
Novos alvos terapêuticos 

Parte III: Manipulação da informação 
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É possível fazer uma classificação 
molecular dos tumores e correlacionar 
com prognóstico. 

E agora? 
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Leucémias agudas : 

LLA  
(L. Linfoblástica Aguda) 

LMA  
(L. Mieloblástica Aguda) 
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LLA:  subgrupo de mau prognóstico 

Translocação gene MLL   
(cromosoma 11) 

- regula estrutura da cromatina 

- importante na regulação de genes 
  envolvidos na hematopoiese 
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Como é que esta translocação pode 
resultar numa leucemia? 

Perda de um gene chave do processo de hematopoiese 
Alteração da transcrição de genes alvos  

Bloqueio de processo de diferenciação 

Proliferação indevida das células   

6/9/10 © M. Gama-Carvalho, FML 2010  



Investigadores do Dana Farber Cancer Institute, Boston, colocaram a hipótese de se tratar 
não de um subtipo de LLA mas de uma leucémia aguda distinta. Para testar esta ideia 
compararam o perfil de expressão génica de células obtidas de doentes com LLA “clássica”, 
de doentes com LLA com translocação do gene MLL e de doentes com LMA usando 
microarrays com uma grande bateria de genes (~12.600) 

LLA MLL LMA 

Nº doentes analisado:     20           17               20  6/9/10 © M. Gama-Carvalho, FML 2010  

Algumas horas de trabalho depois … 

Extracção de RNA (57 amostras) 
Avaliar quantidade e integridade do RNA 
Marcação do RNA com fluorescência  
Avaliar integridade do RNA e marcação 
Preparar hibridação 
Hibridação (57 microarrays) 
Lavagem 
Scanning 
Tratamento dos dados 
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Análise comparativa dos perfis de expressão génica 

LLA MLL LMA 

FLT3 
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“Transdução” de sinal via FLT3 
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Resposta biológica: 

 Proliferação celular 

Inibidor do FTL3 
(PKC 412) 
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Estes resultados identificam o gene FLT3 como 
fundamental na progressão do cancro? 

Não... Pode ser uma consequência secundária das alterações 
sofridas pela célula sem  efeitos significativos no seu fenótipo 

É preciso demonstrar experimentalmente o papel do FLT3 
nestas células inibindo a sua função!  
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Os investigadores do DFCI resolveram testar inicialmente se o PKC 412 reduzia 
eficazmente a proliferação celular de células tumorais. 

 Linhas celulares: 

- que não expressam FLT3:  RSA, UoC, Blin-1 

- derivadas de leucemia MLL com expressão aumentada de FLT3:  SEMK2 e MV4 

 Células tratadas com: 

- PKC 412 

- solvente do fármaco 

 Analisaram a viabilidade celular: 

- Teste de proliferação (Figura 3A) 

- Teste de morte celular (Figura 3B) 

 Análisaram a inibição do FLT3 pelo PKC 412 

- Western blotting – detecção da forma fosforilada (Figura 3C) 
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Teste de Proliferação Teste de Morte Celular 

Análise da viabilidade celular  

Como interpreta os resultados?  
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A inibição do FLT3 provoca uma redução da proliferação e 
aumento da apoptose de células leucémicas MLL que 
expressam níveis elevados deste gene, mas não nos outros 
tipose celulares 

Os resultados apoiam a hipótese de que o FLT3 tem um 
papel importante na progressão deste tipo de tumor 
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Análise da inibição do FLT3 por PKC412  

Western blotting 

Como interpreta os resultados?  
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Os resultados mostram que o inibidor actua directamente 
sobre a actividade cinásica do FLT3 

O conjunto dos dados sugerem que a inibição directa do 
FLT3 é capaz de provocar a morte específica destas células 
tumorais e que o inibidor PKC412 pode ser eficaz no 
tratamento das leucemias de tipo MLL. 
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E agora?  
Passamos a administrar este inibidor aos doentes? 

Não! Estes resultados apenas demonstram o potencial da 
droga em cultura de células. 

Antes de chegar à prática clínica qualquer medicamento tem 
de passar por um processo de ensaios complexo em que se 
incluem estudos em modelos animais para avaliar interacções 
específicas ao nível do organismo. 

Estas incluem dosagem, administração, absorção, toxicidade, 
excreção, etc, todas elas fundamentais para o sucesso de um 
medicamento. 
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Desenvolvimento de novos fármacos 
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Finalmente, os investigadores usaram um modelo mais robusto para testar a eficácia de 
PKC 412 no tratamento de células de leucémia MLL. Para tal, a linha celular SEMK2 foi 
tornada fluorescente por expressão de GFP (Green Fluorescent Protein) e injectada em 
ratinhos. As células tumorais foram subsequentemente seguidas in vivo por detecção de 
fluorescência e a sua proliferação comparada entre animais tratados com PKC412 e 
controlos expostos somente ao solvente.  

Analisou-se a capacidade destas células colonizarem os orgãos do receptor na 
presença e ausência de PKC412 

Deste modo: 
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Resultados: 
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Identificação de alvos 
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Conclusão: 

Medicina preditiva, preventiva e personalizada  
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Uma história de sucesso no design de terapêuticas 
dirigidas: leucemia mielóide crónica 
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A proteína de fusão Bcr-Abl altera promove a 
proliferação excessiva da linhagem granulocítica 
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O Gleevec inibe as cinases de tirosina Abl e c-kit 

Leucemia mielóide crónica (CML) 

90% remissão em fases iniciais 



Figure 16.29  The Biology of Cancer (© Garland Science 2007) 

Tumor gastro-intestinal (GIST) 75% recaída ao fim de 2,5 anos... 

Vias de sinalização e terapêutica dirigida do cancro 
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... estaremos dependentes da identificação de 
inibidores da actividade proteica?? 
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A Biologia Molecular tem permitido a identificação de 
genes com expressão alterada em diferentes tumores 
que constituem bons alvos terapêuticos mas... 


