. Nesse modelo, foi analisada a expressão de galectina-1 nas células Jurkat 

infectadas com uma construção mutada de BCR-ABL, deficiente na atividade tirosina-quinase. 

Esta linhagem denominada Jurkat.BCR-ABL/KD comparada com as células infectadas com o 

vetor vazio tanto em nível de expressão protéica como gênica (Figura 17). As células 

Jurkat.BCR-ABL/KD não apresentaram aumento na quantidade de proteínas fosforiladas em 

tirosina, uma vez que a atividade quinase é deficiente (Figura 17A). Nestas condições, a 

forma quinase-deficiente do BCR-ABL não resultou no aumento de expressão protéica e 

gênica de galectina-1 (Figura 17A e B). 
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Figura 17 - Galectina-1 em células com atividade tirosina-quinase deficiente. A) Os lisados totais das 
células Jurkat transfectadas com o vetor vazio (−) ou com a construção de BCR-ABL quinase 
deficiente (KD) foram analisados por “Western Blot”com anticorpos para proteínas 
fosforiladas (pTyr), galectina-1 (Gal-1) e actina como controle. B) RT-qPCR de LGALS1 nas 
linhagens Jurkat vetor (−) e Jurkat.BCR-ABL/KD (KD), utilizando como controle 
endógeno, a expressão de GAPDH. 

 

Estes dados estão de acordo com os resultados obtidos no tratamento das linhagens 

BCR-ABL positivas com mesilato de imatinibe e em conjunto demonstram que a expressão 

desta lectina com especificidade para β-galactosídeos é dependente da atividade tirosina-

quinase do BCR-ABL.  

 

44..22  EExxpprreessssããoo  eemm  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC    

 

44..22..11  EExxpprreessssããoo  ddee  BBCCRR--AABBLL  nnooss  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC    

A LMC é caracterizada pela expressão de BCR-ABL e, portanto, a expressão desse 

oncogene foi confirmada nas amostras de todos pacientes incluídos neste trabalho. No 

entanto, a figura 18 representa apenas os dados dos pacientes com LMC nas fases crônica, 
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acelerada e blástica (Figura 18). A presença de BCR-ABL foi confirmada em todos os 

pacientes com LMC, mas em nenhum dos indivíduos saudáveis. Por esse motivo, os pacientes 

com LMC, ao serem analisados, como um único grupo, exibiram uma expressão de BCR-

ABL maior do que os indivíduos saudáveis (Figura 18).  

 

Figura 18 - BCR-ABL nos pacientes com LMC. RT-qPCR de BCR-ABL de cada amostra de PBMC de 
indivíduos saudáveis (Cont) e pacientes com LMC das fases crônica, acelerada e blástica 
foram analisadas, utilizando como controle endógeno, a expressão de GAPDH. O traço 
horizontal representa a mediana de cada grupo. p<0,0001: (∗∗∗). 

 
 
 

44..22..22  EExxpprreessssããoo  ddee  BBCCRR--AABBLL  nnooss  ddiiffeerreenntteess  ggrruuppooss  ddee  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC  

A seguir foi analisada a expressão de BCR-ABL nos pacientes com LMC separados 

nas fases crônica (FC), acelerada (FA) e blástica (FB) assim como nos pacientes que 

alcançaram remissão citogenética completa (RCC) e pacientes resistentes ao tratamento com 

mesilato de imatinibe (R-MI).  

A expressão nas três fases da LMC foi maior do que nos indivíduos saudáveis, mas 

não houve diferença entre essas fases. Com relação ao tratamento, os pacientes resistentes 

mantiveram altos níveis de BCR-ABL, similares aos das fases crônica, acelerada e blástica, 
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enquanto os pacientes que apresentaram remissão citogenética exibiram níveis menores do 

que as fases blástica e pacientes resistentes ao tratamento (Figura 19). 

 

Figura 19 - BCR-ABL nas diferentes fases da LMC e nos pacientes resistentes ou com remissão 
citogenética complete após tratamento com mesilato de imatinibe. RT-qPCR de BCR-ABL 
de cada amostra de PBMC de indivíduos saudáveis (Cont) e pacientes com LMC das fases 
crônica (FC), acelerada (FA), blástica (FB), pacientes com remissão citogenética completa 
(RCC) e resistentes ao tratamento com mesilato de imatinibe (R-MI) foram analisadas, 
utilizando como controle endógeno, a expressão de GAPDH. O traço horizontal representa 
a mediana de cada grupo. p<0,0001: (∗∗∗), p<0,01: (∗∗), p<0,05: (∗). 

 

É interessante notar que parece haver dois subgrupos de pacientes no grupo RCC, um 

subgrupo com expressão semelhante ao controle e outro com uma expressão um pouco maior, 

mas de qualquer forma inferior ao da fase crônica (Figura 19). 

 

44..22..33  EExxpprreessssããoo  ddee  LLGGAALLSS33  nnooss  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC  

Apesar de não ter sido observada uma relação entre a expressão de BCR-ABL e 

LGALS3 nas linhagens, este fato não descartava a possibilidade de existir uma associação 

entre esses genes em pacientes com LMC. Assim, foi realizada a análise das amostras dos 
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pacientes com LMC nas fases crônica, acelerada e blástica, quando analisados como um único 

grupo e comparada com os indivíduos saudáveis (Figura 20). 

  

 

Figura 20 - LGALS3 nos pacientes com LMC. RT-qPCR de LGALS3 de cada amostra de PBMC de 
indivíduos saudáveis (Cont) e pacientes com LMC das fases crônica, acelerada e blástica 
foram analisadas, utilizando como controle endógeno, a expressão de GAPDH. O traço 
horizontal representa a mediana de cada grupo. 

 

Não houve diferença significativa entre os dois grupos (Figura 20). Os dados relativos 

aos pacientes com LMC são bastante dispersos e uma análise dos pacientes separados nas 

diferentes fases foi realizada para obter mais informações sobre a expressão de galectina-3 

nos pacientes com LMC. 

 

44..22..44  EExxpprreessssããoo  ddee  LLGGAALLSS33  nnooss  ddiiffeerreenntteess  ggrruuppooss  ddee  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC  

Quando os pacientes foram separados de acordo com as três fases da doença e com 

relação ao resultado após o tratamento com mesilato de imatinibe, em dois grupos, aqueles 

com remissão citogenética completa e resistentes ao MI, foi possível notar que a expressão de 

LGALS3 nos pacientes com LMC permaneceu igual aos indivíduos saudáveis em todas as 
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fases da doença e também em relação à resposta ao tratamento com mesilato de imatinibe 

(Figura 21).  

 

Figura 21 - Galectina-3 nas diferentes fases da LMC e em pacientes que responderam ou não ao 
tratamento com mesilato de imatinibe. RT-qPCR de LGALS3 de cada amostra de PBMC 
de indivíduos saudáveis (Cont) e pacientes com LMC das fases crônica (FC), acelerada 
(FA), blástica (FB), pacientes com remissão citogenética completa (RCC) e resistentes ao 
tratamento com mesilato de imatinibe (R-MI) foram analisadas, utilizando como controle 
endógeno, a expressão de GAPDH. O traço horizontal representa a mediana de cada grupo. 
p<0,0001: (∗∗∗), p<0,01: (∗∗), p<0,05: (∗). 

 

Além disso, não foi observada diferença entre os pacientes que apresentaram 

resistência secundária ao tratamento com MI e aqueles com RCC (Figura 21). 

Estes resultados indicaram que apesar de haver um aumento da expressão de 

galectina-3 nos pacientes com LMC, não parece haver relação direta com a expressão de 

BCR-ABL, uma vez que a diminuição das células BCR-ABL-positivas pelo tratamento com 

MI, não reverteu a expressão de LGALS3 nos pacientes que alcançaram uma remissão 

citogenética completa.  

Contudo, uma análise da correlação entre a expressão desses dois genes é necessária 

para essa afirmação. 
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44..22..55  CCoorrrreellaaççããoo  eennttrree  BBCCRR--AABBLL  ee  LLGGAALLSS33  nnooss  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC  

A associação entre a expressão de BCR-ABL e LGALS3 foi analisada pelo teste de 

correlação de Spearman, considerando apenas os 26 pacientes na fase crônica a fim de 

eliminar a influência de fatores associados à aceleração da doença. O resultado desse teste 

mostrou que não há correlação entre a expressão desses dois genes (Figura 22). 

 

Figura 22 - Associação entre LGALS3 e BCR-ABL nos pacientes com LMC. Análise da correlação de 
Spearman nos pacientes com LMC. Nesta análise, foram incluídos apenas os pacientes com 
LMC na fase crônica. R=-0,113, p>0,05. 

 

44..22..66  EExxpprreessssããoo  ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  nnooss  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC  

Seguindo a mesma linha de raciocínio, foi elaborada uma análise comparativa da 

expressão de LGALS1 nos indivíduos saudáveis (Cont) e pacientes com LMC. Não foi 

observada nenhuma diferença entre as medianas desses dois grupos (Figura 23). No entanto, é 

possível notar uma discreta tendência à maior expressão desta lectina nos pacientes portadores 

de LMC (Figura 23). 
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Figura 23 - Galectina-1 nos pacientes com LMC. RT-qPCR de LGALS1 nas amostras de PBMC de 

indivíduos saudáveis (Cont) e pacientes com LMC nas fases crônica, acelerada e blástica, 
utilizando como controle endógeno, a expressão de GAPDH. O traço horizontal representa a 
mediana de cada grupo. 

 

44..22..77  EExxpprreessssããoo  ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  nnooss  ddiiffeerreenntteess  ggrruuppooss  ddee  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC  

Com o intuito de saber se a expressão de galectina-1 variava conforme a fase da 

doença, os pacientes foram separados de acordo com as três fases da doença, e também de 

acordo com a resposta ao tratamento com MI, em resistentes (R-MI) ou em remissão 

citogenética completa (RCC). Ao separar as fases, fica claro que a expressão de LGALS1 não 

é igual em todas as fases, sendo significativamente maior na fase blástica do que na crônica 

(Figura 24). Além disso, os pacientes que obtiveram RCC exibiram níveis mais baixos do que 

os pacientes na fase blástica, chegando inclusive a apresentar uma expressão similar aos 

indivíduos saudáveis (Figura 24). 
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Figura 24 - Galectina-1 nas diferentes fases da LMC e em pacientes que responderam ou não ao 
tratamento com mesilato de imatinibe. RT-qPCR de LGALS1 foram realizados nas 
amostras de PBMC de indivíduos saudáveis (Cont) e pacientes nas fases crônica (FC), 
acelerada (FA), blástica (FB) e amostras de pacientes que apresentaram resistência ao 
tratamento com mesilato de imatinibe (R-MI) ou que entraram em remissão citogenética 
completa (RCC) após esse tratamento. Estas amostras foram analisadas, utilizando como 
controle endógeno, a expressão de GAPDH. O traço horizontal representa a mediana de 
cada grupo (∗) p<0,05, (∗∗) p<0,01, (∗∗∗) p<0,001. 

 

44..22..88  CCoorrrreellaaççããoo  eennttrree  LLGGAALLSS11  ee  BBCCRR--AABBLL  

O aumento na expressão de galectina-1 com a progressão da LMC sugere, portanto, 

que pode haver uma associação entre os níveis de LGALS1 e BCR-ABL. Ao fazer a análise 

estatística de correlação da expressão de LGALS1 e BCR-ABL nos pacientes com LMC e na 

fase crônica, foi constatado que uma correlação positiva realmente existe. De fato, o resultado 

do coeficiente de Spearman revelou uma forte correlação entre esses genes nos pacientes com 

LMC na fase crônica, mostrando que aproximadamente, 78,3% da variação de galectina-1 

está relacionada com a expressão de BCR-ABL (Figura 25).  
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Figura 25 - Associação entre LGALS1 e BCR-ABL nos pacientes com LMC. Análise da correlação de 

Spearman nos pacientes com LMC. Nesta análise, foram incluídos apenas os pacientes com 
LMC na fase crônica. R=0,783, p<0,0001. 

 

44..22..99  CCoorrrreellaaççããoo  eennttrree  LLGGAALLSS11  ee  oo  íínnddiiccee  ddee  SSookkaall  

Após a confirmação da correlação entre a expressão de LGALS1 e BCR-ABL, foi 

investigada a correlação entre essa lectina e o índice de Sokal calculado para os pacientes com 

LMC, na fase crônica. No entanto, não houve correlação entre a expressão de LGALS1 e 

índice de Sokal (Figura 26).  
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Figura 26 - Associação entre a expressão de galectina-1 e o índice de Sokal nos pacientes na fase crônica 

da LMC. Análise da correlação de Spearman entre a expressão de galectina-1 (LGALS1) e o 
índice de Sokal, nos pacientes da fase crônica da LMC. R=-0,2283, p=0,2619.  
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44..22..1100  CCoorrrreellaaççããoo  eennttrree  LLGGAALLSS11  ee  ppaarrââmmeettrrooss  ccllíínniiccoo--llaabboorraattoorriiaaiiss  

Ao analisar separadamente a correlação entre LGALS1 e os parâmetros clínico-

laboratoriais associados ao índice de Sokal assim como a taxa de hemoglobina, não foi 

observada nenhuma correlação entre LGALS1 e qualquer um dos parâmetros clínico-

laboratoriais envolvidos na análise multivariada do índice Sokal, tais como idade, tamanho do 

baço, número de plaquetas, número de leucócitos e porcentagem de blastos no sangue 

periférico e tampouco com a taxa de hemoglobina no sangue (Figura 27A-F). 
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Figura 27 - Associação entre LGALS1 e parâmetros clínico-laboratoriais. Análise da correlação de 

Spearman entre LGALS1 e idade (A), tamanho do baço (B), plaquetas (C), leucócitos (D), 
blastos no sangue periférico (SP) (E) e concentração de hemoglobina (Hb) (F). Nesta 
análise, foram incluídos apenas os pacientes com LMC na fase crônica. 
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44..22..1111  QQuuaannttiiffiiccaaççããoo  ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  nnoo  ppllaassmmaa  ddee  ppaacciieenntteess  ccoomm  LLMMCC  

Com o intuito de verificar se o aumento na quantidade de galectina-1 nas células 

leucêmicas poderia refletir em alteração da concentração plasmática desta proteína, os níveis 

de galectina-1 no plasma foi avaliado em pacientes com LMC na fase crônica, blástica, 

pacientes resistentes ao tratamento com mesilato de imatinibe e em remissão citogenética 

completa (Figura 28). Pacientes na fase blástica apresentaram uma concentração de galectina-

1 no plasma pelo menos três vezes maior do que na fase crônica (Figura 28). A falta de 

amostras dos pacientes da fase acelerada nos impediu de analisar os níveis de galectina-1 

nessa fase.  

 
Figura 28 - ELISA de amostras de pacientes com LMC. O plasma de alguns pacientes das fases crônica 

(FC) e fase acelerada (FAV) assim como os pacientes que apresentaram resistência ao 
tratamento com mesilato de imatinibe (R-MI) e pacientes que entraram em remissão 
citogenética completa (RCC) foi analisado por ELISA para determinar a concentração 
plasmática de galectina-1. 

Além disso, os pacientes que exibiram resposta citogenética completa apresentaram 

níveis desta lectina significativamente menores do que aqueles da fase blástica (Figura 28). É 

interessante notar, que ao contrário do observado nas células mononucleares de sangue 

periférico dos pacientes resistentes ao tratamento com MI que mantém uma alta expressão de 

galectina-1 (Figura 28), a concentração desta proteína no plasma tende a diminuir nesses 

pacientes quando comparada com pacientes da fase blástica (Figura 28).  
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44..22..1122  CCuurrvvaa  ddee  ssoobbrreevviiddaa  ddooss  ppaacciieenntteess  nnaa  ffaassee  aavvaannççaaddaa  ddaa  LLMMCC  

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho mostram uma maior expressão da 

galectina-1 nas fases mais avançadas da LMC assim como uma forte correlação entre a 

expressão de BCR-ABL e esta lectina. Desta forma, o próximo passo foi determinar se dentro 

do grupo de pacientes nas fases acelerada e blástica agrupados em uma única fase 

denominada fase avançada (FAV), aqueles que apresentaram maior expressão de galectina-1 

exibiam uma doença mais agressiva e, portanto, vinham à óbito num período menor de tempo. 

Os valores de percentil 25% e percentil 75 % dos grupos de indivíduos controle, 

pacientes na fase crônica, fase avançada, resistentes ao MI e com resposta citogenética 

completa foram calculados (Tabela 9).  

Tabela 9 - Cálculo dos percentis 25% e 75% nos diferentes grupos de pacientes.  

 
Cont: Indivíduos saudáveis, FC: fase crônica, FAV: fase avançada, R-MI: pacientes resistentes ao tratamento 

com mesilato de imatinibe, RCC: pacientes com resposta citogenética completa. 

 

Apesar da mediana do controle e dos pacientes com LMC não ser estatisticamente 

diferente (Figura 23), vale a pena ressaltar que a faixa de normalidade (valores entre percentil 

25% e 75%) dos indivíduos saudáveis é bem diferente da observada nos pacientes na fase 

avançada (Tabela 9). Enquanto a faixa de normalidade de LGALS1 para o controle varia de 

0,7 até 2,2, nos pacientes na fase avançada da doença essa faixa corresponde aos valores de 

1,6 e 19 (Tabela 9). Os valores dos percentis da expressão de galectina-1, na fase avançada, 

foram utilizados como critério de separação dos grupos de pacientes em “Alta”, “Média” e 

“Baixa” expressão como descrito na seção 3.1.7.  

Sendo assim, o intervalo definido para cada classe e o número de pacientes incluídos 

em cada uma delas está representado na tabela 10. 
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Tabela 10 - Critério de definição das classes “Baixa”, “Média” e “Alta” de acordo com a expressão de 
galectina-1 nos pacientes da fase avançada e número de pacientes incluídos em cada classe. 

 
 

Definidos os pacientes incluídos em cada classe, foi elaborada a curva de sobrevida 

global dos pacientes da fase avançada (Figura 29). 

 

 
Figura 29 - Galectina-1 e sobrevida dos pacientes na fase avançada da LMC. A análise da sobrevida dos 

pacientes foi realizada considerando o número de meses transcorridos desde a data da 
aceleração da doença até o óbito ou até a data da última análise dos dados. Os três grupos 
foram separados de acordo com a expressão de LGALS1 nas amostras de PBMC, como 
descrito na seção 3.1.7. Foi utilizado o método de Kaplan-Meier para construção da curva de 
sobrevida global e o teste estatístico de Gehan-Breslow-Wilcoxon foi aplicado para comparar 
a diferença entre os diferentes grupos, com p < 0,05 apenas para diferença entre “Alta” e 
“Baixa” expressão de LGALS1. 
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Vale a pena ressaltar que de fato, os pacientes que expressaram altos níveis de 

galectina-1 tiveram uma sobrevida pior do que os pacientes que expressaram baixos níveis 

(Figura 29). 

 

44..33  EEffeeiittooss  ddoo  ssiilleenncciiaammeennttoo  ddee  LLGGAALLSS11  

Para estudar os potenciais efeitos desta proteína, no contexto da presença de BCR-

ABL, a abordagem escolhida foi o silenciamento da expressão gênica de LGALS1 em uma 

linhagem BCR-ABL+, K562. Nesse sentido, foi realizado um estágio de dois meses, no 

laboratório do Dr. Scott Lowe do Cold Spring Harbor Laboratory, aonde foram realizados os 

experimentos baseados nessa metodologia.  

 

44..33..11  OObbtteennççããoo  ddee  lliinnhhaaggeennss  BBCCRR--AABBLL++  ddeeffiicciieenntteess  eemm  ggaalleeccttiinnaa--11  

A linhagem K562 foi escolhida devido a alta expressão de galectina-1. Estas células 

foram infectadas, seguindo o protocolo descrito (seções 3.16, 3.17 e 3.18), com os plasmídeos 

pMSCV-MLP contendo quatro seqüências diferentes de “short hairpin” para identificar as 

construções que levariam ao melhor silenciamento de galectina-1. Esses vetores expressam 

simultaneamente o “short hairpin” específico e GFP, portanto a presença de GFP é um 

indicativo de que o shRNA também está sendo expresso. Assim sendo, a proteína GFP foi 

detectada nas linhagens K562 transfectadas com o vetor vazio, ou com as quatro construções 

diferentes de shRNALGALS1 (Figura 30A). Além disso, a análise por Western Blot 

confirmou o silenciamento de LGALS1 para todas as construções de shRNA (Figura 30B). 
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Figura 30 - Silenciamento da expressão gênica de galectina-1. A) Imagens de fluorescência, por 

microscopia, da expressão de GFP nas células K562 infectadas com pMSCV-LMP sem 
shRNA (MLP), pMSCV-shRNA-LGALS1-208 (shRNA-208), pMSCV-shRNA-LGALS1-
115 (shRNA-115), pMSCV-shRNA-LGALS1-467 (shRNA-467) e pMSCV-shRNA-
LGALS1-391 (shRNA-391) (Aumento de 10X). B) Os lisados totais das linhagens 
transfectadas com MLP, shRNA-208, shRNA-115, shRNA-467 e shRNA-391 foram 
analisadas por “Western Blot”, com anticorpos para galectina-1 (Gal-1) e actina como 
controle. 

 

44..33..22  EEffeeiittoo  ddaa  iinniibbiiççããoo  ddee  ggaalleeccttiinnaa--11  nnaa  ttuummoorriiggêênneessee  iinn  vviivvoo  

Uma vez obtidas as linhagens BCR-ABL+ deficientes em galectina-1, o próximo passo 

consistiu em verificar sua contribuição para o desenvolvimento de tumores in vivo. Nesse 

sentido, o modelo experimental escolhido foi a inoculação subcutânea das células tumorais no 

dorso de camundongos BALB/c nude. 

Após a inoculação subcutânea de 1x107 células K562.MLP e 1x107 células 

K562.shLGALS1-115 respectivamente no dorso esquerdo e direito de grupos de 4-5 

camundongos BALB/c nude, o crescimento dos tumores foi mensurado três vezes por semana 

(Figura 31A). Ao final desse período, os camundongos foram sacrificados e imagens 

macroscópicas dos camundongos experimentais e dos tumores retirados foram capturadas 

(Figura 31B e C). 
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Figura 31 - Efeito do silenciamento de LGALS1 na tumorigênese in vivo de células K562. A) Análise do 

volume dos tumores derivados de células K562.MLP e K562.shLGALS1 inoculadas 
subcutaneamente, respectivamente, no dorso esquerdo e direito de camundongos BALB/c 
nude. Quatro experimentos independentes foram realizados e este gráfico representa a média 
do volume dos tumores provenientes de cada linhagem celular, de um grupo de 4 animais. B) 
Imagem macroscópica dos tumores retirados 26 dias após a inoculação das células. Acima 
tumores derivados de células K562.MLP e abaixo de K562.shLGALS1-115. C) Imagem 
macroscópica dos camundongos que apresentaram o desenvolvimento de tumores 26 dias 
após a inoculação. As setas indicam tumores derivados de células K562.MLP e as pontas de 
setas, os tumores derivados de K562.shLGALS1-115, que estão ausentes. 

 

Nos primeiros 15 dias, tanto o tumor derivado de K562.MLP quanto o de 

K562.shLGALS1 apresentaram um crescimento semelhante, ou seja, crescimento discreto nos 

cinco primeiros dias, seguido por uma pequena regressão, após uma semana, e tamanho 

constante por mais uma semana. No entanto, após 15 dias, os tumores derivados de células 

K562.MLP que expressam a galectina-1 exibiram um crescimento extremamente rápido, 

enquanto os tumores derivados da linhagem deficiente em galectina-1 apresentaram uma 

regressão completa dos tumores na maioria dos animais injetados, restando apenas um tumor 
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pequeno de um único camundongo. A figura 31 mostra dois camundongos representativos da 

maioria. 

Estes resultados, in vivo, indicam que a inibição da galectina-1 nas células K562 

prejudicou o desenvolvimento de tumores nos camundongos BALB/c nude.  

 
  

44..33..33  EEffeeiittoo  iinn  vviittrroo  ddaa  iinniibbiiççããoo  ddee  LLGGAALLSS11  nnaa  pprroolliiffeerraaççããoo  

Assim sendo, a taxa de proliferação destas células que expressam BCR-ABL, mas que 

são deficientes em galectina-1 foi comparada a das células que permaneceram expressando 

galectina-1. A contagem do número de células na câmara de Neubauer após 0, 24, 48 e 72 

horas foi realizada e não houve diferenças na taxa de proliferação das células K562 deficiente 

em galectina-1 quando comparadas com as células K562 controle e transfectada com o vetor 

vazio (Figura 32). 

 
Figura 32 - Curva de proliferação das células K562 deficientes em galectina-1. O número de células foi 

contado nas linhagens K562 controle (K562-Ct), K562 infectada com vetor vazio (K562-
MLP), K562 infectada com as quatro construções de shRNA específicos para galectina-
1(K562-shLGALS1-208, K562-shLGALS1-115, K562-shLGALS1-467, K562-shLGALS1-
391), após 0, 24, 48 e 72 horas de incubação. 
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55  DDiissccuussssããoo  

O evento citogenético responsável pela patogênese da LMC é a translocação dos 

cromossomos 9 e 22 que aproxima os genes BCR e ABL, dando origem ao neogene BCR-ABL. 

A partir desta descoberta, o BCR-ABL tornou-se, portanto, o alvo terapêutico ideal para o 

tratamento da LMC.  

As terapias atuais mais utilizadas no tratamento desta doença (mesilato de imatinibe, 

IFN-alfa e transplante de medula óssea) são, no entanto, mais eficazes na fase crônica do que 

na acelerada ou blástica. Isto parece estar relacionado em parte, ao fato de que a expressão do 

gene BCR-ABL é suficiente para dar início à fase crônica da LMC, mas a progressão da 

doença para fases mais avançadas (acelerada e blástica) necessita de alterações genéticas 

adicionais para transformação celular (MELO, 1996b). Dentre os mecanismos descritos 

podem ser destacados: a amplificação genômica de BCR-ABL, superexpressão dos transcritos 

de BCR-ABL, alterações citogenéticas adicionais, como duplicação do cromossomo Ph, 

mutações pontuais no domínio da tirosina-quinase de BCR-ABL (HOCHHAUS et al., 2002; 

JOHANSSON et al., 2002). Relatos de expressão alterada de proto-oncogenes (RAS e MYC) 

e genes supressores de tumor (p53, p16 e RB) contribuem para esta suposição (MELO, 

1996b).  

Assim, conhecer melhor os genes regulados por BCR-ABL é fundamental por pelo 

menos dois motivos. O primeiro: alguns destes genes podem ser alvos secundários no 

tratamento da LMC. Dentre as moléculas reguladas por BCR-ABL, previamente descritas, 

podem ser citadas: MYC (CLEVELAND et al., 1989), BCL-xL (AMARANTE-MENDES et 

al., 1998b), PRAME (“melanoma-related antigen”)(WATARI et al., 2000)(CARVALHO et 

al., submetido), KIR (COHEN et al., 1994), além de outras identificadas recentemente: Heme 

oxigenase-1 (MAYERHOFER et al., 2004), MCL-1 (AICHBERGER et al., 2005) e c-MYB 

(LIDONNICI et al., 2008). O segundo: a expressão desses genes pode ser utilizada como 

marcador de prognóstico, auxiliando na escolha do melhor tratamento para o paciente. 

Nesse contexto, cabe aqui ressaltar que as galectinas 1 e 3 seriam potenciais alvos 

terapêuticos, pois a expressão alterada e associação destas duas lectinas, com a aquisição de 

potencial metastático têm sidorelatada em diferentes linhagens tumorais e amostras de 
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tumores sólidos de pacientes (DANGUY et al., 2002; LIU e RABINOVICH, 2005). Além 

disso, dados da literatura também descreveram a galectina-1 ou a -3 como biomarcadores de 

progressão tumoral em numerosos tumores sólidos, como o câncer de tireóide (XU et al., 

1995) e de bexiga (CINDOLO et al., 1999).  

No entanto, enquanto os relatos da expressão destas galectinas em células leucêmicas 

são escassos, eles são inexistentes quanto à sua contribuição em tumores não sólidos. A 

ausência e/ou escassez desses dados na literatura incentivaram-nos a investigar a expressão de 

galectina-1 e galectina-3 na LMC.  

Antes de iniciar a discussão dos dados obtidos, é importante enfatizar que uma análise 

cuidadosa dos dados existentes na literatura é fundamental, pois em alguns casos não é 

possível distinguir se a expressão alterada corresponde às células tumorais ou às células que 

as rodeiam, quando os resultados são baseados em análises de “imunoblotting” ou 

amplificação gênica, em amostras retiradas de pacientes, que podem conter tanto células 

normais como células tumorais. É necessário utilizar técnicas que permitam diferenciar 

células normais de tumorais com maior precisão, por exemplo, por imunohistoquímica. Desta 

forma, alguns trabalhos mostram claramente que a expressão de galectina-1 é maior nas 

células tumorais quando comparadas às células normais. A exemplo destes estudos, podem 

ser citados os trabalhos que relataram alteração em carcinoma da mama (GABIUS et al., 

1986), câncer de bexiga (CINDOLO et al., 1999) e tireóide (CHIARIOTTI et al., 1995; XU et 

al., 1995).  

Em alguns casos, o aumento na expressão de galectina-1 nas células tumorais está 

associado com a maior agressividade e aumento do potencial metastático da neoplasia, como 

no câncer de bexiga (DANGUY et al., 2002). Amostras de carcinomas de bexiga em estágios 

com graduação histológica mais alta exibiram maior aumento na expressão de RNAm de 

LGALS1 em relação àqueles com menor graduação, sendo por sua vez maior do que a 

expressão observada em amostras de urotélio normais (CINDOLO et al., 1999).  

Em outros casos, é a expressão aumentada nas células estromais, que circundam o 

tumor, que está relacionada à tumorigênese. Neste sentido, o trabalho de Sanjuan e cols., 

1997, em amostras de pacientes com câncer coloretal, demonstrou que a expressão de 

galectina-1 foi detectada principalmente nas células estromais e sua expressão em amostras da 
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mucosa normal foi menor do que em adenoma que foi por sua vez menor do que nas amostras 

de carcinoma (SANJUAN et al., 1997). 

Assim sendo, uma das vantagens do estudo da expressão das galectinas 1 e 3 em 

linhagens leucêmicas estabelecidas é exatamente a possibilidade de eliminar, ou pelo menos 

reduzir, a ação de outros fatores que interfeririam no resultado do experimento.  

Apesar de altos níveis de galectina-3 terem sido descritos em diversos tumores, dados 

da literatura indicam que esta lectina está ausente tanto nas células BCR-ABL- (Jurkat, CEM, 

HL-60) (FUKUMORI et al., 2003), como nas BCR-ABL+ (K562, KCL-22, LAMA-84). 

Nossos resultados foram concordantes aos relatados por esses autores. Apenas um trabalho 

detectou a galectina-3 em células HL-60, contrastando com o nosso dado (NANGIA-

MAKKER et al., 1993).  

A galectina-1 está expressa em quase todos os tecidos, inclusive em células do sistema 

imune (YANG et al., 2008) e na linhagem leucêmica pró-mielocítica HL-60 (COURAUD et 

al., 1989; LOTAN et al., 1989; DIAS-BARUFFI et al., 2003). No presente estudo, 

verificamos níveis detectáveis de RNAm, mas não protéicos de galectina-1 em HL-6. A 

presença de galectina-1 foi identificada também nas linhagens LAMA-84, KCL-22 e K562, 

derivadas de pacientes com LMC, em um estudo proteômico (FONTANA et al., 2007). No 

entanto, os autores não se preocuparam em relacionar a expressão desta lectina e expressão de 

BCR-ABL. 

O gene da galectina-1 está localizado na região q13 do cromossomo 22. É justamente 

essa região do cromossomo 22 que sofre translocação com o cromossomo 9 na LMC. 

Portanto, seria possível que durante esse processo, houvesse perda no controle da regulação 

de galectina-1. Sendo verdadeira esta suposição, a expressão ectópica de BCR-ABL, sem a 

translocação dos cromossomos, não deveria aumentar os níveis de galectina-1. Nossos 

resultados mostraram exatamente o oposto, em dois modelos experimentais: na expressão 

ectópica de BCR-ABL (em células HL-60 e Jurkat humanas) e na condicional (em células 

Ton.B210 murinas). Ou seja, nas duas situações, a expressão de BCR-ABL promoveu 

incremento da expressão gênica e protéica de galectina-1 nas linhagens hematopoéticas 

estudadas indicando que a regulação desta lectina está diretamente relacionada com a 

expressão de BCR-ABL.  
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A regulação de vários genes depende da atividade tirosina-quinase de BCR-ABL 

(DEININGER et al., 2000b). É importante destacar que independentemente do local de 

quebra do cromossomo e da seqüência do neogene formado, as três proteínas resultantes da 

fusão BCR-ABL exibem atividade tirosina-quinase desregulada quando comparada com a 

proteína ABL (CLARK et al., 1988; QUACKENBUSH et al., 2000). A desregulação da 

atividade TK tem como conseqüência a elevada fosforilação dos resíduos de tirosina de 

muitas proteínas, incluindo a própria molécula de BCR-ABL (LANEUVILLE, 1995; 

HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004).  

Essas informações nos sugeriram que a atividade tirosina-quinase poderia regular a 

expressão de galectina-1. De fato, nossos dados apontaram, por meio de duas estratégias 

diferentes, que a galectina-1 é mais uma proteína cuja expressão é modulada pela atividade 

TK de BCR-ABL. Isto porque, o tratamento das linhagens com BCR-ABL constitutivo 

(K562, KCL-22 e LAMA-84) ou ectópico (HL-60.BA e Jurkat.BA) com o inibidor de TK, 

mesilato de imatinibe, reduziu os níveis de galectina-1 em todas as linhagens, excetuando-se a 

KCL-22. Além disso, a linhagem Jurkat infectada com a construção mutada de BCR-ABL, 

deficiente em atividade TK não teve o mesmo aumento na expressão de galectina-1 que as 

células Jurkat expressando a forma selvagem de BCR-ABL exibiram. O presente trabalho 

mostrou, portanto, pela primeira vez, a regulação de galectina-1 como dependente da 

atividade tirosina-quinase de BCR-ABL. 

Não existem muitos estudos dedicados à investigação de vias intracelulares de 

regulação de galectina-1. Há somente um trabalho que mostra o envolvimento de quinases na 

regulação da expressão desta lectina, mas o modelo experimental empregado avalia a 

expressão de galectina-1 induzida pela ativação de linfócitos T (FUERTES et al., 2004). 

Nesse estudo, os inibidores de quinases U0126, SB202190 e rapamicina, que bloqueiam as 

vias de MAPK, MEK1/ERK e p38 MAPK reduzem os níveis de galectina-1 nos linfócitos T 

ativados (FUERTES et al., 2004). Apesar desse estudo não esclarecer se os resultados podem 

ser ampliados para situações em que a expressão de galectina-1 é constitutiva, como no nosso 

estudo, é interessante notar que as vias inibidas que causam redução de galectina-1 são as 

mesmas vias ativadas por BCR-ABL. 

Faz-se necessário entender a regulação da transcrição gênica de LGALS1 para discutir 

possíveis mecanismos atuantes, no contexto de BCR-ABL, que estariam envolvidos na 
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modulação da expressão dessa lectina, tanto na diferenciação como na transformação celular. 

A seqüência genômica completa de LGALS1 humana foi publicada em 1991, sendo o gene 

constituído de quatro éxons cuja região mais “upstream” contém seqüências de ligação para 

glicocorticóides, proteínas de choque térmico, metais, entre outras (GITT e BARONDES, 

1991). Em 1995, identificou-se uma região de 100 pares de base, próxima ao sítio de início da 

transcrição (-50/+50), responsável pela maior parte da atividade de transcrição de galectina-1 

(SALVATORE et al., 1995). São necessários dois elementos presentes nessa região para 

atingir a atividade de transcrição eficiente (SALVATORE et al., 1995). Em 2001, foi descrita 

uma região promotora de LGALS1 murino possui um sítio Sp1 e um elemento de consenso 

iniciador (Inr) que se sobrepõe parcialmente ao TATA box determinando o início da 

transcrição em dois pontos diferentes (DE GREGORIO et al., 2001). Além disso, uma região 

responsiva ao ácido retinóico foi detectada acima do sítio de transcrição de LGALS1 (LU et 

al., 2000). 

Em geral, há aumento dos níveis de galectina-1, com a desdiferenciação e 

transformação da célula, mas é possível reverter esse aumento, com indutores de 

diferenciação, como por exemplo, o ácido retinóico (BARONDES et al., 1994). Dados 

concordantes foram obtidos na linhagem K562, derivada de LMC, amplamente utilizada em 

estudos de diferenciação envolvendo LMC e/ou BCR-ABL, por sua característica de célula 

indiferenciada (LUTOMSKI et al., 1997; TSIFTSOGLOU et al., 2003). O esperado seria, 

portanto, observar grandes níveis de galectina-1 na linhagem K562. De fato, nossos dados 

indicam claramente a alta expressão gênica e protéica desta lectina na linhagem K562, 

corroborando com o dado publicado por Fontana e cols.. Somente um estudo descreveu a 

baixa expressão de galectina-1 nessa linhagem e o próprio autor classifica o dado, como 

pouco comum, por entender que células indiferenciadas costumam ter uma expressão 

considerável de galectina-1 (LUTOMSKI et al., 1997). Esse mesmo estudo mostra que o 

tratamento com eritropoetina ou aficodilina, indutores de diferenciação, resultou no fenótipo 

eritrocítico das células K562, com diminuição nos níveis citosólicos de galectina-1 

(LUTOMSKI et al., 1997). Verificar-se que nesse modelo, houve redução da expressão de 

galectina-1 sem alteração dos níveis de BCR-ABL, sugerindo que a regulação não é 

dependente de BCR-ABL. Entretanto, isto não exclui a possibilidade de que mecanismos 

dependentes e independentes de BCR-ABL possam atuar nesse processo. 
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Nessa mesma época, surgiram indícios da existência de outro fator regulador de 

transcrição de LGALS1. Primeiro, a fusão de células de osteosarcoma humano (que expressam 

galectina-1) com células de fígado de rato diferenciadas (que não expressam) gera células de 

rato híbridas que tem os alelos de galectina-1 reativados. Ou seja, fatores presentes nas células 

de osteosarcoma humano estariam ativando os alelos da galectina-1 das células de rato 

(CHIARIOTTI et al., 1994). Segundo, a expressão de LGALS1, em transfecções transientes 

de construções contendo a região mínima do promotor de galectina-1 é similar em células que 

expressam ou não LGALS1 e, portanto, os fatores reguladores estão presentes nestas duas 

condições (SALVATORE et al., 1995). Além disso, o tratamento das células de fígado de rato 

com 5-azacitidina, um agente demetilante promovia a ativação da transcrição de LGALS1 

(CHIARIOTTI et al., 1994).  

A possível presença de um fator regulador instigou Benvenuto e cols. a checarem a 

participação da metilação na regulação de galectina-1, uma vez que a metilação é um dos 

principais mecanismos epigenéticos de inibição da transcrição gênica. De fato, os autores 

descobriram uma correlação entre a hipometilação de uma região de LGALS1 e a expressão 

do gene (BENVENUTO et al., 1996). Benvenuto e cols., analisaram a região promotora por 

meio da técnica de seqüenciamento genômico do DNA tratado com bissulfito. Nestas 

condições, descobriram que a transição do estado metilado para demetilado, com demetilação 

completa de 11 dinucleotídeos CpG que atravessam o sítio de início da transcrição, era 

suficiente para promover uma ativação da transcrição de LGALS1 (BENVENUTO et al., 

1996). Esta observação sugeria fortemente que a metilação do promotor de LGALS1 poderia 

ser um dos mecanismos epigenéticos de regulação desse gene.  

Recentemente, para averiguar o estado de metilação global de pacientes nas fases 

crônica, acelerada e blástica, Roman-Gomez e cols., avaliaram os elementos de DNA 

repetitivos mais importantes, o retrotransposon L1 e as seqüências Alu, alfa-satélite e satélite-

2. Estes autores verificaram que as amostras significativamente mais hipometiladas foram de 

pacientes na FB, seguidos pelos pacientes da FC e por último os indivíduos normais 

(ROMAN-GOMEZ et al., 2008). Se levarmos em consideração que os nossos dados mostram 

uma expressão maior de LGALS1 na fase blástica da LMC e que coincidentemente os 

pacientes nesta fase apresentam maior hipometilação, podemos sugerir que uma das hipóteses 

de regulação de galectina-1, neste modelo, seria de que a hipometilação do promotor de 

LGALS1 ocasionaria o aumento na expressão desse gene. Contudo, uma análise mais 
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aprofundada do estado de metilação da região promotora do gene de LGALS1 deve ser 

realizada em amostras de pacientes a fim de verificar se essa hipótese é verdadeira. 

A ativação de fatores de transcrição gênica por meio de sua fosforilação (GARCIA e 

JOVE, 1998) ou modulação dos níveis de RBPs (“RNA Binding Protein”) constitui mais um 

mecanismo que pode estar atuando na regulação da transcrição gênica de galectina-1, no 

contexto de BCR-ABL. As RBPs são proteínas que se ligam a RNAm controlando o seu 

processamento, exportação do núcleo para o citoplasma e tradução (DREYFUSS et al., 1993). 

O aumento nos níveis de três RBPs foi constatado em células que expressam BCR-ABL. São 

estas, FUS (PERROTTI et al., 1998), hnRNP A1 (IERVOLINO et al., 2002), hnRNP E2 

(PERROTTI et al., 2002a). A diminuição dos níveis destas RBPs no contexto de BCR-ABL 

ocasionou a alteração da expressão de diferentes genes (PERROTTI e CALABRETTA, 

2002b). Por exemplo, a inibição de FUS por DNA anti-senso eleva a expressão do receptor de 

G-CSF (PERROTTI et al., 1998), a diminuição da atividade carreadora de hnRNP A1 pela 

competição com o mutante desta proteína aumenta os níveis de BCL-xL citoplasmásticos 

(IERVOLINO et al., 2002) e por último a supressão in vivo e in vitro da fosforilação de 

hnRNP E2 aumenta a expressão de C/EBPα (CHANG et al., 2007). Contudo, não foi 

identificado, até o momento, nenhum fator trans-ativador de LGALS1 e, portanto, não é 

possível avaliar a importância destes fatores na regulação de galectina-1, no contexto de 

BCR-ABL.  

Tendo em vista os resultados obtidos em linhagens, dois motivos nos levaram a 

verificar a expressão de galectina-1 e galectina-3 em amostras de pacientes nas diferentes 

fases da LMC e associação com a progressão da doença. Primeiro, nem sempre as 

observações feitas em linhagens correspondem ao detectado em amostras de pacientes. O 

segundo motivo é a importância de identificar novos biomarcadores que permitam estabelecer 

a melhor opção de tratamento. Isto é particularmente importante em pacientes na fase 

avançada, pois nesse caso, as opções de tratamento existentes não são muito eficazes. 

Apesar de nossos dados demonstrarem que a galectina-3 não é modulada por BCR-

ABL, a presença de níveis detectáveis de LGALS3 nas linhagens derivadas de LMC não 

excluía a possibilidade dessa lectina estar diferencialmente expressa em pacientes. A 

expressão de LGALS3 foi consideravelmente maior em pacientes com LMC do que em 

indivíduos normais. Entretanto, não houve diferença na expressão de LGALS3 de acordo com 
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a fase da LMC, nem em relação à resposta ao tratamento com mesilato de imatinibe. A 

ausência de correlação entre expressão de LGALS3 e BCR-ABL em pacientes sugere que a 

galectina-3 não é modulada em linhagens celulares derivadas de pacientes com LMC e em 

amostras de pacientes com esta doença. 

Por outro lado, os dados de expressão de LGALS1 provenientes de amostras de 

pacientes com LMC corroboraram com os resultados obtidos em linhagens. Os níveis 

intracelulares e plasmáticos desta lectina aumentaram principalmente na fase blástica da 

LMC. Considerando que os dados obtidos em linhagens sugeriram modulação mediada por 

BCR-ABL é salutar especular que, em pacientes, a causa do aumento de galectina-1 na fase 

blástica seria o mesmo das linhagens. Assim, nossa hipótese é de que quanto maior a 

expressão de BCR-ABL, mais elevada a de LGALS1. A correlação positiva entre a expressão 

desses dois genes, no nosso trabalho, é um forte indício de que esta seja a explicação 

adequada. No entanto, não podemos excluir outra possibilidade. A elevação dos níveis de 

LGALS1 pode estar relacionada simplesmente à maior quantidade de células imaturas na fase 

blástica da LMC. Nós avaliamos a expressão de galectina-1 em amostras de células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC) que contem diferentes populações de células e 

com isso, as células imaturas, por expressarem mais galectina-1 elevariam a expressão média 

das células analisadas. Para excluir essa possibilidade, seria necessário observar a expressão 

de galectina-1 nas subpopulações celulares existentes nas amostras de PBMC dos pacientes 

com LMC. 

O aumento nos níveis de galectina-1 na fase blástica sugere uma associação entre 

expressão de LGALS1 e progressão da LMC. Mas, para que um fator seja, de fato, utilizado 

como biomarcador tumoral e/ou fator de prognóstico, não basta mostrar apenas o aumento de 

sua expressão com a progressão da doença. É necessário relacioná-lo a outros fatores de 

prognóstico ou tempo de sobrevida do paciente. 

Devido à grande heterogeneidade no tempo que os pacientes demoram para progredir 

da FC para uma fase mais avançada (FA ou FB) e assim desenvolver o quadro de agudização, 

muitos investigadores concentraram seus esforços no desenvolvimento de modelos 

matemáticos que poderiam assim auxiliar na escolha da melhor conduta terapêutica e na 

avaliação do risco de morte do paciente. 
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Os parâmetros que historicamente foram associados a um pior prognóstico são maior 

idade, esplenomegalia, hepatomegalia, elevada contagem de leucócitos, alta porcentagem de 

blastos no sangue ou medula óssea, porcentagem de basófilos, presença de fibrose, presença 

de evolução clonal entre outros. Alguns modelos matemáticos utilizando esses parâmetros 

foram propostos, mas o utilizado com maior freqüência é o índice de Sokal (SOKAL et al., 

1984). 

Este índice foi obtido a partir da análise dos achados clínicos e laboratoriais, 

apresentados ao diagnóstico, de 813 indivíduos Philadelphia-positivos provenientes de seis 

séries de casos europeus e americanos. Nesse estudo, o tamanho do baço e a contagem dos 

leucócitos foram os fatores identificados mais importantes, mas a idade e a porcentagem de 

blastos no sangue também foram associados ao prognóstico da LMC. Esta função matemática 

possibilitou a separação dos pacientes em três grupos, denominados de baixo, médio e alto 

risco, com uma diferença significativa na sobrevivência entre eles (SOKAL et al., 1984).  

Mesmo na era do tratamento com mesilato de imatinibe (descrito na seção 1.1.2.2), 

este índice parece ser um bom preditivo, de acordo com o estudo IRIS (International 

Randomized study of Interferon vs. STI571) (O'BRIEN et al., 2003). No entanto, a 

importância das características clínicas tem-se alterado com o surgimento de novas terapias. 

Por exemplo, após o início do tratamento com MI em pacientes, a idade parece apresentar 

menor relevância em relação a outros dados clínicos ou laboratoriais (CORTES et al., 2003b). 

Enquanto alguns fatores perdem importância, há uma busca constante por melhores 

fatores preditivos. Nesse sentido, alguns dos fatores que têm recebido atenção na última 

década, são as translocações que ocorrem na LMC. Estas são acompanhadas de deleções sub-

microscópicas adjacentes aos pontos de quebra do cromossomo 9 em 10-15% dos casos 

(KOLOMIETZ et al., 2001).  

Apesar dos resultados iniciais sugerirem que, por serem um raro evento, as deleções 

refletiam uma instabilidade genômica associada à progressão da doença, algumas evidências 

apontavam para o fato de que as deleções e translocações ocorriam de forma concomitante. 

Por exemplo, a manutenção da freqüência de deleções nas diferentes fases da doença, a taxa 

três vezes maior de deleções em translocações variantes e a falta de visualização de células 

com translocações, mas sem deleções (HUNTLY et al., 2001; KOLOMIETZ et al., 2001).  
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Alguns estudos recentes investigaram a importância da deleção na região do 

cromossomo 9 (der9) como fator de prognóstico. Dentre eles, um estudo retrospectivo, ao 

comparar um grupo de pacientes com deleções e outro grupo sem deleções detectáveis, 

identificou uma associação entre a presença de diferentes tipos de deleções, incluindo a der9 

com uma pior resposta ao tratamento, uma menor duração da fase crônica, diminuição no 

tempo de sobrevida global, e taxa de recidiva maior após transplante de medula óssea (TMO) 

(KOLOMIETZ et al., 2001). Na mesma linha, Huntly e cols., a partir de dados preliminares, 

levantaram a hipótese de que a deleção der9 seria um fator de definição do prognóstico, pois 

sua presença foi associada a uma menor sobrevida livre de progressão da LMC (HUNTLY et 

al., 2001). Por outro lado, Quintas-Cardama e cols. mostraram que os pacientes que possuíam 

essa deleção e que foram tratados com mesilato de imatinibe não exibiram diferença na 

sobrevida global em relação aos indivíduos que não tinham a deleção der9 (QUINTAS-

CARDAMA et al., 2005). Recentemente, foi verificado um pior prognóstico dos pacientes 

portadores da deleção der9, principalmente aqueles cuja deleção se localizava na região 

5'ABL (VAZ DE CAMPOS et al., 2007). 

Existem, na literatura, alguns casos descritos em que o aumento da expressão de 

galectina-1 nas células tumorais está associado a maior agressividade e aumento do potencial 

metastático (DANGUY et al., 2002). Por exemplo, amostras de carcinomas de bexiga em 

estágios com graduação histológica mais alta exibiram aumento na expressão de RNAm de 

LGALS1 em relação à aqueles com menor graduação, sendo por sua vez maior do que a 

expressão observada em amostras de urotélio normais (CINDOLO et al., 1999).  

Apesar de observada a correlação entre os níveis de LGALS1 e BCR-ABL, a análise da 

expressão de galectina-1 não revelou correlação com o índice de Sokal ou qualquer outros 

parâmetros individuais associados a esse índice (idade, baço, plaquetas, leucócitos, blastos no 

sangue periférico e hemoglobina). De posse desses dados, não podemos afirmar que a 

galectina-1 não teria valor prognóstico no momento do diagnóstico da doença, pois ela 

poderia ser um fator independente do índice de SOKAL. No entanto, nossos resultados 

indicam que a galectina-1 seria um potencial candidato a marcador prognóstico na fase 

avançada da LMC uma vez que os pacientes com elevados níveis de LGALS1 tiveram uma 

sobrevida menor do que os pacientes com níveis intermediários ou baixos. Esse resultado 

permite-nos especular a possibilidade da galectina-1 ser utilizada como valor preditivo de pior 
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prognóstico do paciente na fase avançada da LMC, com indicação para terapias alternativas 

ou mais agressivas nesses casos.  

Adicionalmente, no modelo in vivo, foi verificado que células com galectina-1, 

quando injetadas em camundongos “nude” foram capazes de gerar tumores maiores do que 

aquelas que não expressavam a lectina. Esse dado confirma a relevância de galectina-1 na 

tumorigênese, mesmo no contexto de BCR-ABL, portanto, a contribuição de galectina-1 no 

desenvolvimento da LMC é outro importante aspecto importante a ser discutido.  

Cabe aqui destacar que o modelo experimental murino escolhido neste trabalho, não 

representa modelo de leucemia, pois a inoculação das células tumorais é realizada de forma 

subcutânea, no dorso de camundongos BALB/C “nude”. Assim, este modelo permite apenas 

mostrar a contribuição da expressão de galectina-1 na tumorigênese e não leucemogênese, no 

contexto de BCR-ABL. 

Considerando as funções exercidas pela galectina-1 no desenvolvimento de outros 

tumores, discutimos diversas possibilidades que pudessem explicar a contribuição de 

galectina-1, no presente, trabalho. Entre estas, a galectina-1 poderia atuar na transformação 

maligna, proliferação, adesão, diferenciação, angiogênese e escape tumoral.  

 A primeira hipótese levantada é a participação desta lectina na transformação 

mediada por BCR-ABL. Beck e cols. mostraram a expressão de HRAS em 15 amostras de 

pacientes Ph+, mas aumento de HRAS somente em três amostras de pacientes na fase 

acelerada (BECK et al., 1998). Isto indica que a potencialização da via de sinalização de RAS 

não pode ser atribuída à maior expressão de H-RAS, mas sim a elevação da sinalização 

decorrente da atividade TK de BCR-ABL. Esta atividade resulta em aumento do GTP 

transferido para RAS por meio da ligação direta de BCR-ABL a GRB2 (PUIL et al., 1994). 

Em outras linhagens tumorais humanas, a galectina-1 se liga a H-RAS fazendo com que esta 

molécula permaneça mais tempo ancorada na superfície de membrana, aumentando a ativação 

da via de sinalização mediada por H-RAS (PAZ et al., 2001; ELAD-SFADIA et al., 2002). 

Assim, a galectina-1, poderia estar participando desse processo por meio da maior ativação da 

via de RAS nas células que expressam BCR-ABL, contribuindo para a transformação maligna 

mediada por BCR-ABL. 
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A proliferação das células tumorais é outro processo fisiológico vital alterado por 

galectina-1 (LIU e RABINOVICH, 2005). Os efeitos da expressão de galectina-1 variam de 

acordo com a sua localização (intra ou extracelular), concentração e contexto celular. 

Enquanto a expressão intracelular promove a proliferação em células de glioma de rato 

(YAMAOKA et al., 2000), a extracelular tem o efeito contrário em células de neuroblastoma 

(KOPITZ et al., 2001). Entretanto, no presente estudo, a inibição de galectina-1 não alterou a 

proliferação das células K562. Isto indica que o maior crescimento dos tumores derivados de 

K562.MLP (Galectina-1+) comparados aos que não expressam esta lectina 

(K562.shLGALS1-115) não é causado por uma diferença na taxa de proliferação dessa duas 

linhagens.  

O efeito de galectina-1, na proliferação celular, foi descrito em células da medula 

óssea. Dado interessante a ser considerado tendo em vista que a LMC é resultante de uma 

alteração na célula pluripotente da medula óssea o que inteferirá em toda progênie. Em nosso 

estudo, não fizemos a análise de células da MO, mas seria uma investigação promissora no 

futuro. Isto porque estudos mostraram que esta lectina exibe uma ação bifásica de indução de 

apoptose ou proliferação de acordo com o estágio de diferenciação. Se por um lado, doses 

baixas de galectina-1 recombinante (10 ng/mL) adicionada a culturas de células-tronco ou 

progenitoras hematopoéticas têm efeito positivo na formação de colônias das linhagens 

granulócitica-macrofágicas e eritrocíticas de forma dependente de lactose (VAS et al., 2005). 

Por outro lado, doses altas (10 µg/mL) têm efeito contrário, reduzem a proliferação das 

células progenitoras hematopoéticas, em parte devido a indução de apoptose pela galectina-1. 

A redução, neste caso, não foi inibida pela adição de lactose (VAS et al., 2005). 

Ainda na medula óssea, a galectina-1 interfere na adesão celular. A galectina-1 

aumenta a adesão das células tumorais de câncer próstata e de ovário à matriz extracelular 

pela ligação com fibronectina (ELLERHORST et al., 1999; VAN DEN BRULE et al., 2003). 

Efeitos similares foram atribuídos à BCR-ABL. Células que expressam esse oncogene exibem 

maior adesão a componentes da matriz extracelular (MEC) (GORDON et al., 1987; 

VERFAILLIE, 1992). Em 2002, um trabalho mostrou em células 32D que esse aumento na 

adesão não diminuía com o tratamento dessas células com STI571 (WERTHEIM et al., 

2002), porém o oposto foi observado por Jin e cols. (JIN et al., 2006). Estes autores 

verificaram uma adesão maior à fibronectina, ao tratar a linhagem Ton.B210, com IL-3 ou 

com expressão induzível de BCR-ABL, parcialmente dependente da atividade TK, com 
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ativação da via B-REF/MEK/ERK e AKT (JIN et al., 2006). A similaridade do efeito da 

expressão de galectina-1 e BCR-ABL e a dependência da modulação da adesão e expressão 

de galectina-1 com a atividade TK de BCR-ABL sugerem que esta lectina poderia estar 

envolvida nesse processo, no contexto de BCR-ABL.  

O envolvimento da galectina-1 na migração de células progenitoras é mais um fator 

que deve ser considerado. Recentemente, Kiss e cols., mostraram que o tratamento de 

camundongos com ciclofosfamida e fator estimulador de crescimento de granulócitos simula 

uma resposta imunológica uma vez que esse tratamento causa diferenciação e migração das 

células da medula óssea para o sangue e também indução de diferenciação (KISS et al., 

2007). No entanto, a administração concomitante de galectina-1 foi capaz de prevenir grande 

parte da mobilização de granulócitos e leucócitos, gerando um acúmulo de células 

hematopoéticas progenitoras na medula óssea (KISS et al., 2007). Os autores atribuem esse 

efeito à inibição da migração transendotelial causada pela galectina-1 (KISS et al., 2007). 

Talvez essa inibição possa contribuir para a hipercelularidade da medula óssea dos pacientes 

com LMC na fase blástica. Apesar de existir uma grande mobilização de células imaturas para 

o sangue, a galectina-1 estaria inibindo a migração de uma parte das células progenitoras que 

expressam altos níveis de galectina-1.  

Em 2006, um novo papel de galectina-1 foi descrito por Thijssen e cols. que 

demonstraram que o silenciamento da expressão gênica de LGALS1 inibiu não só a 

proliferação como também a migração de células endoteliais de cordão umbilical humano 

cultivadas, in vitro (THIJSSEN et al., 2006). Observaram ainda que o silenciamento de 

LGALS1, no estágio embrionário de peixes-zebra, resultou no crescimento de vasos 

disfuncionais. Por último, mostraram que camundongos deficientes nessa proteína tiveram o 

crescimento de tumores prejudicado sugerindo que a galectina-1 desempenha um papel 

importante na angiogênese (THIJSSEN et al., 2006).  

O impacto da ação da galectina-1 na angiogênese é fácil de ser entendido em tumores 

sólidos uma vez que a falta de irrigação sanguínea limita o crescimento do tumor 

(HANAHAN e WEINBERG, 2000). Recentemente, Hsieh e cols. demonstraram que a 

galectina-1 é capaz de ligar-se a neuropilina 1, um co-receptor para o fator angiogênico, 

denominado fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e promover a ativação das vias 

de sinalização que determinam a ação biológica do VEGF. É importante citar que o VEGF 
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parece estar envolvido no desenvolvimento e progressão de neoplasias hematológicas, 

incluindo a LMC (LIST, 2001). Esta suposição se baseou em alguns dados da literatura. 

Primeiro, a regulação da sobrevivência de células progenitoras pelo VEGF já foi estabelecida 

por Gerber e cols., em 2002 (GERBER et al., 2002). Segundo, a densidade microvascular da 

medula óssea de pacientes com LMC é praticamente o dobro da observada em indivíduos 

saudáveis (AGUAYO et al., 2000). E por último, os níveis plasmáticos de VEGF é 

significativamente maior do que nos indivíduos saudáveis (LUNDBERG et al., 2000).  

Em conjunto, o aumento de VEGF na LMC e da sinalização via VEGF, mediado pela 

galectina-1 sugere efeito cooperativo de BCR-ABL e galectina-1 na angiogênese. De fato, 

nossos resultados parecem estar de acordo com essa informação. Notamos que os tumores que 

não expressavam galectina-1, tiveram um crescimento mais lento do que os tumores que a 

expressavam. Além disso, percebemos que os tumores que expressavam galectina-1 tinham 

uma aceleração no crescimento após atingirem uma coloração avermelhada o que reforça a 

suposição de que a principal contribuição de galectina-1 estaria ligada a capacidade de induzir 

angiogênese. Esta observação, entretanto, precisa ser analisada com mais cuidado para 

afirmarmos que a galectina-1 aumentou a angiogênese do tumor, no nosso modelo 

experimental. De qualquer forma, se a indução da angiogênese fosse confirmada, a teoria de 

que esta seria a contribuição de galectina-1 no nosso modelo, se aplicaria apenas ao modelo 

de inoculação no subcutâneo, que simula um tumor sólido. Situação bem diferente da 

encontrada na LMC, onde as células leucêmicas ficam circulando pelo sangue. Contudo, não 

podemos esquecer que as células progenitoras que expressam BCR-ABL permanecem 

também na medula óssea.  

Além dos efeitos intracelulares, se considerarmos que a concentração plasmática desta 

lectina está aumentada em pacientes com LMC na fase blástica, abrem-se outras 

possibilidades para as ações extracelulares de galectina-1, com destaque para as ações nas 

células do sistema imune que contribuem para o escape tumoral. 

A grande maioria dos estudos sobre galectina-1 e apoptose existentes está concentrada 

nos efeitos de galectina-1 sobre os linfócitos T e linhagens leucêmicas. Foi observado que, em 

linhagens leucêmicas, a indução de apoptose pela galectina-1 exógena depende da 

concentração de galectina-1 intracelular (SALVATORE et al., 2000). Linhagens com 

expressão alta foram mais resistentes a indução de morte por galectina-1 extracelular 
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(SALVATORE et al., 2000). Este pode ser o caso, neste trabalho, uma vez que as linhagens 

BCR-ABL apresentaram altos níveis desta galectina. (SALVATORE et al., 2000).  

Por outro lado, sabe-se que a galectina-1 induz a apoptose de linfócitos T ativados e 

timócitos (PERILLO et al., 1995; BLASER et al., 1998; HE e BAUM, 2004). Neste caso, a 

morte massiva de linfócitos poderia colaborar com o aparecimento de infecções que é uma 

das complicações de leucemias agudas (BODEY et al., 1978). Além disso, a indução de 

apoptose dos linfócitos T ativados poderia contribuir para o escape tumoral das células 

transformadas (RUBINSTEIN et al., 2004).  

Pacientes com LMC apresentam um perfil de resposta imune direcionado para o tipo 

Th2 (KIANI et al., 2003). Esse mesmo direcionamento foi observado com a administração 

exógena de galectina-1 em diferentes modelos experimentais de autoimunidade 

(RABINOVICH, 1999a; SANTUCCI et al., 2000; BAUM et al., 2003; TOSCANO et al., 

2006). Em 2006, Toscano e cols., observaram que a administração sistêmica de galectina-1 

recombinante em um modelo murino experimental de uveíte autoimune (EAU), tanto na fase 

inicial ou tardia da doença, foi capaz de melhorar os sinais clínicos desta patologia ocular. 

Estes autores mostraram que a galectina-1, nesse modelo, resultava em desvio da resposta 

Th1 para o perfil Th2 de citocinas produzidas, com diminuição da secreção de IFN-γ, e 

aumento de IL-10, sem alteração de IL-12, nas células obtidas de linfonodos drenantes 

(TOSCANO et al., 2006). Toscano e cols. verificaram que não há aumento no número de 

linfócitos T CD4+ CD25+ reguladores e sugerem, portanto que o efeito de galectina-1 estaria 

associado a regulação da expansão ou atividade supressora da população de linfócitos T CD4+ 

CD25+ reguladores (TOSCANO et al., 2006). De fato, o bloqueio da ligação de galectina-1 

aos receptores desses linfócitos T reguladores causou uma inibição da atividade reguladora 

nos linfócitos T CD4+ CD25+ reguladores humanos e murinos (GARIN et al., 2007). Por 

último, os linfócitos T CD4+ CD25+ reguladores obtidos de camundongos mutantes 

homozigotos nulos para galectina-1 apresentaram uma atividade reguladora reduzida, 

sugerindo um importante papel na regulação da resposta supressora de linfócitos T (GARIN 

et al., 2007). 

Estes efeitos de galectina-1 sobre os linfócitos T não foram avaliados neste trabalho, 

uma vez que o modelo experimental utilizado para os experimentos in vivo, foi o camundongo 

BALB/c nude, deficiente em linfócitos T e B. Isto não exclui a possibilidade de atuação de 



 

139 

 

galectina-1 nos linfócitos T na LMC. Muito pelo contrário, mostra que pelo menos, em parte, 

a contribuição da galectina-1 na progressão tumoral da LMC não depende do escape tumoral 

mediado pela resposta imune der linfócitos T. 

A galectina-1 exógena também promove a externalização da fosfatidilserina (DIAS-

BARUFFI et al., 2003) de células leucêmicas (HL-60) e neutrófilos ativados que são então 

reconhecidos e fagocitados por macrófagos murinos ativados. Este efeito de galectina-1 

poderia resultar na eliminação de neutrófilos ativados, prejudicando a resposta imune dos 

pacientes com LMC na fase blástica. 

Os diversos efeitos de galectina-1 sobre as células do sistema imunológico, podem 

estar participando do comprometimento da resposta imune dos pacientes com LMC na fase 

blástica. Uma resposta imune deficiente tem duas conseqüências importantes nesses: maior 

susceptibilidade a infecções e resposta imune anti-tumoral prejudicada. A LMC é uma 

neoplasia que responde bem a imunoterapia e vacinação contra antígenos associados a 

tumores (PINILLA-IBARZ et al., 2000). Está cada vez mais evidente que os linfócitos T 

controlam o desenvolvimento da LMC.  A principal evidência é a obtenção de remissão, em 

pacientes que recidivaram após transplante de MO alogênico, após a infusão de uma 

população de linfócitos T, onde os linfócitos T CD8+ foram eliminados (GIRALT et al., 

1995). Atualmente, diversas estratégias de imunoterapias estão em desenvolvimento. 

Algumas focam vacinas contra antígenos associados a tumores, tais como Pr3 e WT-1, 

vacinas autólogas: células dendríticas autólogas e proteínas de choque térmico, por 

exemplo(GALE et al., 2005). 

A compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na transformação mediada 

por BCR-ABL é de fundamental importância para o melhor entendimento da etiopatogenia, 

progressão e/ou resposta terapêutica das leucemias BCR-ABL-positivas. É fato que o 

desenvolvimento do mesilato de imatinibe, revolucionou o tratamento da LMC. No entanto, o 

freqüente aparecimento de resistência adquirida ao tratamento em pacientes com LMC nas 

fases mais avançadas, assim como uma resistência primária em 7% dos indivíduos na fase 

crônica tratados com este inibidor de tirosina-quinase (KANTARJIAN et al., 2002a) justifica 

a busca por alvos “downstream” a ativação de BCR-ABL. A inibição dos alvos identificados 

pode ampliar as estratégias de terapias combinadas. De fato, o uso de drogas que bloqueiam 

as vias de RAS (HOOVER et al., 2002) e PI3K (KLEJMAN et al., 2002) exibiu um efeito 
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sinérgico, in vitro, ao serem combinadas com o mesilato de imatinibe. Nossos dados sugerem 

que a galectina-1 é um forte candidato a alvo terapêutico secundário no tratamento da LMC. 

E, portanto, compostos sintéticos derivados da lactose que inibam seletivamente a galectina-1 

(TEJLER et al., 2006) poderiam ser utilizados, associados aos inibidores específicos de BCR-

ABL com o intuito de potencializar a terapia contra a doença.  
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66  CCoonncclluussõõeess  

Identificamos um novo mecanismo de regulação da expressão de galectina-1, mediado 

pela atividade tirosina-quinase de BCR-ABL. Esta forma de regulação não é válida para 

galectina-3. 

A galectina-1 é um potencial biomarcador de progressão tumoral e, portanto, a alta 

expressão desta lectina poderia ser usada, na fase avançada da LMC, como fator preditivo de 

pior prognóstico nesses pacientes. 

A galectina-1 é um potencial candidato a alvo terapêutico na LMC, devido ao efeito 

cooperativo de galectina-1 e BCR-ABL na tumorigênese, observado no modelo in vivo. 
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Anexo A 
“Senescence and tumour clearance is triggered by p53 restoration in 

murine liver carcinomas” 
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Anexo B  
“Regulation of Galectin-1 by BCR-ABL and the consequences  

for cellular malignancy” 
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AAnneexxoo  CC 

“Senescence of Activated Stellate Cells Limits Liver Fibrosis” 

 

Um dos mecanismos executores importante na resposta imune antitumoral e antiviral é 

a citotoxicidade celular mediada pelas células NK (“Natural Killer”) e pelos linfócitos T 

CD8+, também chamados linfócitos citotóxicos ou simplesmente CTL (“cytotoxic T 

lymphocyte”) (OCHSENBEIN, 2002; ADAM et al., 2003), embora linfócitos T CD4+ 

também possam exercer atividade citotóxica em algumas circunstâncias (PORAKISHVILI et 

al., 2004). Enquanto as células NK participam, sobretudo, da resposta imune inata, as CTLs 

atuam durante a resposta imune adaptativa (WU e LANIER, 2003; PAPAMICHAIL et al., 

2004).  

As moléculas envolvidas na interação entre NK ou CTL com os seus alvos são, a 

grosso modo, conhecidas. Porém, ainda estamos longe de compreender completamente os 

sinais bioquímicos que regulam a ativação, diferenciação e viabilidade destas células, bem 

como os eventos moleculares que participam da sua função citotóxica e imunomoduladora 

(ARANCIA et al., 1990; GRIFFITHS e ARGON, 1995). 

A morte celular induzida pelas células citotóxicas pode ser iniciada por dois 

mecanismos distintos (KAGI et al., 1994; HENKART, 1994a; HENKART e SITKOVSKY, 

1994b). O principal mecanismo é a exocitose de grânulos citotóxicos contendo, entre outros 

mediadores, perforina e granzimas. Além disto, linfócitos T citotóxicos e células NK também 

podem iniciar o programa apoptótico nas células alvo através da interação de receptores de 

morte e seus ligantes, tais como Fas/FasL (CALDWELL et al., 2003; CHAKRABORTY et 

al., 2003), TRAIL/TRAILR (TAKEDA et al., 2002) e TNF-α/TNFR (KAFROUNI et al., 

2003).  

Embora diversos estudos tenham estabelecido o papel fundamental da perforina, das 

granzimas A e B e da interação com os receptores de morte na citotoxicidade celular, 

trabalhos recentes têm fomentado a idéia de que nenhuma destas moléculas é essencial para a 

resposta imune citotóxica. Por exemplo, a rejeição de tumores em certos modelos murinos 
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independe da expressão de perforina ou de FasL pelas CTLs (LEE et al., 2004). Em adição, 

embora CTL e NK provenientes de camundongos deficientes em granzima A, B ou ambas, 

apresentem alterações em sua capacidade de induzir apoptose em células alvo in vitro, estes 

animais ainda são capazes de eliminar tumores in vivo sugerindo, portanto, o envolvimento de 

outras vias ou moléculas nesta citotoxicidade (DAVIS et al., 2001; SMYTH et al., 2003b). 

Apesar do grande número de trabalhos na área de resposta imune contra tumores, não existem 

estudos envolvendo resposta imune contra células tumorais senescentes, ou contra células 

senescentes, em geral.  

A senescência celular é definida como um programa fisiológico de parada do ciclo 

celular que limita a longevidade das células prevenindo desta forma uma proliferação 

ilimitada. Hayflick e Moorhead postularam, em 1961 (HAYFLICK e MOORHEAD, 1961), 

que todo tipo de célula normal tem um potencial intrínseco limitado de proliferação, ou 

senescência replicativa (SR). As células senescentes não são mais capazes de se dividir, no 

entanto permanecem metabolicamente ativas. Além disso, as células sofrem alterações 

morfológicas: a célula fica maior, mais achatada e apresenta um grande número de lisossomos 

com alta atividade proteolítica (CAMPISI, 2000). 

Este fenômeno biológico pode ser desencadeado por diferentes fatores sendo que 

muitos deles são estímulos oncogênicos. Por esse motivo é muito provável que a senescência 

seja um mecanismo de segurança para prevenir a proliferação de células potencialmente 

tumorais, ou seja, atua como um mecanismo supressor de tumor. 

A senescência replicativa foi inicialmente observada em culturas de fibroblastos 

humanos (HAYFLICK e MOORHEAD, 1961). Mais tarde, outros estudos indicaram que a 

SR em alguns casos está relacionada ao encurtamento dos telômeros, estruturas terminais que 

protegem os cromossomos lineares (BODNAR et al., 1998; VAZIRI e BENCHIMOL, 1998). 

Existem outros fatores que induzem a senescência, por exemplo, danos no DNA (CHEN et 

al., 1995; ROBLES e ADAMI, 1998), inibidores de histona desacetilases que atuam no 

remodelamento da cromatina (OGRYZKO et al., 1996; LAGGER et al., 2003; REBBAA et 

al., 2006) e oncogenes (SERRANO et al., 1997; ZHU et al., 1998; DIMRI et al., 2000; 

LOWE et al., 2004). A primeira evidência de que a sinalização oncogênica levaria também a 

uma parada irreversível no ciclo celular surgiu de um estudo in vitro (SERRANO et al., 

1997). Neste caso, seria fácil esperar que esta correlação in vivo pudesse ser um mecanismo 
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de segurança para prevenir a proliferação de células potencialmente tumorais, ou seja, 

atuando como um mecanismo supressor de tumor (CAMPISI, 2001; BENNETT, 2003; 

LOWE et al., 2004). Entre os oncogenes que ativam o processo de senescência estão: a 

proteína p16INK4A (inibidor de kinase dependente de ciclina (MCCONNELL et al., 1998) 

(LOWE e SHERR, 2003), p14/ARF (“alternative reading frame”) (regulador de MDM2) 

(KAMIJO et al., 1999; DIMRI et al., 2000), p53 (HARVEY e LEVINE, 1991; SHERR, 1998; 

SHERR e MCCORMICK, 2002) e RB (retinoblastoma tumor-suppressor gene) 

(DANNENBERG et al., 2000; SAGE et al., 2000; SHERR e MCCORMICK, 2002). 

A proteína p53 é um importante gene supressor de tumor que restringe a proliferação 

celular em resposta a danos no DNA ou desregulação de oncogenes mitóticos induzindo a 

parada em diversos pontos de checagem do ciclo celular, apoptose ou senescência (SHERR, 

2004) (HARRIS e LEVINE, 2005). Em 2007, Xue e cols. mostraram, em um modelo de 

hepatocarcinoma murino, que a reativação de p53 por meio de RNA de interferência (RNAi) 

condicional, promoveu regressão completa do tumor e que isto não era devido a apoptose. Os 

autores observaram que houve, nesse caso, a indução de senescência associada a 

superexpressão de citocinas inflamatórias (XUE et al., 2007). Além disso, foi observado um 

atraso nesta regressão quando os camundongos foram depletados de alguns componentes do 

sistema imune como células NK, macrófagos e eosinófilos. Assim, esse trabalho mostrou um 

novo mecanismo de supressão tumoral no qual o programa de senescência coopera com o 

sistema imune inato. Dados preliminares obtidos durante o meu estágio de 2 meses nesse 

laboratório sugerem que as células que entram em senescência mediada pelo estímulo 

oncogênico de RAS tornam-se mais sensíveis ao ataque citotóxico de células NK.  

Nesse sentido, o objetivo do trabalho realizado durante o doutorado “sanduíche” foi o 

de investigar o mecanismo pelo qual as células senescentes se tornam sensíveis ao ataque 

citotóxico de células NK e verificar se este efeito é um fenômeno geral que ocorre na 

senescência induzida pelos diferentes estímulos ou se é particular à senescência induzida por 

oncogenes. 

Os resultados, discussão e conclusões desta parte da tese estão apresentados, neste 

anexo, sob a forma de artigo uma vez que este foi publicado, em 2008, na revista “CELL” 
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Anexo D 
“Implications of Cellular Senescence in Tissue Damage Response, 

Tumor Suppression, and Stem Cell Biology” 
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Anexo E 
Carta de Avaliação do Dr. Scott Lowe 

June 13, 2008  
Dear Sir or Madam:  

This is to serve as a formal letter of evaluation of Monica Yon, who was a visiting graduate student in my laboratory. Monica 
is currently a graduate student with Dr. Gustavo Amarante-Mendes at the University of San Paolo. She worked in my 
laboratory from July 1, 2007 through December 31, 2007.  

Monica came to my lab as a visiting student to learn RNAi technology to support her research project -the idea was for her to 
develop stable RNAi tools to probe the biology of NK cell mediated apoptosis. During the course of her stay, she not only 
accomplished her goals but also made essential contributions to my laboratory’s research. She was an outstanding student, 
and I was very pleased to have her in my group.  

My laboratory is interested in the role of apoptosis and cellular senescence in tumor suppression; particularly, how these 
processes work to limit tumorigenesis and mediate cellular responses to conventional and molecularly targeted therapies. 
About two years ago, my laboratory discovered that tumor cells triggered to undergo senescence (a cytostatic program) – 
could be cleared from tissue as a result of attack by components of the innate immune system. The results suggest that 
senescence could activate a novel form of immune surveillance premalignant or cancer cells.  

Although senescence has recently been established as a potent mechanism of tumor suppression, its role in other pathologies 
has not been functionally examined. When Monica joined my group, she began to work with Valery Krizhanovsky, a 
postdoctoral fellow in my laboratory, who had noted that senescent cells accumulate in murine livers treated to produce 
fibrosis, a precursor pathology to cirrhosis. Valery showed that the senescent cells are derived primarily from activated 
hepatic stellate cells, which initially proliferate in response to liver damage and produce much of the extracellular matrix 
deposited in the fibrotic scar. In mice lacking p53, a key senescence regulator, stellate cells continue to proliferate, leading to 
excessive liver fibrosis.  

Owing in part to her expertise in immunology, Monica was able to work with Valery to demonstrate that senescent activated 
stellate cells are targets for natural killer cells; indeed, in a remarkably result, Monica showed that natural killer cells 
preferentially kill senescent activated stellate cells in vitro and are required to efficiently eliminate these cells in vivo, thereby 
facilitating the resolution of fibrosis. Together these findings indicate that the senescence program limits the fibrogenic 
response to acute tissue damage. The paper describing these results was recently accepted at Cell, with Monica listed as 
second author. This was well deserved, as Monica brought expertise to my laboratory that we did not have and her results 
were absolutely essential to the study’s success. She also has produced data on the mechanisms of NK mediated killing of 
senescent cells which will contribute to subsequent papers from my group.  

During the course of her stay in my laboratory, Monica performed extremely well, and functioned as successfully as other 
graduate students in my group. She was always knowledgeable about the current literature, and proved to be a careful 
scientist that accepted criticism and was constantly trying to improve. I was impressed by Monica’s technical skills, and her 
ability to perform well-controlled experiments. Monica was always a diligent worker, and often came into the laboratory in 
the evenings or on weekends to keep her experiments moving. Her presentations were always thoughtful and informative. I 
found her to be a wonderful person and great colleague, and was extremely pleased to have her in my laboratory. She did an 
outstanding job.  

Please let me know if you have additional questions.  
Sincerely,  
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Anexo F 
Tabela S1. Características clínicas e índice de Sokal dos pacientes com LMC. 

Paciente Idade (anos) Sexo Fase da LMC Ph Sokal (RR) 

1 36 M Crônica 95% B (0.65) 

2 68 F Crônica 100% A (1.13) 

3 57 M Crônica 100% I (0.82) 

4-1 47 M Crônica 100% B (0.77) 

5 62 M Crônica 100% I (0.92) 

6 63 M Crônica 100% A (1.77) 

7 39 M Crônica 100% I (1.03) 

8 60 M Crônica 100% I (1.21) 

9 52 F Crônica 100% A (1.33) 

10 62 M Crônica 100% I (1.10) 

11 46 M Crônica 100% B (0.60) 

12 48 M Crônica 100% I (0.81) 

13 19 M Crônica 100% B (0.63) 

14 33 F Crônica 85% I (1.25) 

15 37 F Crônica 95% I (0.97) 

16 38 M Crônica 95% B (0.74) 

17-1 45 M Crônica 100% I (1.29) 

18 28 F Crônica 80% B (0.64)

19 52 F Crônica 100% A (3.54) 

20 55 M Crônica 100% B (0.73) 

21 48 M Crônica 100% A (1.64) 

22 65 M Crônica 100% B (0.75) 

23 65 M Crônica 100% I (0.90) 

24 21 F Crônica 100% I (1.23) 

25 42 F Crônica 100% B (0.77) 

26 46 M Crônica 100% I (0.94)

27 62 F Acelerada 100% I (0.83) 

28 73 F Acelerada 100% I (0.97) 

29 22 M Acelerada 100% I (0.80) 

30 19 F Acelerada 100% B (0.69) 

31 65 M Acelerada 100% I (1.06) 

32 31 M Acelerada 100% B (0.78) 

33 57 F Acelerada 100% I (0.80) 

34 67 F Acelerada 100% I (1.25) 

35 35 F Acelerada 100% I (1.15) 
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36 55 M Acelerada 100% I (1.23) 

37-1 23 M Acelerada 100% A (13.93) 

38 70 F Acelerada 100% I (1.13) 

39 32 M LMA-Blástica 100% B (0.63) 

40-1 77 F LMA-Blástica 100% I (1.23) 

41 30 M LMA-Blástica 100% B (0.56) 

42 16 M LLA-Blástica 100% I (0.92)
43 54 F LMA-Blástica 100% A (2.13) 

44-1 39 F LMA-Blástica 100% A (2.67) 

37-2 23 M LMA-Blástica 100% A (13.93) 

45 67 F LMA-Blástica 100% I (1.08) 

4-2 47 M RCC Negativo B (0.77) 

46 29 F RCC Negativo I (2.03) 

47 75 F RCC Negativo I (1.15) 

48 67 M RCC Negativo I (1.52) 

49 34 F RCC Negativo I (1.05) 

50 37 M RCC Negativo I (1.28) 

51 22 F RCC Negativo I (0.87) 

17-2 45 M RCC Negativo I (1.29) 

52 23 F RCC Negativo B (0.61) 

53 33 M RCC Negativo I (0.83) 

54 57 M RCC Negativo A (1.91) 

40-2 77 F R-MI 100% I (1.23) 

55 23 F R-MI 100% B (0.67) 

56 40 M R-MI 100% B (0.75) 

57 50 F R-MI 100% A (1.98) 

44-2 39 F R-MI 100% A (2.67) 

58 39 M R-MI 100% I (0.80) 

F: feminino; M: masculino; LMA: leucemia mielóide aguda; LLA: leucemia aguda 
linfocítica; RCC: remissão citogenética completa; R-MI:resistente ao mesilato de imatinibe; 
RR: risco relativo; B:baixo risco; I: risco intermediários; A: alto risco; Ph: Porcentagem de 
metáfases com cromossomo Philadelphia (Cariótipo). 
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