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3.2. Determinação	
  dos	
  níveis	
  de	
  expressão	
  dos	
  genes	
  CCR7,	
  CCR9	
  e	
  

PSGL-­‐1	
  por	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real	
  quantitativo	
  

	
  

	
   Para	
   determinar	
   os	
   níveis	
   de	
   expressão	
   dos	
   genes	
   CCR7,	
   CCR9	
   e	
   PSGL-­‐1	
   nas	
  

diferentes	
  linhas	
  celulares	
  de	
  uma	
  forma	
  mais	
  quantitativa,	
  realizámos	
  análises	
  de	
  PCR	
  

em	
  tempo	
  real.	
  Mais	
  uma	
  vez,	
  o	
  gene	
  da	
  β-­‐actina	
  foi	
  utilizado	
  como	
  referência.	
  Foram	
  

realizadas	
  duas	
  experiências	
  de	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real,	
  cada	
  uma	
  delas	
  utilizando	
  a	
  linha	
  

celular	
  K562	
  como	
  referência	
  interna	
  para	
  podermos	
  comparar	
  os	
  resultados	
  de	
  ambas	
  

as	
   experiências.	
   Os	
   valores	
   do	
   ciclo	
   threshold	
   (Ct)	
   para	
   os	
   diferentes	
   genes	
   na	
   linha	
  

K562	
   foram	
   semelhantes	
   entre	
   as	
   duas	
   experiências,	
   facilitando	
   desta	
   forma	
   a	
   sua	
  

comparação.	
   Na	
   primeira	
   experiência	
   foram	
   analisadas	
   as	
   linhas	
   celulares	
   ALL-­‐SIL,	
  

BE13,	
   CEM,	
  DND41,	
  HPB-­‐ALL,	
   JURKAT	
   e	
   KOPTK1,	
   e	
   na	
   segunda	
   experiência	
   as	
   linhas	
  

MDA-­‐435S,	
  MOLT3,	
  P12,	
  PF382,	
  RPMI8402,	
  RS4;11	
  e	
  SUPT1.	
  	
  

Para	
   o	
   gene	
   CCR7	
   os	
   valores	
   de	
   quantidade	
   de	
  mRNA	
   relativo	
  mais	
   elevados	
  

foram	
  os	
  da	
  linha	
  CEM	
  que	
  em	
  comparação	
  com	
  a	
  K562	
  apresentou	
  quase	
  200	
  vezes	
  

mais	
  expressão	
  (Figura	
  14-­‐A).	
  Outras	
  3	
  linhas	
  celulares	
  de	
  LLA-­‐T	
  apresentaram	
  valores	
  

elevados	
  para	
  este	
  gene,	
  a	
  ALL-­‐SIL,	
  BE13	
  e	
  HPB-­‐ALL	
  (apesar	
  de	
  se	
  observar	
  nesta	
  linha	
  

um	
  desvio-­‐padrão	
  um	
  pouco	
  superior	
  aos	
  outros).	
  Quanto	
  às	
  linhas	
  DND41,	
  JURKAT	
  e	
  

KOPTK1,	
   os	
   níveis	
   de	
   expressão	
   são	
  muito	
   baixos	
   em	
   comparação	
   com	
   as	
   restantes	
  

células.	
   Já	
  na	
  segunda	
  experiência	
  apenas	
  a	
  P12	
  se	
  destaca	
  pela	
  expressão	
  marcadas	
  

de	
  CCR7	
  (Figura	
  14-­‐B),	
  apesar	
  de	
  inferior	
  aos	
  valores	
  verificados	
  para	
  as	
  linhas	
  ALL-­‐SIL,	
  

CEM,	
   BE13	
   e	
  HPB-­‐ALL.	
   Globalmente,	
   os	
   resultados	
   obtidos	
   demonstram	
   que	
   o	
   gene	
  

CCR7	
  está	
  expresso	
  em	
  linhas	
  celulares	
  de	
  LLA-­‐T	
  e	
  não	
  (ou	
  em	
  níveis	
  muito	
  baixos)	
  nas	
  

outras	
  linhas	
  testadas.	
  

	
   Os	
   resultados	
   obtidos	
   para	
   o	
   gene	
   CCR9	
   demonstram	
   que,	
   tal	
   como	
   o	
   CCR7,	
  

está	
  expresso	
  de	
  forma	
  significativa	
  apenas	
  em	
  linhas	
  LLA-­‐T	
  e	
  não	
  em	
  linhas	
  de	
  outro	
  

tipo	
   de	
   neoplasia	
   (Figura	
   15).	
   Curiosamente,	
   verificou-­‐se	
   que	
   linhas	
   celulares	
   com	
  

elevada	
  expressão	
  de	
  CCR7	
  apresentaram	
  níveis	
  de	
  expressão	
  de	
  CCR9	
  relativamente	
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baixos,	
  tais	
  como	
  as	
  linhas	
  CEM,	
  BE13	
  (Figura	
  15-­‐A)	
  e	
  P12	
  (Figura	
  15-­‐B).	
  Para	
  este	
  gene	
  

a	
   linha	
  que	
  apresentou	
  expressão	
  mais	
  elevada	
  na	
  primeira	
  experiência	
  foi	
  a	
  KOPTK1	
  

(≈120x),	
  sendo	
  a	
  DND41	
  a	
   linhagem	
  seguinte	
  na	
  tabela	
  com	
  expressão	
  setenta	
  vezes	
  

superior	
   aos	
   níveis	
   de	
   CCR9	
   na	
   linha	
   controlo	
   K562.	
   Já	
   na	
   segunda	
   experiência	
  

podemos	
   verificar	
   que	
   as	
   células	
   PF382	
   apresentaram	
   níveis	
   de	
   expressão	
   de	
   CCR9	
  

cerca	
   de	
   800x	
   superiores	
   ao	
   controlo,	
   seguindo-­‐se	
   as	
   linhas	
   SUPT1	
   e	
  MOLT3.	
   Ainda	
  

com	
  valores	
  que	
  se	
  destacam	
  são	
  as	
  linhas	
  ALL-­‐SIL	
  e	
  HPB-­‐ALL,	
  mas	
  com	
  desvios-­‐padrão	
  

ligeiramente	
   superiores.	
   Todas	
   as	
   restantes	
   células	
   apresentaram	
   expressões	
   abaixo	
  

das	
  20x.	
  	
  Os	
  resultados	
  obtidos	
  para	
  o	
  gene	
  CCR9	
  demonstram	
  que,	
  tal	
  como	
  o	
  CCR7,	
  

este	
  gene	
  está	
  expresso	
  de	
  forma	
  signativa	
  apenas	
  em	
  linhas	
  LLA-­‐T	
  e	
  não	
  em	
  linhas	
  de	
  

outros	
   tipos	
  de	
  neoplasia	
   (Figura	
  15).	
  Curiosamente,	
  verificou-­‐se	
  que	
   linhas	
  celulares	
  

com	
   elevada	
   expressão	
   de	
   CCR9	
   apresentaram	
   níveis	
   de	
   expressão	
   de	
   CCR7	
  

relativamente	
  baixos,	
  tais	
  como	
  as	
  linhas	
  DND41,	
  KOPTK1,	
  MOLT3,	
  PF382,	
  RPMI8402,	
  

SUPT1.	
  

	
   Como	
  podemos	
  ver	
  na	
  figura	
  16	
  o	
  gene	
  PSGL-­‐1	
  é	
  expresso	
  em	
  todas	
  as	
   linhas	
  

LLA-­‐T,	
  as	
  células	
  JURKAT	
  e	
  KOPTK1	
  com	
  os	
  maiores	
  valores,	
  53	
  e	
  38	
  vezes	
  superiores	
  a	
  

K562,	
   respectivamente,	
  e	
  as	
  outras	
  abaixo	
  de	
  30x.	
  Como	
  a	
  expressão	
   foi	
   inferior	
  nas	
  

linhas	
   celulares	
   K562,	
   MDA-­‐435S	
   e	
   RS4;11,	
   presume-­‐se	
   que	
   o	
   gene	
   PSGL-­‐1	
   seja	
  

preferencialmente	
  expresso	
  em	
  LLA-­‐T.	
  Os	
   reultados	
  obtidos	
  por	
  PCR	
  em	
   tempo	
   real,	
  

parecem	
   coincidir	
   com	
   resultados	
   de	
   RT-­‐PCR,	
   à	
   excepção	
   da	
   linha	
   celular	
   RPMI8402	
  

que	
  só	
  foi	
  detectado	
  o	
  transcripto	
  do	
  CCR9	
  em	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real.	
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CCR7	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  14	
  -­‐	
  Caracterização	
  da	
  expressão	
  de	
  CCR7,	
  por	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real,	
  das	
  linhas	
  celulares	
  em	
  
estudo.	
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CCR9	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  15	
  -­‐	
  Caracterização	
  da	
  expressão	
  de	
  CCR9	
  por	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real.	
  

	
  

	
  

0	
  

20	
  

40	
  

60	
  

80	
  

100	
  

120	
  

140	
  

160	
  

ALL-­‐SIL	
   BE13	
   CEM	
   DND41	
   HPB-­‐ALL	
   JURKAT	
   K562	
  (Ref)	
   KOPTK1	
  

Q
ua

nN
da

de
	
  d
e	
  
RN

A
m
	
  re

la
N
va
	
  

Linhagem	
  celular	
  

0	
  
100	
  
200	
  
300	
  
400	
  
500	
  
600	
  
700	
  
800	
  
900	
  
1000	
  

K562	
  (Ref)	
  MDA-­‐435S	
   MOLT3	
   P12	
   PF382	
   RPMI8402	
   RS4;11	
   SUPT1	
  

Q
ua

nN
da

de
	
  d
e	
  
RN

A
m
	
  re

la
N
va
	
  

Linhagem	
  celular	
  

A	
  

B	
  



Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfócitos T	
  
	
  

CBME	
  |	
  Universidade	
  do	
  Algarve	
   43	
  

	
  

Tese	
  de	
  
Mestrado	
  de	
  
Ciências	
  

Biomédicas	
  
	
  

	
  

PSGL-­‐1	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  16	
  -­‐	
  Caracterização	
  da	
  expressão	
  de	
  PSGL-­‐1	
  por	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real.	
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3.3. Detecção	
  das	
  proteínas	
  CD3ε	
  e	
  CCR7	
  por	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  

	
  

	
   De	
  modo	
  a	
  detectarmos	
  a	
  proteína	
  CCR7	
  nas	
  linhas	
  LLA-­‐T	
  recorremos	
  à	
  análise	
  

por	
  citometria	
  de	
  fluxo.	
  Nestas	
  experiências	
  utilizámos	
  um	
  anticorpo	
  contra	
  a	
  proteína	
  

CCR7	
  conjugado	
  ao	
  fluorocromo	
  aloficocianina	
  (APC)	
  e	
  um	
  anticorpo	
  contra	
  a	
  proteína	
  

CD3ε	
   conjugado	
   ao	
   fluorocromo	
   isotiocianato	
   de	
   fluoresceína	
   (FITC).	
   Os	
   níveis	
   de	
  

marcação	
   deste	
   anticorpos	
   foram	
   comparados	
   com	
   anticorpos	
   isotípicos	
   não-­‐

específicos	
  conjugados	
  com	
  os	
  mesmo	
  fluorocromos.	
  	
   	
  

Primeiramente	
   foi	
   feita	
   a	
   marcação	
   de	
   superfície	
   e	
   intracelular	
   da	
   proteína	
  

CD3ε	
  das	
  linhas	
  em	
  estudo.	
  Como	
  mostra	
  a	
  Tabela	
  3,	
  o	
  CD3	
  encontra-­‐se	
  na	
  sua	
  maioria	
  

na	
  parte	
  intracelular	
  das	
  células	
  das	
  linhas	
  derivadas	
  de	
  LLA-­‐T	
  sendo	
  apenas	
  detectado	
  

em	
  três	
  linhagens	
  (HPB-­‐ALL,	
  JURKAT	
  e	
  SUPT1)	
  à	
  superfície	
  das	
  células.	
  Nas	
  linhas	
  LLA-­‐B	
  

não	
  foi	
  detectada	
  a	
  presença	
  de	
  CD3ε	
  nem	
  na	
  superfície	
  ou	
  no	
  interior	
  da	
  célula.	
  Todas	
  

as	
  linhagens	
  LLA-­‐T	
  apresentaram	
  CD3ε	
  no	
  citoplasma	
  sendo	
  a	
  HPB-­‐ALL	
  a	
  única	
  com	
  um	
  

número	
   de	
   células	
   positivas	
   abaixo	
   dos	
   98%	
   (Figura	
   17).	
   Quanto	
   à	
   marcação	
   do	
  

receptor	
  CCR7,	
  podemos	
  ver	
  na	
  figura	
  18	
  que	
  4	
   linhas	
  celulares	
   (ALL-­‐SIL,	
  CEM,	
  P12	
  e	
  

SUPT1)	
  apresentaram	
  níveis	
  de	
  fluorescência	
  ligeiramente	
  superiores	
  aos	
  do	
  anticorpo	
  

controlo	
   quando	
   comparado	
   com	
   o	
   controlo.	
   Em	
   3	
   destas	
   linhas	
   a	
   marcação	
  

intracelular	
   apresenta-­‐se	
   idêntica	
   à	
   superficial	
   indicando	
   que	
   toda	
   a	
   proteína	
   está	
  

expressa	
  à	
  superfície.	
  Não	
  se	
  realizou	
  a	
  marcação	
  intracelular	
  da	
  SUPT1	
  devido	
  a	
  falta	
  

de	
   células	
   na	
   altura	
   da	
   experiência.	
   Os	
   níveis	
   de	
   expressão	
   de	
   CCR7	
   serão	
  

provavelmente	
   devidos	
   à	
   utilização	
   de	
   anticorpo	
   demasiado	
   diluído,	
   portanto	
  

insuficiente.	
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Figura	
  17	
  -­‐	
  Células	
  derivadas	
  de	
  LLA-­‐T	
  marcadas	
  com	
  anti-­‐CD3-­‐FITC	
  e	
  analisadas	
  por	
  citometria	
  de	
  fluxo.	
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Figura	
  18	
  -­‐	
  Resultados	
  de	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  das	
  linhas	
  celulares	
  LLA-­‐T	
  marcadas	
  com	
  IgG-­‐APC	
  e	
  CCR7-­‐
APC.	
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3.4. Detecção	
  de	
  proteínas	
  por	
  Western	
  Blotting	
  

	
  

	
   Com	
   o	
   objectivo	
   de	
   avaliar	
   os	
   niveís	
   de	
   proteína	
   CCR7	
   e	
   PSGL-­‐1	
   fizemos	
  

Western	
  blot.	
  	
  A	
  proteína	
  de	
  referência	
  foi	
  a	
  α-­‐tubulina	
  e	
  como	
  podemos	
  ver	
  na	
  figura	
  

19	
  todas	
  as	
  células	
  expressam	
  esta	
  proteína	
  com	
  um	
  peso	
  molecular	
  ≈50	
  kDa.	
  Apenas	
  

a	
  HPB-­‐ALL	
  mostra	
  uma	
  segunda	
  banda	
  um	
  pouco	
  inferior	
  a	
  50	
  kDa.	
  	
  Foi	
  	
  feita	
  mais	
  uma	
  

incubação	
   mas	
   desta	
   vez	
   com	
   anti-­‐PSGL-­‐1	
   que	
   nos	
   permitiu	
   observar	
   bandas	
   com	
  

diferentes	
   tamanhos,	
   três	
   com	
   cerca	
   75	
   kDa	
   e	
   uma	
   perto	
   dos	
   250	
   kDa	
   (as	
   setas	
  

vermelhas	
   mostram	
   as	
   bandas	
   com	
   baixa	
   intensidade).	
   Quanto	
   ao	
   CCR7,	
   não	
   foi	
  

possível	
   detectar	
   nenhuma	
   banda,	
   nem	
   nas	
   linhas	
   em	
   estudo	
   nem	
   nos	
   controlos	
  

positivos,	
  indicando	
  que	
  o	
  anticorpo	
  utilizado	
  não	
  funcionou	
  nas	
  condições	
  testadas.	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  19	
  -­‐	
  Resultados	
  da	
  análise	
  de	
  Western	
  blot	
  das	
  linhas	
  celulares	
  (identificadas	
  na	
  imagem)	
  com	
  os	
  
anticorpos	
  contra	
  α-­‐tubulina	
  e	
  PSGL-­‐1.	
  As	
  setas	
  vermelho	
  mostram	
  bandas	
  com	
  fraca	
  intensidade.	
  

	
  

α-­‐tubulina	
  

α-­‐tubulina	
  

PSGL-­‐1	
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Tabela	
  3	
  -­‐	
  Tabela	
  com	
  identificação	
  de	
  CD3	
  nas	
  linhagens	
  celulares.	
  

Linhagem	
  

CD3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

Intracelular	
  

CD3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

Superficial	
  	
  

ALL-­‐SIL	
   +	
   -­‐	
  

BE13	
   +	
   -­‐	
  

CCRF-­‐CEM	
   +	
   (+)	
  

DND41	
   +	
   (+)	
  

HPB-­‐ALL	
   +	
   +	
  

JURKAT	
   +	
   +	
  

KOPTK1	
   +	
   -­‐	
  

MOLT3	
   +	
   (+)	
  

NALM6	
   -­‐	
   -­‐	
  

P12	
   +	
   -­‐	
  

PF382	
   +	
   -­‐	
  

RPMI8402	
   +	
   -­‐	
  

RS4;11	
   -­‐	
   -­‐	
  

SUPT1	
   N.D.	
   +	
  

TALL1	
   +	
   -­‐	
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4. Discussão	
  

	
  

	
   Ultimamente	
   as	
   quimiocinas	
   em	
   cancro	
   tornaram-­‐se	
   num	
   alvo	
   de	
   estudo	
  

preferencial,	
  visto	
  que	
  estas	
  proteínas	
  aparentam	
  desempenhar	
  um	
  importante	
  papel	
  

em	
  diversos	
  processos	
  como	
  homeostasia	
  ou	
  migração	
  celular	
  (seja	
  para	
  manutenção	
  

ou	
   desenvolvimento	
   de	
   cancro).	
   O	
   papel	
   importante	
   das	
   quimiocinas	
   em	
   vários	
  

processos	
  biológicos	
  é	
  demonstrado	
  no	
  desenvolvimento	
  de	
  timócitos	
  (Blackburn	
  et	
  al.	
  

2004;	
   Takahama	
  2006),	
   hematopoiese	
   (Broxmeyer	
  2008),	
   sistema	
   imunitário	
   (Zlotnik	
  

et	
   al),	
  migração	
   celular	
   (Riol-­‐Blanco	
   et	
   al.	
   2005)	
   e	
   sobrevivência	
   celular	
   (Singh	
   et	
   al.	
  

2004).	
  Em	
  cancro	
  o	
  microambiente	
  é	
  fundamental	
  porque	
  consoante	
  o	
  tipo	
  de	
  células	
  

que	
   lá	
  existem	
   fornecem	
  moléculas	
   importantes	
  para	
  as	
  células	
  cancerosas	
   (Joyce	
   et	
  

al.	
   2009).	
   As	
   células	
   tumorais,	
   expressando	
   determinados	
   receptores	
   ou	
   ligandos,	
  

poderão	
   tomar	
   partido	
   destas	
   proteínas	
   quimioatractoras	
   e	
   assim	
   activar	
   vias	
   de	
  

sinalização	
   importantes	
   para	
   a	
   sua	
   sobrevivência	
   ou	
   desenvolvimento	
   oncogénico.	
  

Muitas	
   publicações	
   relataram	
   o	
   papel	
   das	
   quimiocinas	
   em	
   cancro	
   (como	
   já	
   referido	
  

anteriormente)	
  e	
  diversas	
  destas	
  proteínas	
  foram	
  já	
  associadas	
  à	
  leucemia	
  linfoblástica	
  

aguda	
   das	
   células	
   T	
   (Crazzolara	
   et	
   al.	
   2001;	
  Qiuping	
   et	
   al.	
   2003;	
   Annels	
   et	
   al.	
   2004;	
  

Buonamici	
  et	
  al.	
  2009).	
  Para	
  compreender	
  melhor	
  os	
  mecanismos	
  tumorais	
  intrínsecos	
  

e	
   extrínsecos	
   associados	
   às	
   quimiocinas	
   estudamos	
   os	
   receptores	
   de	
   quimiocinas	
  

CCR7,	
  CCR9,	
  CXCR4	
  e	
  o	
  glicoproteína	
  ligando	
  da	
  selectina	
  P	
  (PSGL-­‐1).	
  

4.1. Expressão	
  de	
  CCR7	
  

	
  

O	
   interesse	
   no	
   receptor	
   de	
   quimiocina	
   CCR7	
   deve-­‐se	
   ao	
   facto	
   deste	
   estar	
  

envolvido	
   no	
   tráfego	
   de	
   timócitos	
   durante	
   o	
   seu	
   desenvolvimento	
   no	
   timo	
   e	
   ainda	
  

participar	
   na	
   migração	
   dos	
   linfócitos	
   para	
   os	
   nódulos	
   linfáticos.	
   Para	
   além	
   disso,	
   o	
  

CCR7	
   participa	
   em	
   vários	
   mecanismos	
   implicados	
   em	
   cancro	
   (Balkwill	
   2004).	
   Nas	
  

nossas	
  análises	
  de	
  RT-­‐PCR,	
  obtivemos	
  produto	
  em	
  6	
  das	
  16	
  linhas	
  celulares	
  (cerca	
  de	
  

50%	
  das	
   linhas	
   celulares	
   LLA-­‐T).	
  Na	
   linha	
   celular	
  MDA-­‐435S	
   (utilizado	
   como	
   controlo	
  

positivo	
  para	
  o	
  CCR7)	
  não	
  parece	
  ter	
  havido	
  amplificação	
  de	
  cDNA	
  do	
  receptor	
  CCR7.	
  

Isto	
  pode	
  dever-­‐se	
  ao	
  menor	
  número	
  de	
  células	
  utilizado	
  para	
  a	
  extracção	
  de	
  RNA.	
  Na	
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amplificação	
   por	
   PCR	
   em	
   tempo	
   real,	
   as	
   linhas	
   celulares	
   que	
   apresentaram	
   maior	
  

expressão	
  foram	
  a	
  ALL-­‐SIL,	
  BE13,	
  CEM,	
  HPB-­‐ALL	
  e	
  P12.	
  Sendo	
  a	
  linha	
  celular	
  CEM	
  a	
  que	
  

mostra	
  mais	
  quantidade	
  de	
  mRNA	
  relativa	
  de	
  todas	
  (200×).	
  

	
   Recentemente,	
  foram	
  identificadas	
  mutações	
  no	
  NOTCH-­‐1	
  em	
  muitos	
  pacientes	
  

com	
   LLA-­‐T.	
   Buonamici	
   et	
   al	
   (2009)	
   demonstraram	
   que	
   é	
   possível	
   induzir	
   LLA-­‐T	
   e	
  

direccionar	
  as	
  células	
  para	
  o	
  sistema	
  central	
  nervoso	
  através	
  da	
  expressão	
  de	
  NOTCH-­‐1	
  

intracelular.	
   A	
   capacidade	
   de	
   transformação	
   do	
   NOTCH-­‐1	
   intracelular	
   deve-­‐se	
   à	
   sua	
  

capacidade	
  de	
   regulação	
  de	
  outros	
  genes.	
  Um	
  dos	
  genes	
  encontrado	
  sobre-­‐expresso	
  

foi	
   o	
   gene	
  que	
   codifica	
  o	
   receptor	
  CCR7.	
   Estes	
   investigadores	
   relatam	
  que	
  o	
  CCR7	
  é	
  

responsável	
   pela	
   infiltração	
   do	
   sistema	
   central	
   nervoso	
   por	
   células	
   leucémicas	
   que	
  

exprimem	
  NOTCH-­‐1	
  em	
  ratinhos,	
  apesar	
  do	
  CCR7	
  perder	
  a	
  capacidade	
  de	
   invasão	
  na	
  

ausência	
   de	
   determinados	
   factores	
   nestas	
   células	
   leucémicas	
   que	
   estarão	
   presentes	
  

nas	
  células	
  T	
  wild-­‐type	
  (Buonamici	
  et	
  al.	
  2009).	
  Shields	
  et	
  al	
  (2007)	
  mostraram,	
  usando	
  

um	
  modelo	
  in	
  vitro	
  em	
  co-­‐cultura,	
  que	
  células	
  cancerosas	
  que	
  expressam	
  CCR7	
  migram	
  

em	
  direcção	
   a	
  um	
  gradiente	
  de	
  CCL21	
   induzido	
  pelos	
   autores.	
   Eles	
   relatam	
   também	
  

que	
   numa	
   cultura	
   tridimensional	
   de	
   matrigel,	
   células	
   de	
   melanoma	
   e	
   de	
   tumor	
   da	
  

mama	
   expressam	
   níveis	
  mais	
   elevados	
   de	
   CCL19	
   e	
   CCL21	
   do	
   que	
   em	
   2D.	
   Com	
   este	
  

mesmo	
   modelo,	
   conseguiram	
   mimetizar	
   o	
   fluxo	
   dos	
   vasos	
   linfáticos	
   in	
   vivo	
  

demonstrando	
   desta	
   forma	
   que	
   a	
  migração	
   nos	
   vasos	
   pode	
   ser	
  mediada	
   através	
   da	
  

quimioatracção	
  do	
  CCR7.	
  Os	
  resultados	
  obtidos	
  por	
  este	
  autores	
  demonstram	
  portanto	
  

que	
   células	
   cancerosas	
   (de	
   leucemia	
   ou	
   carcinomas)	
   que	
   expressam	
   CCR7	
   têm	
   a	
  

capacidade	
   de	
   utilizar	
   este	
   receptor	
   para	
   facilitar	
   a	
   sua	
   migração	
   e	
   metastização	
  

(Shields	
  et	
  al.	
  2007).	
  

4.2. Expressão	
  de	
  PSGL-­‐1	
  

	
  

	
   Dados	
  recentes	
  obtidos	
  por	
  Veerman	
  et	
  	
  al	
  (2007)	
  revelaram	
  outro	
  interactor,	
  a	
  

proteína	
   PSGL-­‐1,	
   para	
   os	
   ligandos	
   do	
   CCR7,	
   CCL21	
   e	
   CCL19.	
   A	
   expressão	
   nos	
   orgãos	
  

linfóides	
   secundários	
   destes	
   ligandos,	
   aumenta	
   a	
   atracção	
   das	
   células	
   T	
   através	
   do	
  

PSGL-­‐1,	
  isto	
  porque	
  se	
  verificou	
  que	
  na	
  ausência	
  de	
  PSGL-­‐1,	
  a	
  velocidade	
  de	
  migração	
  

é	
   afectada.	
   A	
   expressão	
   de	
   PSGL-­‐1,	
   em	
   linhas	
   LLA-­‐T,	
   pode	
   potenciar	
   a	
   atracção	
   de	
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células	
   T	
   leucémicas	
   de	
   ratinho	
   para	
   tecidos	
   ou	
   orgãos	
   específicos,	
   tal	
   como	
  

demonstrado	
   para	
   células	
   T	
   normais	
   por	
   estes	
   investigadores.	
   Os	
   nossos	
   dados	
  

mostram	
  que	
  o	
  mRNA	
  de	
  PSGL-­‐1	
  está	
  expresso	
  em	
  todas	
  as	
  linhagens	
  LLA-­‐T	
  analisadas	
  

por	
   RT-­‐PCR	
   e	
   PCR	
   em	
   tempo	
   real.	
   A	
   expressão	
   conjugada	
   do	
   CCR7	
   e	
   PSGL-­‐1	
   nestas	
  

células	
   poderá	
   aumentar	
   a	
   capacidade	
   destas	
   células	
   de	
   migrar	
   para	
   outros	
   orgãos	
  

distantes.	
   Desta	
   forma,	
   Veerman	
   et	
   al	
   (2007)	
   propõem	
   que	
   a	
   interacção	
   entre	
   a	
  

proteína	
  PSGL-­‐1	
  e	
  as	
  quimiocinas	
  CCL19/CCL21	
  precede	
  a	
  interacção	
  com	
  o	
  CCR7	
  e	
  que	
  

poderá	
  ter	
  como	
  função	
  principal	
  a	
  de	
  capturar	
  as	
  quimiocinas	
  e	
  assim	
  facilitar	
  a	
  sua	
  

interacção	
  com	
  o	
  CCR7.	
  Alternativamente,	
  as	
  interacções	
  CCL19-­‐PSGL-­‐1	
  e	
  CCL21-­‐PSGL-­‐

1	
  poderão	
  induzir	
  através	
  da	
  PSGL-­‐1	
  e	
  desta	
  forma	
  facilitar	
  o	
  processo	
  quimiotáctico.	
  

A	
  capacidade	
  do	
   timo	
  produzir	
  células	
  T	
  depende	
  da	
  entrada	
  de	
  progenitores	
  

linfóides	
  provenientes	
  da	
  medula	
  óssea.	
   Estes	
  progenitores	
  quando	
   chegam	
  ao	
   timo	
  

atravessam	
  as	
   paredes	
   das	
   vénulas	
   que	
  dão	
   acesso	
   ao	
   timo	
   (Rosenkilde	
   et	
   al.	
   2004;	
  

Rossi	
   et	
   al.	
   2005).	
   Rossi	
   et	
   al	
   (2005)	
   mostram	
   que	
   este	
   acesso	
   dá-­‐se	
   através	
   de	
  

interacções	
  entre	
  o	
  PSGL-­‐1	
  expresso	
  pelos	
  progenitores	
  tímicos	
  e	
  um	
  dos	
  seus	
  ligandos	
  

(selectina	
   P)	
   expresso	
  pelas	
   células	
   endoteliais	
   do	
   timo.	
   Estes	
   dados	
  mostram	
  que	
   a	
  

proteína	
  PSGL-­‐1	
  não	
  só	
  possuem	
  uma	
  função	
  em	
  estado	
  imaturos	
  das	
  células	
  T	
  como	
  

tem	
  também	
  uma	
  função	
   importante	
  na	
  capacidade	
  de	
   infiltração	
  das	
  células	
  T	
  CD4+	
  

em	
   locais	
   de	
   inflamação	
   da	
   pele,	
   tal	
   como	
   verificado	
   por	
   Hinata	
   et	
   al	
   utilizando	
  

ratinhos	
   PSGL-­‐1-­‐/-­‐.	
   Estes	
   autores	
   também	
   testaram	
   se	
  mais	
   alguma	
   selectina	
   estaria	
  

envolvida	
   no	
   processo,	
   tendo	
   descoberto	
   que	
   apenas	
   a	
   selectina	
   L	
   parece	
   interagir	
  

com	
  o	
  PSGL-­‐1	
  e	
  ser	
  responsável	
  pela	
  infiltração	
  e	
  migração	
  de	
  linfócitos	
  para	
  locais	
  de	
  

inflamação	
  dermais.	
  	
  Noutro	
  estudo	
  Hirata	
  et	
  al	
  (2004)	
  apontam	
  para	
  uma	
  interacção	
  

do	
  PSGL-­‐1	
  com	
  CCL27	
  (assim	
  como	
  com	
  as	
  quimiocinas	
  CCL21	
  e	
  CCL28)	
  e	
  sugerem	
  que	
  

o	
  PSGL-­‐1	
  possui	
  uma	
  função	
  regulatória	
  da	
  resposta	
  mediada	
  por	
  esta	
  quimiocina.	
  Um	
  

subconjunto	
  de	
  células	
  T	
  que	
  migram	
  para	
  tecido	
  dermal	
  expressando	
  CCR10	
  (receptor	
  

para	
  o	
  CCL27)	
  e	
  ao	
  mesmo	
  tempo	
  PSGL-­‐1,	
  poderá	
  interagir	
  com	
  o	
  CCL27	
  regulando	
  a	
  

sua	
  função	
  (Hirata	
  et	
  al.	
  2004).	
  

Rivera-­‐Nieves	
   et	
   al	
   (2006)	
   relatam	
   que	
   o	
   PSGL-­‐1	
   parece	
   desempenhar	
   uma	
  

função	
  na	
   colite	
  ulcerosa.	
  Num	
  modelo	
  de	
   ratinho	
  para	
  esta	
  doença	
   foi	
   detectada	
  a	
  

expressão	
  de	
  PSGL-­‐1	
  na	
  lamina	
  propria	
  intestinal,	
  assim	
  como	
  a	
  expressão	
  da	
  selectina	
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L	
  (outro	
  dos	
  ligando)	
  em	
  células	
  T	
  memória	
  CD4+.	
  É	
  a	
  interacção	
  entre	
  estas	
  proteínas	
  

que	
   resulta	
  na	
  entrada	
  destas	
   células	
  nos	
  nódulos	
   linfáticos	
  mesentéricos	
  na	
   lamina	
  

propria	
   íleo	
   (Rivera-­‐Nieves	
   et	
   al.	
   2006)	
   levando	
   a	
   constante	
   inflamação	
   deste	
   local.	
  

Esta	
  capacidade	
  do	
  PSGL-­‐1	
   regular	
  a	
  migração	
  para	
  certos	
  orgãos	
  e	
  de	
   interagir	
  com	
  

outras	
  quimiocinas	
  apoia	
  a	
  nossa	
  hipótese	
  que	
  o	
  PSGL-­‐1	
  poderá	
  facilitar	
  a	
  migração	
  de	
  

células	
  de	
  LLA-­‐T.	
  O	
   facto	
  as	
   linhas	
  celulares	
  de	
  LLA-­‐T	
  por	
  nós	
   testadas	
  apresentarem	
  

expressão	
  do	
  mRNA	
  do	
  PSGL-­‐1	
  e	
  algumas	
  linhas	
  mostrarem	
  a	
  presença	
  de	
  proteína	
  vão	
  

de	
  encontro	
  à	
  hipótese	
  do	
  PSGL-­‐1	
  regular	
  a	
  migração	
  e	
  infiltração	
  das	
  células	
  malignas	
  

neste	
   tipo	
   de	
   neoplasia.	
   A	
   presença	
   de	
   PSGL-­‐1	
   pode	
   também	
   regular	
   a	
   interacção	
  

CCR7-­‐CCL19/CCL21.	
  

4.3. Expressão	
  de	
  CXCR4	
  

	
  

	
   Nas	
   leucemias	
   linfoblásticas	
  crónica,	
   foram	
  detectados	
  níveis	
  de	
  expressão	
  de	
  

CCR7	
   elevados	
   em	
   pacientes	
   com	
   linfadenopatia	
   (Till	
   et	
   al.	
   2002).	
   Estes	
   autores	
  

relatam	
   que	
   as	
   quimiocinas	
   CXCL12,	
   CCL19	
   e	
   CCL21	
   conseguem	
   induzir	
   a	
  

transmigração	
  através	
  do	
  endotélio	
  vascular,	
   sendo	
  menor	
  para	
  o	
  CXCL12.	
   Isto	
  pode	
  

dever-­‐se	
  ao	
  facto	
  de	
  os	
  ligandos	
  do	
  CCR7	
  estarem	
  presentes	
  no	
  endotélio	
  e	
  estroma	
  e	
  

o	
  CXCL12	
  no	
  estroma.	
  O	
  CXCR4	
  parece	
  então	
  participar	
  na	
  migração	
  pelo	
  endotélio,	
  

mas	
  não	
  na	
  entrada	
  dos	
  nódulos	
  linfáticos	
  como	
  sugerido	
  pelos	
  autores.	
  A	
  expressão	
  

de	
   CXCR4	
   (análise	
   RT-­‐PCR)	
   foi	
   detectada	
   em	
   todas	
   as	
   nossas	
   linhagens	
   de	
   LLA-­‐T.	
   A	
  

presença	
  deste	
  receptor	
  pode	
  conferir	
  às	
  células	
  LLA-­‐T	
  a	
  capacidade	
  de	
  infiltração	
  em	
  

orgãos	
  que	
  expressam	
  o	
  seu	
  ligando,	
  CXCL12.	
  	
  

	
   Bertolini	
   et	
   al	
   (2002)	
   relataram	
   igualmente	
   a	
   expressão	
   de	
   CXCR4	
   nas	
   linhas	
  

celulares	
   LLA-­‐T	
   CCRF-­‐CEM,	
   JURKAT	
   e	
   MOLT-­‐4	
   (linhagem	
   “irmã”	
   da	
   MOLT-­‐3).	
   Estes	
  

dados	
  são	
  confirmados	
  pelos	
  nossos	
  resultados.	
  Estes	
  investigadores	
  decidiram	
  então	
  

neutralizar	
  este	
  receptor	
  em	
  células	
  de	
  linfoma	
  não-­‐Hodgkin	
  (LNH)	
  e	
  verificaram	
  uma	
  

diminuição	
   na	
   capacidade	
   de	
   extravasão	
   destas	
   células.	
   A	
   neutralização	
   com	
   anti-­‐

CXCR4	
  ainda	
  induziu	
  a	
  apoptose	
  como	
  indicado	
  pela	
  produção	
  de	
  anexina-­‐V	
  (marcador	
  

apoptótico).	
  Tendo	
  em	
  conta	
  que	
  a	
   interacção	
  CXCR4-­‐CXCL12	
  parece	
  estar	
  envolvida	
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em	
   processo	
   fulcrais	
   em	
   LLA,	
   LMA	
   e	
   LNH	
   folicular,	
   este	
   receptor	
   pode	
   ser	
   muito	
  

importante	
  na	
  sobrevivência	
  celular	
  nestas	
  patologias	
  (Bertolini	
  et	
  al.	
  2002).	
  

	
   Müller	
   et	
   al	
   (2001)	
   analisaram	
   a	
   expressão	
   de	
   diversos	
   receptores	
   de	
  

quimiocinas	
   e	
   encontraram	
   alguns	
   sobre-­‐expressos	
   em	
   células	
   do	
   cancro	
   da	
   mama	
  

quando	
   comparadas	
   com	
   os	
   níveis	
   de	
   expressão	
   nas	
   células	
   epiteliais	
   mamárias	
  

normais.	
   Um	
   desses	
   receptores	
   é	
   o	
   CCR7	
   (já	
   referido)	
   e	
   outro	
   o	
   CXCR4.	
   Uma	
   das	
  

particularidades	
  desta	
  expressão	
  é	
  o	
  facto	
  de	
  não	
  existir	
  em	
  células	
  normais	
  (Muller	
  et	
  

al.	
   2001).	
   Em	
  células	
   tumorais	
  primárias,	
   análise	
  por	
   citometria	
  de	
   fluxo,	
  mostraram	
  

até	
   97,98%	
  de	
   células	
   positivas	
   para	
   o	
   CXCR4.	
   Sabemos	
   também,	
   que	
   este	
   receptor	
  

está	
  envolvido	
  na	
  migração	
  durante	
  o	
  desenvolvimento	
  dos	
  timócito.	
  Aqui,	
  possui	
  um	
  

papel	
  muito	
   importante	
   para	
   o	
   seu	
   desenvolvimento,	
   tanto	
   na	
  migração	
   como,	
   por	
  

exemplo,	
   na	
   interacção	
   com	
   o	
   complexo	
   TCR/CD3	
   (Takahama	
   2006;	
   Patrussi	
   et	
   al.	
  

2008).	
   A	
   sua	
   neutralização	
   ou	
   do	
   respectivo	
   ligando	
   provoca	
   a	
   paragem	
   na	
  

diferenciação	
  e	
  diminuição	
  do	
  número	
  de	
  timócitos,	
  em	
  humanos	
  adultos	
  (Hernandez-­‐

Lopez	
  et	
  al.	
  2002).	
  

4.4. Expressão	
  de	
  CCR9	
  

	
  

	
   O	
   enigma	
   dos	
   factores	
   que	
   levam	
   os	
   tumores	
   a	
   desenvolver	
   e	
   metastizar	
  

continua	
   a	
  manter-­‐se,	
   e	
   ultimamente	
  muito	
   se	
   tem	
   feito	
   para	
  melhor	
   compreender	
  

este	
   mecanismo.	
   Várias	
   publicações	
   mencionam	
   a	
   capacidade	
   do	
   receptor	
   CCR9	
  

induzir	
  sobrevivência	
  e	
  metastização	
  em	
  vários	
  tipos	
  de	
  cancros.	
  

	
   Os	
   valores	
   da	
   quantidade	
   de	
  mRNA	
   relativa	
   de	
   CCR9	
  mostram	
   valores	
  muito	
  

elevados,	
   tendo	
   a	
   linha	
   celular	
   PF382	
   apresentado	
   800×	
   mais	
   expressão	
   que	
   o	
  

controlo.	
  Entre	
  as	
  análise	
  de	
  PCR	
  apenas	
  uma	
  das	
  linhas	
  não	
  apresentou	
  a	
  expressão	
  

de	
   CCR9.	
   Quanto	
   à	
   RPMI8402,	
   a	
   expressão	
   de	
  mRNA	
   só	
   foi	
   detectada	
   por	
   PCR	
   em	
  

tempo	
  real.	
  Isto	
  poderá	
  ter	
  sido	
  causado	
  por	
  erro	
  na	
  parte	
  experimental.	
  

	
   O	
  receptor	
  CCR9	
  é	
  essencial	
  nalguns	
  processos	
  de	
  homeostasia	
  e	
  diferenciação	
  

celular.	
   Por	
   exemplo,	
   verificou-­‐se	
   que	
   o	
   CCL25,	
   através	
   do	
   CCR9,	
   acciona	
   vias	
   de	
  

sinalização	
   importantes	
   para	
   a	
   orientação	
   e	
   migração	
   de	
   timócitos	
   em	
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desenvolvimento	
  (Norment	
  et	
  al.	
  2000);	
  induz	
  a	
  migração	
  de	
  progenitores	
  da	
  medula	
  

óssea	
   para	
   o	
   epitélio	
   intestinal	
   (Onai	
   et	
   al.	
   2002);	
   parece	
   induzir	
   a	
   migração	
   de	
  

timócitos	
  CD8+	
  para	
  orgão	
  linfóides	
  secundários	
  (Carramolino	
  et	
  al.	
  2001);	
  e	
  estimula	
  a	
  

adesão	
   de	
   células	
   CD4+CD8+	
   e	
   CD4+CD8-­‐	
   ao	
   VCAM-­‐1	
   e	
   ao	
   péptido	
   CS-­‐1/FN	
   (Parmo-­‐

Cabanas	
  et	
  al.	
  2007).	
  

	
   No	
  que	
  se	
  refere	
  ao	
  cancro,	
  foi	
  descrito	
  que	
  a	
  expressão	
  funcional	
  de	
  CCR9	
  está	
  

relacionada	
  com	
  metastização	
  intestinal	
  (Letsch	
  et	
  al.	
  2004;	
  Richmond	
  2008)	
  e	
  parece	
  

levar	
  à	
  migração	
  celular	
  da	
  leucemia	
  das	
  células	
  T	
  adulta	
  para	
  o	
  tracto	
  gastrointestinal	
  

(Nagakubo	
  et	
  al.	
  2007).	
  No	
  cancro	
  da	
  próstata	
  parece	
  induzir	
  a	
  migração	
  e	
  infiltração	
  

de	
   células	
   tumorais	
   (Singh	
   et	
   al.	
   2004)	
   e	
   ainda	
   foi	
   descrito	
   como	
   estando	
   envolvido	
  

noutros	
   cancros	
   como	
   a	
   LLA-­‐T,	
   melanoma,	
   cancro	
   dos	
   ovários	
   e	
   carcinoma	
  

nasofaringeal	
  (Valdivia-­‐Silva	
  et	
  al.	
  2009).	
  

4.5. Detecção	
  de	
  proteínas	
  por	
  Western	
  Blotting	
  

	
  

	
   Após	
   a	
   detecção	
   de	
   quimioluminescência	
   podemos	
   observar	
   que	
   todas	
   as	
  

linhas	
   celulares	
   testadas	
   apresentam	
   α-­‐tubulina	
   com	
   um	
   tamanho	
   que	
   ronda	
   os	
   50	
  

kDa	
  em	
  relação	
  ao	
  marcador.	
  Portanto	
  confirma-­‐se	
  ser	
  α-­‐tubulina	
  visto	
  que	
  a	
  banda	
  

esperada	
  era	
  de	
  50	
  kDa.	
  Isto	
  mostra	
  que	
  a	
  extracção	
  de	
  proteínas	
  foi	
  bem	
  feita	
  e	
  que,	
  

como	
  esperado,	
  todas	
  as	
  linhas	
  celulares	
  testadas	
  possuem	
  α-­‐tubulina.	
  Quanto	
  à	
  linha	
  

celular	
  HPB-­‐ALL	
  uma	
  outra	
  banda	
  foi	
  detectada	
  um	
  pouco	
  abaixo	
  dos	
  50	
  kDa.	
  Isto	
  pode	
  

dever-­‐se	
  a	
  modificações	
  pós-­‐transcripcionais,	
  degradação	
  proteolítica,	
  etc.	
  

	
   Quanto	
  à	
  detecção	
  de	
  PSGL-­‐1,	
  3	
  bandas	
  foram	
  detectadas	
  rondando	
  os	
  75	
  kDa	
  

e	
   uma	
   outra	
   banda	
   de	
   cerca	
   250	
   kDa	
   (de	
   sinal	
   fraco).	
   A	
   proteína	
   PSGL-­‐1	
   possui	
   um	
  

peso	
  molecular	
  perto	
  dos	
  120	
  kDa	
  mas	
  in	
  vivo	
  formam	
  dímeros	
  entre	
  si	
  com	
  250	
  kDa.	
  

As	
  bandas	
  de	
  75	
  kDa	
  e	
  de	
  250	
  kDa	
   (diferente	
  à	
  esperada)	
  podem	
  ser	
  explicadas	
  por	
  

modificações	
   dentro	
   da	
   célula,	
   visto	
   que	
   a	
   utilização	
   de	
   alguns	
   reagentes	
   (SDS,	
  

mercaptanol,	
   etc)	
   quebra	
   a	
   dimerização	
   destas	
   proteínas.	
   Já	
   na	
   outra	
   metade	
   das	
  

linhas	
  celulares	
  a	
  detecção	
  de	
  PSGL-­‐1	
  parece	
  não	
  ter	
  sido	
  bem	
  sucedida.	
  As	
  sucessivas	
  

reutilizações	
   e	
   lavagens	
   da	
   membrana	
   podem	
   explicar	
   esta	
   ausência	
   de	
   bandas.	
   A	
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detecção	
  de	
  CCR7	
  não	
  foi	
  conseguida	
  mas	
  desta	
  vez	
  por	
  possível	
  problema	
  com	
  o	
  stock	
  

de	
  anticorpo.	
  

4.6. Detecção	
  das	
  proteínas	
  CD3ε	
  e	
  CCR7	
  por	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  

Na	
  análise	
  das	
  proteínas	
  CD3ε	
  e	
  CCR7	
  por	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  verificamos	
  que	
  

todas	
   as	
   linhas	
   celulares	
   LLA-­‐T	
   apresentam	
   a	
   proteína	
   CD3ε	
   preferencialmente	
   no	
  

interior	
  da	
  célula.	
  Apenas	
  3	
  dessas	
  linhas	
  celulares	
  apresentaram	
  CD3ε	
  na	
  superfície	
  da	
  

célula	
   (HPB-­‐ALL,	
   JURKAT	
  e	
  SUPT1.	
  Burger	
  et	
  al	
   (1999)	
  correlacionaram	
  o	
   fenótipo	
  de	
  

marcadores	
  de	
  superfície	
  das	
  linhas	
  celulares	
  LLA-­‐T	
  com	
  o	
  padrão	
  de	
  diferenciação	
  dos	
  

timócitos	
  humanos	
  normais.	
  Para	
  isso,	
  realizaram	
  uma	
  série	
  de	
  análises	
  a	
  marcadores	
  

por	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  de	
  modo	
  a	
  criar	
  uma	
  classificação	
  das	
  linhas	
  celulares	
  de	
  LLA-­‐T.	
  

Nestas	
   análises	
   eles	
   classificaram	
   a	
   RPMI8402	
   como	
   CD3ε-­‐	
   (Burger	
   et	
   al.	
   1999),	
   ao	
  

contrário	
  do	
  que	
  observámos	
  na	
  nossa	
  análise	
  de	
  citometria.	
  De	
  facto,	
  verificámos	
  que	
  

a	
  linha	
  celular	
  RPMI8402	
  apresenta	
  mais	
  de	
  90%	
  das	
  células	
  com	
  CD3ε	
  	
  no	
  interior	
  da	
  

célula	
   (Figura	
  17).	
   Já	
  Sartor	
  et	
  al	
   (1994)	
  verificaram	
  que	
  a	
   linha	
  RPMI8402	
  apresenta	
  

CD3	
   intracelular	
   com	
   valores	
   superiores	
   a	
   90%	
   (análise	
   por	
   citometria	
   de	
   fluxo).	
  

Enquanto	
  que	
  na	
  superfície	
  a	
  percentagem	
  de	
  células	
  com	
  CD3	
  quase	
  que	
  não	
  existe	
  

(Sartor	
   et	
   al.	
   1994).	
   Esta	
   discrepância	
   de	
   resultados	
   entre	
   3	
   grupos	
   de	
   investigação	
  

pode	
   dever-­‐se	
   a	
   uma	
   simples	
   troca	
   de	
   linha	
   celular	
   e	
   consequentemente	
   erro	
   na	
  

análise.	
   Para	
   descartar	
   essa	
   hipótese	
   deveria-­‐se	
   fazer	
   uma	
   análise	
   citogenética	
   de	
  

modo	
  a	
  confirmar	
  a	
  identidade	
  da	
  linha	
  celular.	
  

Em	
   relação	
   ao	
   CCR7,	
   a	
   presença	
   deste	
   receptor	
   apenas	
   foi	
   detectada	
   em	
   4	
  

linhas	
  celulares	
  (ALL-­‐SIL,	
  CEM,	
  P12	
  e	
  SUPT1).	
  A	
  análise	
  intracelular	
  da	
  linhagem	
  SUPT1	
  

não	
   foi	
   possível	
   por	
   falta	
  de	
   células.	
  Quanto	
  à	
   fraca	
  detecção	
  de	
  CCR7	
  nestas	
   linhas	
  

celulares	
  poderá	
  ser	
  explicada	
  pela	
  utilização	
  insuficiente	
  do	
  respectivo	
  anticorpo	
  20x	
  

inferior	
  à	
  recomendada.	
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4.7. Activação	
  de	
  CCR7?	
  

	
  

Nos	
  dados	
  obtidos	
  por	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real	
  verificámos	
  que	
  em	
  algumas	
  linhas	
  

celulares	
   a	
   elevada	
   expressão	
   do	
   CCR7	
   parece	
   coincidir	
   com	
   a	
   baixa	
   expressão	
   de	
  

CCR9.	
   Como	
   referido	
   anteriormente,	
   a	
   activação	
   de	
   CCR9	
   leva	
   à	
   fosforilação	
   da	
  

proteína	
  GSK-­‐3β	
  e	
  está	
  relacionada	
  com	
  sinais	
  de	
  sobrevivência	
  celular	
  (Qiuping	
  et	
  al.	
  

2003).	
  McKenzie	
  et	
  al	
  (2006)	
  descrevem	
  o	
  GSK-­‐3β	
  como	
  uma	
  cinase	
  capaz	
  de	
  fosforilar	
  

e	
   regular	
   a	
   sinalização	
   do	
   NOTCH.	
   Buonamici	
   et	
   al	
   ao	
   transplantarem	
   células	
   que	
  

expressam	
   NOTCH	
   intracelular	
   em	
   ratinhos	
   detectaram	
   uma	
   sobre-­‐expressão	
   do	
  

receptor	
  CCR7.	
  Se	
  o	
  NOTCH	
  intracelular	
  for	
  inibido	
  pela	
  GSK-­‐3β,	
  tal	
  como	
  foi	
  verificado	
  

por	
   Espinosa	
   et	
   al	
   (2003),	
   a	
   expressão	
   de	
   CCR9	
   poderia	
   levar	
   a	
   um	
   aumento	
   da	
  

actividade	
   NOTCH-­‐1	
   impedindo	
   que	
   a	
   GSK-­‐3β	
   iniba	
   o	
   NOTCH-­‐1.	
   As	
   mutações	
  

activadoras	
  no	
  NOTCH-­‐1	
  são	
  frequentes	
  em	
  pacientes	
  com	
  LLA-­‐T	
  tendo	
  também	
  sido	
  

detectadas	
   em	
   linhas	
   celulares	
   desta	
   patologia	
   (Aster	
   et	
   al.	
   2008).	
   Fomos	
   ver	
   se	
  

existiam	
  mutações	
  nas	
  regiões	
  de	
  ligação	
  do	
  NOTCH-­‐1	
  nas	
  linhas	
  em	
  que	
  encontrámos	
  

esta	
  situação.	
  Sabe-­‐se	
  ainda	
  que	
  o	
  local	
  de	
  ligação	
  da	
  GSK-­‐3β	
  ao	
  NOTCH-­‐2	
  é	
  na	
  região	
  

C-­‐terminal	
  e	
  que	
  aqui	
  vai	
  fosforilar	
  a	
  treonina-­‐2068	
  e/ou	
  serina-­‐2070,	
  treonina-­‐2074	
  e	
  

Treonina-­‐2093	
  (Espinosa	
  et	
  al.	
  2003).	
  Na	
  tabela	
  2	
  podemos	
  ver	
  que	
  existem	
  mutações	
  

no	
   domínio	
   PEST	
   do	
   NOTCH-­‐1	
   e	
   sabendo	
   que	
   o	
   local	
   de	
   ligação	
   do	
   GSK-­‐3β	
   é	
   nas	
  

repetições-­‐anquirina	
  (sete	
  no	
  total)	
  do	
  domínio	
  PEST	
  (Espinosa	
  et	
  al.	
  2003;	
  Bradley	
  et	
  

al.	
   2006),	
   não	
   encontrámos	
  mutações	
   entre	
   a	
   zona	
   codificante	
   1927	
   e	
   2089	
   (região	
  

onde	
   se	
   encontra	
   as	
   repetições,	
   ver	
   www.uniprot.org).	
   Como	
   esta	
   região	
   com	
   as	
  

repetições-­‐anquirina	
   não	
   se	
   encontra	
   alterada,	
   a	
   capacidade	
   de	
   interacção	
   com	
   a	
  

cinase	
  GSK-­‐3β	
  não	
  é	
  perdida.	
  Ou	
  seja,	
  pode	
  haver	
  algo	
  mais	
  que	
  possa	
  estar	
  a	
  inibir	
  de	
  

alguma	
  forma	
  a	
  expressão	
  de	
  CCR7	
  via	
  NOTCH-­‐1.	
  Ainda	
  que	
  a	
  actividade	
  NOTCH	
  possa	
  

ser	
   aumentada	
   através	
   da	
   inibição	
   de	
   GSK-­‐3β	
   mediada	
   pele	
   PI3K	
   e	
   sabendo	
   que	
   a	
  

expressão	
  desta	
  está	
  relacionada	
  com	
  a	
  actividade	
  do	
  NOTCH-­‐1	
  (McKenzie	
  et	
  al.	
  2006),	
  

falta-­‐nos	
  perceber	
  porque	
  a	
  expressão	
  de	
  CCR7	
  aparece	
  com	
  valores	
  tão	
  baixos.	
  O’Neil	
  

et	
  al	
  mostram	
  que	
   todas	
  as	
   linhas	
  analisadas	
  no	
  nosso	
   trabalho,	
   com	
  a	
  excepção	
  da	
  

TALL1,	
  mostram	
  actividade	
  de	
  NOTCH-­‐1,	
  e	
  quatro	
  delas	
  possuem	
  mutações	
  de	
  FBW7	
  

que	
  induza	
  a	
  resistência	
  aos	
  inibildores	
  γ-­‐secretase.	
  Uma	
  destas	
  linhas	
  é	
  a	
  JURKAT,	
  que	
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pelos	
  resultados	
  de	
  RT-­‐PCR	
  e	
  PCR	
  em	
  tempo	
  real	
  não	
  expressa	
  CCR7.	
  A	
  tabela	
  2	
  indica	
  

várias	
   mutações	
   associadas	
   a	
   proteínas	
   importantes	
   para	
   o	
   desenvolvimento	
   de	
  

cancro,	
   como	
   por	
   exemplo	
   o	
   NOTCH1,	
   p53,	
   Ras,	
   etc.	
   Algumas	
   destas	
   proteínas	
  

interagem	
  com	
  o	
  NOTCH-­‐1	
  inibindo	
  (p.e.	
  PTEN)	
  ou	
  aumentando	
  a	
  sua	
  actividade	
  (Aster	
  

et	
  al.	
  2008).	
  E	
  a	
  existência	
  ou	
  ausência	
  destes	
  podem	
  influenciar	
  a	
  função	
  de	
  NOTCH-­‐1	
  

afectando	
  a	
  expressão	
  de	
  CCR7	
  (Aster	
  et	
  al.	
  2008;	
  Buonamici	
  et	
  al.	
  2009).	
  Falta	
  então	
  

perceber	
   este	
   mecanismo	
   e	
   saber	
   a	
   razão	
   pela	
   qual	
   a	
   existência	
   de	
   actividade	
   de	
  

NOTCH-­‐1	
  e	
  a	
  ausência	
  da	
  expressão	
  do	
  receptor	
  de	
  quimiocina	
  CCR7.	
  

As	
   proteínas	
   NF-­‐кB	
   são	
   factores	
   de	
   transcripção	
   que	
   aparecem	
   activados	
   em	
  

alguns	
   cancros	
   e	
   que	
   induzem	
   a	
   transcripção	
   de	
   genes	
   que	
   conferem	
   às	
   células	
  

propriedades	
  de	
  sobrevivência,	
  proliferação,	
  etc	
  (referido	
  na	
  introdução).	
  A	
  activação	
  

desta	
   via	
   resulta	
   na	
   sobre-­‐expressão	
   de	
   genes,	
   entre	
   elas	
   o	
   gene	
   que	
   codifica	
   o	
  

receptor	
  CCR7	
  (Ferris	
  et	
  al.	
  2007).	
  Existe	
  uma	
  regulação	
  recíproca	
  entre	
  o	
  NOTCH	
  e	
  o	
  

NF-­‐кB,	
   onde	
   o	
   NF-­‐кB	
   aumenta	
   a	
   transcripção	
   do	
   ligando	
   do	
   NOTCH	
   (Jagged-­‐1)	
   e	
   o	
  

NOTCH	
  aumenta	
  a	
  transcripção	
  do	
  p52,	
  p50,	
  p65/RelA,	
  RelB	
  e	
  c-­‐Rel	
  (Osipo	
  et	
  al.	
  2008).	
  

Ao	
  mesmo	
  tempo,	
  o	
  NOTCH	
  aumenta	
  a	
  produção	
  de	
  IкBα,	
  um	
  inibidor	
  de	
  NF-­‐кB,	
  tendo	
  

desta	
  forma	
  o	
  potencial	
  para	
  tanto	
  estimular	
  como	
  inibir	
  a	
  actividade	
  NF-­‐кB	
  (Osipo	
  et	
  

al.	
  2008).	
  Esta	
  pode	
  ser	
  uma	
  das	
  explicações	
  para	
  haver	
  linhas	
  celulares	
  com	
  e	
  outras	
  

sem	
  expressão	
  de	
  CCR7.	
  De	
  seguida	
  fomos	
  procurar	
  se	
  o	
  complexo	
  NF-­‐кB	
  responsável	
  

pela	
   expressão	
   de	
   CCR7	
  pode	
   ser	
   suprimido	
   pelo	
   IкBα.	
   É	
   também	
  mencionado	
   	
   que	
  

apenas	
   um	
   complexo	
   NF-­‐кB	
   constítuido	
   pelo	
   p65/p50	
   é	
   encontrado	
   em	
   células	
  

dendríticas	
  imaturas,	
  onde	
  o	
  CCR7	
  vai	
  ser	
  regulado	
  com	
  o	
  aumento	
  da	
  sua	
  expressão	
  

(Hegde	
  et	
  al.	
  2004;	
  Riol-­‐Blanco	
  et	
  al.	
  2005).	
  Este	
  é	
  um	
  dos	
  complexos	
  reprimido	
  pelo	
  

IкBα	
   (Hayden	
   et	
   al.	
   2004).	
   Hegde	
   et	
   al	
   sugerem	
   o	
   envolvimento	
   do	
   NF-­‐кB,	
   pois	
  

verificaram	
  a	
  inibição	
  da	
  regulação	
  positiva	
  de	
  CCR7	
  após	
  terem	
  suprimido	
  a	
  activação	
  

do	
  NF-­‐кB.	
   Resumindo,	
   o	
  NOTCH-­‐1	
   possui	
   um	
   papel	
   importante	
   para	
   a	
   expressão	
   de	
  

CCR7,	
   no	
   entanto	
   nas	
   nossas	
   análises	
   algumas	
   linhas	
   celulares	
   não	
   mostraram	
   a	
  

expressão	
   de	
   CCR7.	
   O	
   que	
   pode	
   significar	
   que	
   o	
   NOTCH,	
   por	
   si,	
   poderá	
   não	
   ser	
  

suficiente	
  para	
  induzir	
  a	
  expressão	
  do	
  receptor	
  de	
  quimiocina	
  CCR7.	
  Aqui	
  foi	
  discutido	
  

algumas	
   moléculas	
   com	
   potencial	
   de	
   cooperar	
   com	
   o	
   NOTCH	
   de	
   modo	
   a	
   regular	
  

positivamente	
   a	
   expressão	
   de	
   CCR7.	
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5. Perpectivas	
  futuras	
  
	
  

	
   Neste	
   trabalho	
   foi	
   discutido	
   vários	
   mecanismos,	
   mediados	
   pelas	
   quimiocinas	
  

em	
   estudo,	
   importantes	
   para	
   o	
   cancro.	
   A	
   expressão	
   destes	
   receptores	
   em	
   leucemia	
  

linfoblástica	
   aguda	
   das	
   células	
   T	
   podem	
   fornecer	
   às	
   células	
   a	
   capacidade	
   para	
  

sobrevivência,	
  migração	
  e	
  proliferação.	
  Resultados	
  preliminares	
  mostram	
  que	
  existe	
  a	
  

expressão	
   destes	
   receptores	
   de	
   quimiocina,	
   sendo	
   o	
   CXCR4	
   detectado	
   em	
   todas	
   as	
  

linhagens	
  testadas,	
  em	
  linhagens	
  celulares	
  de	
  LLA-­‐T.	
  Apenas	
  estudos	
  de	
  expressão	
  são	
  

insuficientes	
   e	
   não	
   nos	
   conseguem	
   afirmar	
   nada	
   com	
   certeza,	
   por	
   isso	
   é	
   preciso	
  

compreender	
  com	
  maior	
  detalhe	
  os	
  efeitos	
  biológicos	
  dos	
  receptores	
  nestas	
  mesmas	
  

linhas	
  LLA-­‐T.	
  

	
   Mais	
   análises	
   por	
  western	
   blot	
   e	
   citometria	
   de	
   fluxo	
   são	
   necessárias	
   para	
   a	
  

determinação	
  da	
  presença	
  destas	
  proteínas	
  (principalmente	
  o	
  CCR7)	
  nesta	
  neoplasia.	
  

Ensaios	
  de	
  proliferação,	
  migração	
  e	
  apoptose	
  em	
  simultâneo	
  com	
  outras	
  células	
  que	
  

expressam	
   os	
   respectivos	
   ligandos.	
   Iremos	
   também	
   fazer	
   ensaios	
   de	
   transmigração	
  

com	
   células	
   MDCK	
   (células	
   de	
   rim	
   caninas),	
   para	
   verificar	
   se	
   as	
   células	
   LLA-­‐T	
  

ultrapassam	
   esta	
   barreira	
   física	
   em	
   resposta	
   a	
   quimiocinas	
   assim	
   avaliando	
   a	
   sua	
  

capacidade	
   de	
   invasão.	
   Iremos	
   também	
   analisar	
   as	
   vias	
   de	
   transdução	
   de	
   sinal	
  

activadas	
   pelas	
   quimiocinas	
   (western	
   blot)	
   e	
   ainda	
   estudar	
   o	
   comportamento	
   da	
  

doença	
  injectando	
  células	
  LLA-­‐T	
  murganhos	
  imunodeficientes,	
  de	
  modo	
  a	
  determinar	
  a	
  

capacidade	
  de	
  migração,	
  metastização,	
  proliferação	
  e	
  desenvolvimento	
  tumoral	
  in	
  vivo	
  

mediada	
  pelas	
  quimiocinas.	
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Anexo	
  I	
  -­‐	
  Resultados	
  de	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  intracelular	
  das	
  linhas	
  celulares	
  LLA-­‐T	
  marcadas	
  com	
  IgG-­‐
APC	
  e	
  CCR7-­‐APC.	
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Anexo	
  II	
  -­‐	
  Células	
  derivadas	
  de	
  LLA-­‐T	
  marcadas	
  com	
  anti-­‐CD3-­‐FITC	
  e	
  analisadas	
  por	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  
de	
  superfície	
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Anexo	
  III	
  -­‐	
  Células	
  derivadas	
  de	
  LLA-­‐T	
  marcadas	
  com	
  anti-­‐CD3-­‐FITC	
  e	
  analisadas	
  por	
  citometria	
  de	
  fluxo	
  
intracelular.	
  

	
  


