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RESUMO 

 

A ocorrência da leucemia aguda resulta de uma combinação de mutações e 

alterações em funções protéicas que conferem a capacidade de proliferação, defeito na 

diferenciação e apoptose celular. Síndromes mielodisplásicas (SMD) são desordens 

hematopoéticas resultantes de alterações na célula pluripotente, caracterizadas por 

hematopoese ineficaz e alta taxa de evolução para leucemia mieloide aguda (LMA). 

Células leucêmicas expressam uma variedade de receptores de fatores de crescimento e 

citocinas, como o receptor do Insulin-like growth factor 1 (IGF-1R). A via de 

sinalização do IGF-1 inicia-se através da ativação de seu receptor e subsequente 

ativação de seus substratos, como os substratos do receptor de insulina (IRS). Algumas 

evidências indicam a participação das proteínas IRS em doenças hematológicas: (1) 

IRS1 foi descrito como constitutivamente fosforilado e associado ao BCR-ABL em 

células K562; (2) a expressão de IRS1 foi relacionada com pior prognóstico em 

leucemia linfóide aguda (LLA) BCR-ABL positiva; (3) IRS2 associa-se ao receptor de 

eritropoetina; (4) a expressão de IRS2 foi modulada durante estímulos com eritropoetina 

e IGF-1 e em processos de diferenciação em células hematopoéticas normais e 

leucêmicas.  

Neste estudo, foi observada a presença da expressão gênica e protéica de IRS1 e 

IRS2 em células hematopoéticas normais, mielodisplásicas e leucêmicas, entretanto, o 

padrão de expressão das duas proteínas foi diferente. Em linhagens celulares de 

leucemia aguda, IRS1 foi expresso em linhagens de leucemia aguda mieloide (P39, 

K562, NB4, KG-1, e HL60) e linfoide (MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi), enquanto que 

IRS2 foi expresso preferencialmente em linhagens mieloides. Em células 

hematopoéticas primárias, não houve diferença na expressão de IRS1 entre células 

hematopoéticas de pacientes com SMD e LMA e controles normais, e a expressão 

gênica de IRS1 apresentou-se aumentada em amostras de medula óssea de pacientes 

com LLA em relação aos controles normais. A expressão de IRS2 foi menor nas 

amostras de medula óssea de pacientes com SMD, LMA e LLA em relação aos 

controles normais, e a expressão de IRS2 foi menor em pacientes com SMD de alto 

risco se comparados com SMD baixo risco, de acordo com a classificação FAB, WHO e 

com número de citopenias.  
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A participação de IRS2 na diferenciação eritróide de células hematopoéticas 

normais e mielodisplásicas foi evidenciada através da avaliação da expressão de IRS2 

durante a diferenciação eritroide de células progenitoras de medula óssea de doadores 

normais e de pacientes com SMD. O estudo evidenciou o aumento da expressão de 

IRS2 durante a diferenciação eritroide, sendo que nas células mielodisplásicas, IRS2 

apresentou um menor aumento se comparado às células hematopoéticas normais. 

Em células BCR-ABL positivas, a inibição da expressão de IRS1 (realizada 

através do uso de shRNA mediado por lentivírus específico para IRS1) resultou em 

inibição da proliferação celular e crescimento clonal, acúmulo de células na fase G0/G1 

e redução de células na fase S do ciclo celular. A inibição de IRS1 resultou na inibição 

da fosforilação das proteínas Akt, P70S6K e ERK. Entretanto, a inibição de IRS1 não 

modulou a apoptose e as proteínas BCL2, BAX e BAD, assim como não modulou a 

fosforilação de BCR-ABL e CRKL e não apresentou sinergismo quando associado ao 

inibidor de tirosina quinase do BCR-ABL (imatinib). Estes dados indicam que IRS1 

participa dos processos celulares de proliferação celular e clonogenicidade em células 

BCR-ABL positivas, através da modulação de Akt, P70S6K e ERK. 

Os achados aqui descritos sugerem que IRS1 é expresso em células 

hematopoéticas normais, mielodisplásicas e leucêmicas, destacando-se sua elevada 

expressão em células de LLA e sua participação na via de sinalização BCR-ABL. Estes 

dados indicam que IRS1 pode ser um alvo terapêutico em LLA e leucemia mieloide 

crônica (LMC), especialmente nas leucemias BCR-ABL positivas e resistentes a 

inibidores da atividade tirosina quinase do BCR-ABL.  Adicionalmente, IRS2 é 

expresso em células hematopoéticas, destacando-se a sua expressão reduzida em células 

mielodisplásicas e leucêmicas quando comparadas às células hematopoéticas normais. 

A reduzida expressão de IRS2 em células hematopoéticas de pacientes com SMD de 

alto risco quando comparados aos de baixo risco e o reduzido aumento da expressão de 

IRS2 na diferenciação eritroide de progenitores de pacientes com SMD sugerem que a 

expressão de IRS2 participa da fisiopatologia das SMD e pode ser um marcador 

prognóstico nesta doença. 
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ABSTRACT 

 

Acute leukemia results from a combination of mutations and changes in protein 

functions that confer the ability of proliferation, and defect in differentiation and 

apoptosis. Myelodysplastic syndromes (MDS) are hematopoietic disorders caused by 

alterations in pluripotent cells, characterized by ineffective hematopoiesis and a high 

rate of progression towards acute myeloid leukemia (AML). Leukemia cells express a 

variety of receptors for growth factors and cytokines, such as Insulin-like growth factor 

1 (IGF-1R). The signaling pathway is initiated by activating its receptor and subsequent 

activation of its substrates such as insulin receptor substrate (IRS). There is evidence 

that suggests an involvement of IRS proteins in hematopoeitic disease: (1) IRS1 was 

described as constitutively phosphorylated and associated with BCR-ABL in K562 

cells, (2) the IRS1 expression was associated with a poorer prognosis in BCR-ABL 

positive acute lymphoblastic leukemia (ALL), (3) IRS2 bind to erythropoietin receptors, 

(4) IRS2 expression was modulated during stimulation with erythropoietin and IGF-1 

during cell differentiation in normal and leukemia hematopoietic cells. 

In this study, we observed the presence of the gene and protein of IRS1 and 

IRS2 in normal hematopoietic, leukemia, and myelodysplastic cells, however, the 

expression pattern of these proteins was different. In acute leukemia cell lines, IRS1 

was expressed in myeloid leukemia cells (P39, K562, NB4, KG-1 e HL60) and 

lymphoid leukemia cells (MOLT4, Junkat, Raji e Daudi), whereas IRS2 expression was 

more evident in myeloid cell lines. In primary hematopoietic cells, no difference was 

observed in IRS1 expression between normal, MDS and AML cells, and the IRS1 

expression was increased in bone marrow samples from ALL patients compared to 

normal controls. IRS2 expression was lower in bone marrow samples from patients with  

MDS, AML and ALL compared to normal controls, and the IRS2 expression 

was lower in high risk compared with low risk MDS patients, according to FAB and 

WHO classification, and number of cytopenias. 

The participation of IRS2 in erythroid differentiation of normal and 

myelodysplastic hematopoietic cells was evidenced by evaluating IRS2 expression 

during erythroid differentiation of progenitor cells from the bone marrow of normal 

donors and patients with MDS.  The study demonstrated an increase in IRS2 expression   
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during erythroid differentiation, whereas in myelodysplastic cells, IRS2 showed a 

smaller increase compared to normal hematopoietic cells. 

In BCR-ABL positive cells, IRS1 inhibition (by lentivirus-mediated shrunk 

specific for IRS1) resulted in inhibition of cell proliferation and clonal growth, 

accumulation of the cells in G0/G1 phase and reduction of cells in S phase of cell cycle. 

The IRS1 silencing resulted in inhibition of Akt, P70S6K and ERK phosphorylation. 

However, IRS1 inhibition did not modulate apoptosis; and the proteins BCL2, BAX and 

BAD, did not modulate the phosphorylation of BCR-ABL and CRKL, nor did they 

show synergism when combined with tyrosine kinase inhibitor of BCR-ABL (Imatinib). 

These data indicate that IRS1 participates in the proliferation and clonogenic of BCR-

ABL positive cells by modulation of Akt, P70S6K and ERK. 

The findings reported herein suggest that IRS1 is expressed in normal 

hematopoietic, leukemia and myelodysplastic cells, highlighting its high expression in 

ALL cells and involvement in the BCR-ABL pathway. These data indicate that IRS1 

may be a therapeutic target in ALL and chronic myeloid leukemia (CML), especially in 

BCR-ABL positive leukemias resistant to inhibitors of tyrosine kinase activity of BCR-

ABL. In addition, IRS2 is expressed in hematopoietic cells, highlighting its reduced 

expression in myelodysplastic and leukemia cells compared to normal hematopoietic  

cells. The reduced IRS2 expression in high risk when compared to low risk MDS and 

the lower increase in IRS2 expression during the erythroid differentiation of progenitor 

cells from MDS patients suggest that the expression of IRS2 participates in the 

pathophysiology of MDS and may be a prognostic marker in this disease. 
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Proliferação, diferenciação e apoptose de células hematopoéticas normais e 

leucêmicas são reguladas, dentre outros fatores, por estímulos extracelulares de 

citocinas e interações com o microambiente. A resposta a estes estímulos é transmitida 

da membrana celular ao núcleo através de vias de transmissão de sinalização celular, 

incluindo a via de JAK/STAT, RAS/Raf/MEK/ERK, e PI3K/Akt(1, 2). A alteração da 

sinalização normal ocorre como resultado de mutações, alteração de expressão ou 

ativação dos componentes das vias de sinalização, com consequente alteração na 

regulação da proliferação, diferenciação e apoptose celular. A ocorrência de síndrome 

mielodispláscia e leucemia aguda resulta de uma combinação de mutações e alterações 

em funções protéicas que conferem a capacidade de proliferação, defeito na 

diferenciação e apoptose celular(2-4). 

 

Síndromes mielodisplásicas e leucemias agudas 

Síndromes mielodisplásicas (SMD) são desordens hematopoéticas resultantes de 

alterações na célula pluripotente e caracterizadas por hematopoese ineficaz(5). 

Anormalidades na diferenciação celular provavelmente estão envolvida na patogênese 

das SMD(6-8) e a eritropoese é gravemente comprometida levando à anemia e à 

necessidade de transfusão. Os mecanismos que levam à inefetiva eritropoeise devem-se 

aos defeitos no crescimento, diferenciação ou apoptose do progenitor eritroide(9) e 

defeitos no receptor de eritropoetina (EpoR)(10) ou na transmissão de sinal da via da 

eritropoeina (Epo). 

As SMD primárias foram classificadas em 1982 pelo grupo cooperativo franco-

americano-inglês (FAB) nas seguintes categorias: anemia refratária (AR), anemia 

refratária com sideroblastos em forma de anel (ARSA), anemia refratária com excesso 

de blastos (AREB), anemia refratária com excesso de blastos em transformação 

(AREBt), e leucemia mielomonocítica crônica (LMMC), apresentando dentre estas 

classes um aumento progressivo no número de precursores imaturos na medula (de 5% 

até 30% de blastos)(11). Em 2001, a Organização Mundial de Saúde (World Health 

Organization, WHO) propôs uma nova classificação, com modificações que melhoram 

o valor prognóstico da mesma(12), que foi revisada e atualizada em 2008(13). Esta 

classificação vem sendo aceita pela comunidade científica. As modificações dizem 

respeito à: 1) diminuição do número de blastos na medula óssea para definir leucemia 

mieloide aguda (de 30 para 20%), eliminando o subgrupo anemia refratária com excesso 
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de blastos em transformação; 2) separação dos subgrupos AR e ARSA em 4 entidades, 

dependendo se há comprometimento único ou múltiplo das linhagens hematopoiéticas, 

ou se há deleção do cromossomo 5q; 3) subdivisão do subgrupo AREB em duas 

categorias dependendo do número de blastos na medula óssea (5-9% blastos ou 10-19% 

blastos) e sangue periférico; 4) transferência do subgrupo LMMC das SMD para um 

novo grupo de doenças hematológicas. Deste modo, as mielodisplasias são 

classificadas, segundo a WHO, nas seguintes categorias: anemia refratária com 

sideroblatos em anel (ARSA), citopenia refratária com displasia unilinear (CRDU), 

citopenia refratária com displasias multilinear (CRDM), anemia refratária com excesso 

de blastos-1 e 2 (AREB-1 e AREB-2), síndrome mielodisplásica não classificada 

(SMD-N) e SMD associada com deleção isolada no cromossomo 5q (SMD-5q-). O 

Índice de Prognóstico Internacional (Internacional Prognostic Score System; IPSS) nas 

SMDs, derivado da análise de mais que 800 casos, resultou em classificação 

prognostica das SMDs a depender do número de citopenias, número de blastos no 

aspirado de medula óssea e citogenética. Este índice prognóstico prediz com certa 

precisão a sobrevida e risco de evolução para LMA(14). 

As SMD possuem alta taxa de evolução para leucemia mieloide aguda (LMA) 

(Figura 1) e a identificação de vias de sinalização celular envolvidas na patogênese das 

SMDs é de grande importância uma vez que a melhor compreensão destas vias de 

sinalização pode auxiliar no desenvolvimento de drogas para o tratamento das SMDs de 

forma a induzir à remissão da doença ou retardar a evolução para LMA. A desregulação 

de vias de sinalização celular em mielodisplasia tem sido recentemente descrita. 

Martelli e colaboradores(15) identificaram que células mononucleares de pacientes com 

mielodisplasia de alto risco apresentam elevada expressão de PI3K, elevada fosforilação 

de Akt e reduzida expressão de PTEN, quando comparadas às células mononucleares de 

pacientes com mielodisplasia de baixo risco e de indivíduos normais. A desregulação de 

múltiplas vias de sinalização celular, incluindo PI3K/Akt é também frequente em 

LMA(1). 
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Figura 1. Hipótese das múltiplas etapas da patogênese das SMD. Injurias iniciais na 
célula-tronco hematopoética podem ser causadas por reagentes químicos, radiação, 
drogas citotóxicas ou mutações endógenas. O acúmulo dessas alterações pode afetar o 
controle do ciclo celular e a transcrição de supressores tumorais, resultando na expansão 
de clones com SMD, que inicialmente apresentam altas taxas de apoptose. A progressão 
para LMA, provavelmente não depende da ordem das alterações genéticas, e sim dos 
genes que são alterados. A etapa final, na transformação leucêmica, pode ocorrer devido 
ao aumento de proto-oncogenes e/ou por hipermetilação de alvos críticos, resultando na 
diminuição de apoptose com aumento da proliferação. (adapatado de Nolte et al., 
2008(6)) 
 

As leucemias agudas constituem um grupo heterogêneo de doenças malignas 

caracterizadas por defeitos na diferenciação e elevada proliferação de progenitores 

hematopoéticos, resultando na expansão e acúmulo de blastos(16, 17). Os sintomas 

mais freqüentes são: anemia, neutropenia, trombocitopenia e infiltração de órgãos como 

fígado, baço, linfonodos, entre outros. As leucemias agudas são subdivididas em 

leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia linfóide aguda (LLA) dependendo da 

presença de mieloblastos ou linfoblastos, respectivamente. Em 1976, foi proposta pela 

FAB uma classificação para LMA em 8 subgrupos, que se baseia em parâmetros 

morfológicos e citoquímicos(18). As LLAs são subdivididas em 2 grupos, de acordo 

com características imunológicas: precursor B (LLA-préB) e precursor T (LLA-T), 

enquanto que as células B maduras são chamadas de linfoma/leucemia de Burkitt (LLA-
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B)(19). Adicionalmente, células leucêmicas expressam uma variedade de receptores de 

fatores de crescimento e citocinas, dentre estes o receptor FLT3(20), c-kit(21), receptor 

do VEGF (vascular endothelial growth factor receptor-I)(22) e receptor do IGF-1 

(Insulin-like growth factor-1)(23).  

A via de sinalização do IGF-I é importante no desenvolvimento de diversas 

neoplasias, como carcinoma de mama, cólon, próstata(24) e mieloma múltiplo(25). A 

inibição do receptor de IGF1 (IGF1-R) diminui a proliferação de células de mieloma 

múltiplo “in vitro” e “in vivo”(25). Recentemente, Chapuis e colaboradores(26) 

descreveram que a produção autócrina de IGF1 é responsável pela ativação constitutiva 

de Akt na LMA, contribuindo para o crescimento clonal e proliferação das células 

leucêmicas. A via de sinalização do IGF-I inicia-se através da ativação de seu receptor e 

subsequente ativação de seus substratos, como os substratos do receptor de insulina(27). 

 

BCR-ABL e leucemia 

A rede de sinalização controlada pela quinase breakpoint cluster region-abelson 

(BCR-ABL) é complexa e altamente redundante(28) (Figura 2), e resulta num fenótipo 

alterado de casos de LLA Philadelphia positivo (Ph+) e da leucemia mieloide crônica 

(LMC), uma síndrome mieloproliferativa resultante da proliferação descontrolada das 

células da medula óssea e inibição da apoptose(29). A presença de BCR-ABL ocorre em 

100% dos casos de LMC e em 20-40% dos casos de LLA(30). Esforços significativos 

estão sendo realizados para a compreensão dos mecanismos moleculares da ação do 

BCR-ABL, através da identificação das vias de sinalização que são afetadas pela sua 

atividade tirosina quinase. Inúmeros substratos e ligantes de BCR-ABL têm sido 

identificados e os esforços atuais estão dirigidos para a investigação dos defeitos 

patológicos específicos que caracterizam a LMC(31). Apesar da alta expansão na lista 

das vias de sinalização ativadas por BCR-ABL e da crescente complexidade dessas, 

todas as funções de transformação pelo BCR-ABL dependem de sua atividade tirosina 

quinase(32), que é especificamente inibida pelo mesilato de imatinib (Gleevec/Glivec, 

STI571, Novartis, Basel, Suíça). Mesilato de imatinib é uma pequena molécula 

inibidora da atividade tirosina da oncoproteina BCR-ABL e induz à parada no 

crescimento e apoptose em células BCR-ABL positivas(33). No entanto, o 

desenvolvimento de resitência ao imatinib tem emergido como um problema importante 

em pacientes com LMC, que na sua maioria se deve à aquisição de mutações no 
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domínio quinase de BCR-ABL(34, 35). Diferentes estratégias têm sido implementadas 

para superar essa resistência, incluindo a síntese de novos inibidores ATP-competitivo 

ou não-ATP-competitivo de BCR-ABL e inibidores tirosina quinase multialvos. Uma 

abordagem alternativa é o uso de outros compostos que não se ligam diretamente à 

proteína BCR-ABL, em vez disso, estas moléculas atuariam sobre outras proteínas que 

são reguladas por BCR-ABL e participariam da via de sinalização BCR-ABL e do 

processo de transformação maligna das células.  
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Figura 2. Representação esquemática da ativação das vias de sinalização por 
BCR-ABL. Diagrama simplificado das associações entre o BCR-ABL e proteínas de 
sinalização. (adaptado de Deininger et al.,2000(28) e Kharas e Fruman, 2005(36)) 
 

Substratos do receptor de insulina 

Os substratos do receptor de insulina (IRS) são uma família de proteínas 

citoplasmáticas composta por seis membros (IRS1-6) que atuam como proteínas 

adaptadoras(37-42). As proteínas IRS integram e coordenam numerosos processos, pois 

agem intermediando a transmissão dos sinais do meio extracelular ao intracelular 

através de receptores transmembrana(38). Apesar da proteínas IRS terem sido 

identificadas pela primeira vez como intermediários de sinalização do receptor de 
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insulina(38), as proteinas IRS são também as principais moléculas que atuam em 

resposta ao estímulo de IGF1-R(27, 43). Proteínas IRS regulam uma série de processos 

como crescimento, metabolismo, sobrevivência e proliferação e respondem a diversos 

estímulos como, por exemplo, estéroides, citocinas, hormônios e integrinas(44-49). 

As proteínas IRS não possuem atividade quinase ou outra atividade enzimática 

intrínseca, no entanto elas contribuem como adaptadores para organização de 

complexos de sinalização(38). Os IRS têm níveis elevados de homologia nas regiões N-

terminais, que contém dois domínios conservados, que participam no recrutamento por 

receptores: PH (pleckstrin homology) e PTB (phosphotyrosine binding). O domínio PH 

atua em interações proteina-proteina e facilita o recrutamento pelos receptores e 

proteínas-fosfolipídeos que se localizam na membrana plasmática(50-52). O domínio 

PTB contém os resíduos de tirosina que interagem com sítios NPXY dos receptores 

ativados(53, 54). 

A ativação das proteínas IRS ocorre após a fosforilação dos resíduos de tirosina 

na região carboxi-terminal, que contém mais de vinte sítios de tirosina. Uma vez 

fosforilados, os IRS são capazes de se ligar a várias proteínas contendo domínio SH2, 

incluindo PI3K, Fyn, Grb2, Nck, Csk e SHP2(42, 55-61). Dessa associação resulta a 

ativação de múltiplas vias de sinalização, incluindo as importantes vias PI3K-

Akt/mTOR e MAPK(55, 62)(Figura 3).  

A via de sinalização PI3K desempenha um papel crítico em muitos eventos 

biológicos incluindo mitogênese, motilidade, metabolismo e sobrevivência celular(63). 

Existem vários sítios YMXM na região carboxi-terminal das proteínas IRS, que uma 

vez fosforilados, ligam-se ao domínio SH2 da subunidade p85 da PI3K, com 

consequente ativação de Akt(48, 55, 62).  
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A PI3K foi originalmente identificada como um dímero composto de uma 

subunidade catalítica (p110) e uma subunidade regulatória (p85). A ligação de proteínas 

fosforiladas ao domínio SH2 da subunidade p85 da PI3K ativa o domínio catalítico 

associado. A enzima catalisa a fosforilação dos fosfoinositídeos na posição 3 do anel de 

inositol produzindo fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato, PI(3,4,5)P3, que ativa substratos 

intracelulares como a Akt(64). A Akt destaca-se como uma das principais proteínas alvo 

da PI3K na prevenção da apoptose(65). O efeito antiapoptótico da Akt deve-se à 

fosforilação de seus substratos, incluindo BAD, caspase 9, NF-kB e a família dos 

fatores de transcrição tipo forkhead(65). A fosforilação de BAD previne sua interação 

com BCL-2 e BCL-X, permitindo sua ação antiapoptótica na via mitocondria(66).  

As proteínas IRS também se ligam a Grb2, levando à ativação da cascata 

MAPK, incluindo a proteína ERK. A ativação da cascata MAPK é fundamental para 

diferenciação e proliferação celular. Além disso, as proteínas IRS podem se ligar a 

outras proteínas adaptadoras como NCK, CRK, ou Fyn quinase que também resultam 

na ativação da cascata MAPK(56, 59, 67). 
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Figura 3. Representação esquemática da participação de IRS na ativação das 
cascatas PI3K-Akt/mTOR e MAPK. A ativação de um receptor tirosina quinase, 
como por exemplo, IGF1-R, resulta na fosforilação em resíduo de tirosina de IRS. A 
associação de IRS com PI3K resulta na ativação de Akt/mTOR e a associação de IRS 
com Gbr2 resulta na ativação da cascata MAPK, incluindo ERK. Esses eventos 
resultam na ativação de síntese protéica, proliferação e sobrevivência. (adapatado de 
Mardilovich et al., 2009(68)) 
 

IRS1 foi o primeiro membro das proteínas IRS a ser identificado e clonado, está 

localizado no cromossomo 2 (banda 2q-36-37) e a proteína resultante possui peso 

molecular de 185 kDa(38). IRS2 está localizado no cromossomo 13 (banda 13q34.1) e a 

proteína resultante possui peso molecular de 170 kDa(39). 

Apesar de IRS1 e IRS2 terem estruturas semelhantes e de ambos interagirem 

com efetores de sinalizações comuns como PI3K, Gbr2 e SHP2, IRS1 tem sido mais 

frequentemente associado ao crescimento tumoral e proliferação, enquanto IRS2 tem 

sido associado à motilidade e invasão(68). IRS2 possui um domínio adicional ao IRS1, 

o domínio KRLB (kinase regulatory loop binding) que contribui para o recrutamento 

por receptores(53, 54, 69) (Figura 4). 
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Figura 4. Representação esquemática da estrutura protéica primária de IRS1 e 
IRS2. Representação esquemática da estrutura primária das proteinas, os domínios 
conservados PH e PTB e os sítios de interação com os efetores de sinalização PI3K, 
Gbr2 e SHP2. Note a elevada homologia entre IRS1 e IRS2, e a presença do domínio 
KRLB em IRS2. (adaptado de Mardilovich et al. 2009(68)) 

 

IRS1 e sua participação em neoplasias 

Alguns estudos relatam que as proteínas IRS possuem sua expressão alterada em 

alguns tipos de câncer, podendo atuar como oncogenes e induzir transformação 

maligna(68). A maior parte desses estudos focou na expressão de IRS1 e IRS2, visto 

que sãos os mebros da família IRS que, em condições normais, estão presentes na 

maioria dos tecidos(70).  

IRS1 tem sido descrito como altamente expresso e constitutivamente ativado em 

muitos tipos de câncer, incluindo câncer de mama(71-73), ovário(74), próstata(75), 

pâncreas(76), mesotelioma(77),  hepatoma(78, 79) e meduloblastoma(80), seu potencial 

na transformação maligna também tem sido relatado(81-83). Interessantemente, IRS1 

foi encontrado menos expresso em tumores com baixos índices de diferenciação(73, 

84).  

Em 2003, nosso grupo de pesquisa descreveu que IRS1 é constitutivamente 

fosforilado e associado com BCR-ABL em células K562, um modelo de leucêmia 

mieloide crônica (LMC)(85). Nesse estudo, IRS1 foi descrito como associado a PI3K e 

Grb2, e o tratamento com mesilato de imatinib resultou na diminuição tempo e dose-

dependente da fosforilação de IRS1(85) (Figura 5). Esse conjunto de dados sugere a 

formação de um complexo BCR-ABL/IRS1/Grb2/PI3K, onde o status de fosforilação 

de IRS1 via BCR-ABL é importante na manutenção da estabilidade do complexo, uma 

vez que o tratamento com imatinib resultou em diminuição significativa da associação 

IRS1/PI3K e IRS1/Gbr2, com consequente atenuação na atividade de PI3K e da via de 

sinalização MAPK. No entanto, o papel biológico e a função do IRS1 nas vias 

sinalização de BCR-ABL, Akt e MAPK continuam uma questão a ser esclarecida.  
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Outro estudo realizado por Juric e colaboradores(30) observou, através de 

análises computacionais de dados obtidos de microarray, que a expressão de IRS1 foi 

negativamente correlacionada com a sobrevida, independente da idade e contagem de 

leucócitos no momento do diagnóstico, em pacientes com LLA BCR-ABL positivos. 
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Figura 5. Representação esquemática das interações de IRS1 em células K562.  
IRS1 está constitutivamente fosforilado e associado com BCR-ABL, PI3K e Gbr2 em 
células K562. O tratamento com imatinib resulta na inibição da fosforilação de IRS1. 

 

IRS2 e sua participação em células hematopoéticas  

Assim como IRS1, IRS2 também tem sido descrito como altamente expresso em 

alguns tipos de câncer(77-79, 86-88). IRS2 é uma proteína adaptadora que se liga ao 

IGF1-R e ao EpoR (89, 90). A Epo é um fator de crescimento necessário para a 

sobrevivência, proliferação e diferenciação eritroide(91). A Epo se liga ao EpoR, um 

membro da superfamília de receptores de citocinas, levando à ativação do receptor e de 

processos intracelulares associados à JAK2(92). Como resultado da fosforilação em 

tirosina do EpoR ocorre o recrutamento de várias proteínas contendo o domínio Src-

homology-2 (SH2), como IRS2,  levando à ativação de diferentes vias de 

sinalização(93). 

IRS2 é fosforilado em resposta a Epo em células de medula óssea normal e na 

linhagem leucêmica UT-7(90). Durante a indução de diferenciação granulocítica da 
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linhagem leucêmica HL60, foi observado um aumento da expressão e fosforilação de 

IRS2 em resposta à IGF1, sem detecção de expressão de IRS1(94). Esses dados 

sugerem que IRS2 possa desempenhar um papel na diferenciação de células 

hematopoéticas.  

Em vista dos dados da literatura que indicam a importância de IRS1 e IRS2 no 

processo de transformação neoplásica e em diferentes processos em células 

hematopoéticas, como a associação de IRS1 com a oncoproteína BCR-ABL e 

partcipação de IRS2 na via de sinalização da Epo, as seguintes perguntas foram 

formuladas: (1) Estariam IRS1 e IRS2 diferencialmente expressos em células 

hematopoéticas normais, mielodisplásicas e leucêmicas? (2) Haveria alteração na 

expressão de IRS2 durante o processo de diferenciação eritroide? (3) Qual seria o papel 

funcional de IRS1 nas células BCR-ABL positivas? Para responder a estas questões 

surgem os objetivos deste trabalho. 
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Objetivo Geral 

Caracterizar a expressão gênica e protéica de IRS1 e IRS2 em células 

hematopoéticas normais e leucêmicas, avaliar a expressão de IRS2 durante a 

diferenciação de progenitores hematopoéticos e verificar a função de IRS1 em células 

leucêmicas BCR-ABL positivas. 

 

Objetivos Específicos 

1. Caracterizar a expressão gênica e protéica de IRS1 e IRS2 em células 

hematopoéticas normais e células hematopoéticas de pacientes com SMD, 

LMA e LLA. 

2. Caracterizar a expressão de IRS2 durante a indução de diferenciação 

eritroide em doadores normais e em pacientes com SMD. 

3. Em células K562:  

a-) Avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 na proliferação, 

clonogenicidade, ciclo celular e apoptose. 

b-) Avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 na vias de sinalização 

Akt/mTOR e MAPK. 

c-) Avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 na fosforilação de BCR-

ABL e CRKL. 
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Células hematopoéticas normais 

As células hematopoéticas normais foram obtidas de sangue periférico (n=9) ou 

de medula óssea (n=17) de doadores normais, incluindo 9 homens e 3 mulheres, com 

idade mediana de 35 anos (18-56 anos) do Hemocentro da Unicamp com aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa e consentimento informado.  

 

Células hematopoéticas de pacientes com diagnóstico de 

Mielodisplasia e Leucemia Aguda 

As amostras foram obtidas de medula óssea de pacientes atendidos no 

ambulatório de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa e consentimento informado. As amostras foram coletadas no 

momento do diagnóstico de mielodisplasia ou de leucemia aguda, antes de qualquer 

tratamento. Utilizamos neste estudo as amostras que foram coletadas entre o período de 

Maio de 2001 a Outubro de 2009, que apresentavam os dados hematológicos do 

diagnóstico, confirmação do diagnóstico de mielodisplasia ou de leucemia aguda 

através de mielograma, citoquímica e imunofenotipagem, e que apresentavam RNA de 

boa qualidade no momento da realização dos experimentos. Foi incluído um total de 32 

pacientes com diagnóstico de SMD e 33 pacientes com diagnóstico de leucemia aguda, 

sendo 22 LMA e 11 LLA. As características dos pacientes com SMD e com leucemia 

aguda estão descritas nas tabelas 1 e 2, respectivamente.  
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Tabela 01. Características dos pacientes com diagnóstico de SMD 

 Número 
Pacientes 32 
  
Sexo  

Masculino/Feminino 17/15 
  

Idade (anos), mediana (faixa) 73,3 (17-90) 
  
FAB  

AR/ARSA 14/4 
AREB/AREBt 9/5 

  
WHO  

CRDU/ CRDM/ARSA 2/11/4 
AREB-1/AREB-2 8/4 
LMA com alterações relacionadas com mielodisplasia * 3 

  
Número de Citopenias  

0 ou 1 citopenia 14 
2 ou 3 citopenias 18 

  
IPSS  

baixo-risco/ INT-1 8/16 
INT-2/ alto-risco 6/2 

  
Citogenética  

Normal 26 
Monossomia 7 1 
Trisomia 8 1 
-Y 1 
Complexo 3 

Abreviações: SMD: síndrome mielodisplásica; FAB: French-American-British, AR: 
anemia refratária; ARSA: anemia refratária com sideroblastos em anel; AREB: 
anemia refratária com excesso de blastos; AREBt: anemia refratária com excesso de 
blastos em transformação; WHO: World Health Organization, CRDU: Citopenia 
refratária com displasia unilinear, CRDM: citopenia refratária com displasia 
multilinear, ARSA: anemia refratária com sideroblastos em anel, AREB-1: anemia 
refratária com excesso de blastos-1, AREB-2: anemia refratária com excesso de 
blastos-2, LMA: leucemia mieloide aguda, IPSS: International Prognostic Scoring 
System, INT-1: intermediário-1, INT-2: intermediário-2.* Excluído das análises da 
classificação WHO. 

. 
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Tabela 02 - Características dos pacientes com 

diagnóstico de leucemia aguda 

 Número 
Pacientes com LMA 22 
  
Sexo  

Masculino/Feminino 13/9 
  

Idade (anos), mediana (faixa)  52,3 (24-81) 
  
FAB  

M0 1 
M1 4 
M2 7 
M3 2 
M4 3 
M5 2 
M6 1 
M7 2 

  
Pacientes com LLA 11 
  
Sexo  

Masculino/Feminino 5/6 
  
Idade (anos), mediana (faixa)  31,5 (20-62) 
  
FAB  

LLA-T 6 
LLA-préB 3 
LLA-B 2 

Abreviações: LMA: leucemia mieloide aguda; FAB: 

French-American-British; LLA: leucemia linfóide 

aguda. 

 
Linhagens celulares 

Linhagens celulares humanas de leucemias agudas foram adquiridas no ATCC, 

Philadelphia, USA. Foram utilizadas linhagens linfoides (MOLT4, Jurkat, 

Raji e Daudi)  e linhagens mieloides (P39, K562, NB4, KG1, e HL60). A descrição das 

linhagens leucêmicas está na Tabela 3. 
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Tabela 3. Descrição das linhagens leucêmicas. 

Linhagem Descrição 

MOLT4 LLA T 

Jurkat LLA T 

Raji  LLA B/Linfoma de Burkitt 

Daudi LLA B/Linfoma de Burkitt 

P39 Leucemia mielomonocítica  secundária à mielodisplásia 

K562 Leucemia mieloide crônica em fase blástica, t(9;21) 

NB4 Leucemia promielocítica aguda, t(15;17) 

KG1 Eritroleucemia 

HL60 Leucemia mielocítica aguda 
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Processamento das amostras 

Para obtenção de RNA, células de medula óssea (MO) foram coletadas em 

EDTA e submetidas à lise de hemácias com tampão contendo cloreto de amônio. A 

seguir, as células foram submetidas à extração de RNA.  

Para extração protéica, as células mononucleares de MO ou sangue periférico 

foram obtidas através de gradiente de separação Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO) 

e submetidas à extração protéica.  

Para separação de progenitores CD34+, as células mononucleares de MO ou de 

sangue periférico foram isoladas em gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, 

MO) e separadas através de colunas de imunoafinidade MIDI-MACS, de acordo com as 

instruções do fabricante (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha). Após 

purificação, as células foram submetidas a ensaios de diferenciação ou extração 

protéica. 

 

Extração do RNA total  

O RNA de células foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O 

Trizol é um reagente que apresenta uma solução monofásica de fenol e isotiocianato de 

guanidina. A extração de RNA com esse reagente é uma adaptação do método 

desenvolvido por Chomczinki e Sacchi(95). Ao precipitado de células, contendo 5x106 

a 1x107 células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra foi homogeneizada até que 

se tornasse bastante fluida. A purificação do RNA deu-se segundo o protocolo do 

fabricante. A quantificação do RNA obtido foi realizada através da leitura da densidade 

óptica (DO) de uma alíquota da amostra em espectofotômetro com comprimento de 

onda equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 µg/mL de 

RNA. A relação entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como 

parâmetro na estimativa do grau de contaminação do RNA por proteínas, e esse varia 

normalmente entre 1,6 e 1,8. A qualidade das amostras de RNA obtidas após a extração 

foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose denaturante com formaldeído 

1,2% e as bandas 28 e 18S foram visualizadas em luz ultratioleta (Figura 6). 
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Figura 6. Gel de agarose denaturante a 1,2% de RNA total. As setas indicam as 
subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A presença das subunidades é indicativa 
do grau de integridade da amostra. 

 

Tratamento do RNA total com DNAse I  

O RNA total de células foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/µL (Life 

Techologies), utilizando 1 U da enzima para tratar 5 µg de RNA por 15 minutos à 

temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possível contaminação deste material com 

DNA genômico. A reação foi interrompida pela adição de uma solução de EDTA com 

concentração final de 2 mM. A enzima foi inativada por uma incubação de 10 minutos a 

65ºC.  

 

Transcrição em cDNA  

As amostras de RNA total, contendo 5 µg de RNA e tratadas com DNAse I, 

foram transcritas reversamente em cDNA (híbrido RNA-cDNA) em uma reação de 

volume final de 20 µL (Life Techologies). A reação foi iniciada adicionando aos 5 µg 

de RNA tratado 1 µL de oligonucleotídeo (dT) 500 µg/mL e 1µL da mistura (10 mM) 

de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi 

aquecida por 5 minutos a 65ºC, e, em seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, então, 4 

µL do tampão de reação 5x, contendo 250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 375 mM KCl, 15 

mM MgCl2 e 0,1 M DTT, e 200 U enzima transcriptase reversa SuperScript II, que 

catalisa a reação de extensão da fita complementar. Essa mistura foi incubada por 50 

minutos à 42ºC. A seguir, foi feita a desnaturação da reação por 15 minutos a 70ºC e 

finalmente foram adicionadas 40 unidades de Rnase H e a solução incubada por 20 

minutos a 37ºC. As amostras de cDNA foram quantificadas através do 

espectrofotômetro de luz ultravioleta (Gene Quant-Pharmacia). 
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Como controle da transcrição em cDNA foi realizado uma PCR para o gene 2–

microglobulina. A PCR para amplificação de 2–microglobulina foi realizada para um 

volume final de 50 µL de reação que contém: 1,5 µL do cDNA síntetizado, 5 µl de 

tampão de reação, 3 µL MgCl2 50 mM, 2,5 unidades de Taq polimerase e 200 nM de 

cada iniciador. Foi realizado um controle negativo, sem adição de cDNA. As sequências 

dos iniciadores de 2–microglobulina utilizados foram: FW: ATGTCTCG 

CTCCGTGGCCTTAGCT; RV: CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC. O programa 

foi composto de 5 minutos de desnaturação à 94ºC, seguido por 35 ciclos de 40 

segundos à 94ºC, 40 segundos à 55ºC e 40 segundos à 72ºC, com uma fase final de 72ºC 

por 7 minutos, os fragmentos resultantes contém 300 pb e foram visualizadas em luz 

ultravioleta em gel de agarose 2%.(Figura 7). 

 
Figura 7. Produtos resultante da PCR para amplificação de 2 –microglobulina 
visualizados em gel de agarose. 1: marcador de peso moledular 100 pb, 2: controle 
negativo, 3 – 8: amplicons. As setas indicam a presença da banda de 300 pb 
correspondente ao amplicon de 2 –microglobulina. A presença das bandas é indicativa 
que a síntese de cDNA foi bem sucedida. 
 

PCR quantitativo (PCRq) 

Amplificação em tempo real foi realizada no ABI 7500 Sequence Detector 

System (Applied Biosystems) utilizando-se SybrGreen PCR Master Mix (Applied 

Biosystems).  

Quarenta ng de cada amostra de cDNA foram utilizados na reação com os 

iniciadores. As concentrações e as sequências dos iniciadores são descritas na Tabela 4. 

Um controle negativo, sem adição de cDNA, foi realizado para cada par de iniciadores. 

O protocolo de dissociação foi realizado no final de cada reação para verificar 

amplificações não específicas. Cada reação foi repetida três vezes no mesmo 

experimento. As expressões de HPRT ou -actina foram utilizadas como controle 

endógeno e uma amostra de cDNA de um doador normal foi utilizada como a amostra 
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calibradora. A quantificação relativa da expressão gênica da IRS1 e IRS2 foi calculada 

utilizando-se a fórmula 2– CT (96). 

 

Tabela 4. Concentração e Sequência dos Iniciadores. 

Gene Concentração Sequência dos Iniciadores 

IRS1 600 nM 
FW:  5’ TGA CCA TGC AGA TGA GTT GTC C 3’  

RW: 5’ CGC ATG TCA GCA TAG CTT ACA G 3’ 

IRS2 300 nM 
FW:  5’ GAGTGCACCCGTACCTATGGAA 3’  

RW: 5’ GAAATCCGGCTTTACCTTGAACT G 3’ 

-Actina 150 nM 
FW: 5’AGG CCA ACC GCG AGA AG  3’  

RW: 5’ACA GCC TGG ATA GCA ACG TAC A 3’ 

HPRT 150 nM 
FW: 5’ GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTG A 3’  

RW: 5’ TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3’ 

 

Western Blot  

Ao precipitado celular contendo 5x106 a 1x107 células foi acrescentado tampão 

de extração de proteínas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM 

NaCl, 0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3VO4, 100 mM NaF, 10 mM 

Na4P2O7, e 4 mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem 

bastante fluidas. Após 30 minutos a 4ºC, essas amostras passaram por um processo de 

centrifugação a 4ºC durante 20 minutos para remoção dos restos celulares. Ao produto 

do extrato total proteíco, adicionou-se tampão de Laemmli contendo 100 mmol/L de 

ditiotreitol e aqueceu-se em água fervente por 4 minutos. Após isso, as amostras foram 

submetidas à eletroforese ou armazenadas a -80ºC. Para produção de imunoprecitado 

adicionou-se às alíquotas o anticorpo de interesse e proteína A-Sepharose 6MB. Após o 

término da incubação e da lavagem, os precipitados foram ressuspendidos em tampão 

de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e aquecidas em água fervente por 4 

minutos. Em seguida, as proteínas imunoprecipitadas foram submetidas à eletroforese 

em gel de poliacrilamida 8%-SDS-PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, 

Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca). A eletrotransferência das proteínas do gel para a 

membrana foi realizada em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho miniaturizado 

de transferência da Bio-Rad. A ligação dos anticorpos a proteínas não-específicas foi 

reduzida por pré-incubação da membrana por 1 hora com tampão de bloqueio (5% leite 

em pó magro, 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, e 0.02% Tween 20) a 4°C. A 
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membrana de nitrocelulose foi então incubada com anticorpos específicos diluídos em 

tampão de bloqueio (0.3% de leite em pó magro) por 12 horas a 4°C e então lavadas 3 

vezes com solução basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, and 0.02% Tween 20). 

Os anticorpos primários utilizados foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA): anticorpos monoclonais que reconhecem o fosfotirosina (p-Tyr) (sc-

508), ABL (sc-23), p-ERK (sc-7383), P70S6K (sc-8418), CRKL (sc-319), BAX (sc-

20067) e anticorpos policlonais que reconhecem actina (sc-1616), IRS1 (sc-559), 

Akt1/2 (sc-8312), p-P70S6K (sc-7984), BCL2 (sc-492), p-BAD (sc-7999) e BAD (sc-

943). Anticorpos monoclonais que reconhecem p-Akt (9271) and p-CRKL (3181) foram 

obtidos da Cell Signaling Technology (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) e Anti-

ERK1/2 (13-6200) da Zymed (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O sistema de revelação 

usado foi baseado em quimioluminêscencia, e realizado de acordo com orientações do 

fabricante, ECLTM Western Blot Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, 

UK). Em suma, as membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundário, 

conjugado à HRP (Horseradish peroxidase), lavadas novamente, e então submetidas ao 

substrado da enzima, resultando em um produto luminescente, detectado por 

autoradiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). Analises 

quantitativas da intesidade das bandas de proteínas foram determinadas utilizando-se o 

Scion Image software (ScionCorp, Frederick, MD, USA). A intensidade de expressão 

protéica foi normalizada pela expressão da actina e a intensidade da fosforilação 

protéica foi normalizada pela expressão da proteína correspondente.  

 

Transdução de lentivírus 

Células K562 foram transduzidas com lentivírus contendo short hairpin RNA 

controle não específico (sc-108080) ou shRNA alvo IRS1 (sc-29376) da Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e nomeadas como 

células shControle e shIRS1, respectivamente. Resumidamente, 2X105 células foram 

transduzidas com lentivírus através da técnica de inoculação através da centrifugação, 

que consiste em centrifugar as células por 30 minutos à 800g na presença de 3 µg/mL 

de polibrene (Sigma, St. Louis, MO, EUA).O número de partículas virais por célula 

(multiplicity of infection; MOI) foi igual a 0,5. Após a transdução as células foram 

selecionadas com 1,75 g/mL de puromicina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) por 15 dias 

antes dos experimentos.  
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Ensaio de Methylthiazoletetrazolium (MTT) 

O crescimento celular foi mensurado pelo ensaio de Methylthiazoletetrazolium 

(MTT; Sigma, St. Louis, MO, EUA). Células shControle e shIRS1 foram submetidas à 

privação de soro fetal bovino (SFB) à 0.5% por 12 horas. Um total de 5×104 células por 

poço foram plaqueadas em uma placa de 96 poços em meio RPMI 10% SFB na 

ausência ou presença de diferentes concentrações de mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 

M) por 48 horas. Em resumo, 10 µL de uma solução à 5mg/mL de MTT foram 

adicionadas nos poços e incubadas à 37ºC por 4 horas. A reação foi parada pela adição 

de 100 L de 0,1N HCl em isopropanol. O crescimento celular foi avaliado pela 

mensuração da absorbância à 570 nm, utilizando um leitor automático de placas. Todas 

as condições foram testadas em seis replicatas. 

 

Ensaio de formação de colônia  

A formação de colônias foi realizada em meio semissólido de metilcelulose 

(0,5X103 células/mL; MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, 

Canada). As colônias foram detectadas após 8 dias de cultura pela adição de 1mg/mL de 

reagente  MTT e as contagens foram realizada com o auxilio do Image J quantification 

software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Células shControle e 

shIRS1 foram submetidas ao ensaio de formação de colônias na ausência ou presença de 

mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 M). Todas as condições foram testadas em 

duplicatas. 

 

Análises do ciclo celular  

As células foram fixadas em etanol 70%, por pelo menos 2 horas à 4ºC antes das 

análises e incubadas com 20 µg/mL de iodeto de propídio (propidium iodide; PI) 

contendo 10 µg/mL de RNase A por 30 minutos à temperatura ambiente. As análises da 

fluorescência celular foram realizadas com um FACSCalibur (Becton–Dickinson, CA, 

USA). Os resultados das distribuições do DNA foram analisados pelo Modifit (Verify 

Software House Inc., Topsham, ME, USA) para se determinar as proporções de células 

nas fases do ciclo celular.  
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Avaliação de apoptose por marcação com anexina-V e PI  

Células shControle e shIRS1 foram semeadas em placas de 12 poços e tratadas 

com diferentes concentrações de mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 M) por 48 horas. 

As células foram então lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas em 

tampão de ligação contendo 1 g/mL de PI e 1 g/mL de FITC anexina-V (Becton–

Dickinson, CA, USA). Após incubação no escuro durante 15 minutos em temperatura 

ambiente, todas as amostras foram analisadas em um FACSCalibur. Dez mil eventos 

foram adquiridos para cada amostra. 

 

Ensaio de atividade de Caspase-3  

A atividade da caspase-3 foi medida conforme as instruções recomendadas pelo 

fabricante (Calbiochem, LaJolla, CA, EUA). Células shControle e shIRS1 foram 

semeadas em placa de 6 poços e tratadas ou não com diferentes concentrações de 

mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 M) por 48 horas. As células (106 células/mL) foram 

incubadas com FITC-DEVD-FMK (1:300) em meio não suplementado durante 40 

minutos a 37ºC em atmosfera húmida de 5% de CO2. As células foram então lavadas, 

ressuspendidas em meio não suplementado e analisadas por FACS usando o canal FL-1. 

 

Diferenciação eritroide  

Para a diferenciação eritroide, amostras de MO foram coletadas de quatro 

pacientes com SMD (IPSS: risco baixo e intermediário-1; FAB: AR; WHO: CRDM; 

citogenética normal) e quatro doadores normais.  Células CD34+ foram semeadas em 

placas de cultura de plástico contendo meio de metilcelulose com eritropoietina (Epo) (3 

IU/mL) (Janssen-Cilag), Steam Cell Factor (50 ng/mL) (Peprotec, Colonia Banjidal, 

México) e Interleucina 3 (30 IU/mL) (Peprotec) e foram incubadas a 37ºC em uma 

atmosfera de 5% de dióxido de carbono durante 6 dias. As células resultantes (unidades 

formadoras de colônias eritroides e proeritroblastos) foram então cultivadas em alfa-

MEM (Gibco BR, Carisbad, CA, EUA), contendo 30% SFB (Sigma, St. Louis, MO, 

EUA), 10-5 M 2-mercaptoetanol (Sigma), 2 IU/mL EPO, 300 mg/mL holotransferrina 

(Sigma), e 1% de albumina de soro bovino (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) por 

mais oito dias. Após 6, 8 e12 dias de cultura, as células foram coletadas e submetidas a 

PCRq. Após 6 e 12 dias de cultura, as células foram também submetidas à 

imunofenotipagem. 
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Imunofenotipagem  

Para investigar a maturação das células eritroides, a expressão de marcadores de 

superfície celular foi avaliada por dupla marcação com anticorpo antireceptor de 

transferrina conjugado com FITC (CD71) e anti-Glicoforina-A conjugado com PE 

(GPA) (Dako, Ely, Reino Unido) que foram incubados junto com as células por 30 

minutos, à 4ºC, no escuro. As células foram lavadas com PBS (Phosphate buffered 

saline) e ressuspendidas em paraformaldeido 1%. Dez mil eventos foram adquiridos 

com um FACSCalibur (Becton–Dickinson, CA, USA) e analisados através do 

CellQuest Software (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA). A marcação não 

específica foi criada a partir do controle isotípico correspondente e subtraída do 

percentual de população correspondente positivo.  

 

Análise Estatística 

A comparação dos valores da quantidade relativa de expressão do RNAm de 

IRS1 e IRS2 entre os pacientes e doadores normais foi realizada através do teste 

estatístico de Mann-Whitney U. Nos estudos comparando células K562 submetidas ou 

não a inibição de IRS1, as comparações entre dois grupos ou condições foram realizadas 

através dos testes estatísco de Mann-Whitney U ou Student t. Valor de P < 0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 
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1.  Resultados dos estudos de expressão de IRS1 e IRS2 em células 

hematopoéticas normais, mielodisplásicas e leucêmicas 

 

1.1. Padronização dos iniciadores de IRS1 e IRS2 para PCRq 

Para a verificação da concentração ideal dos iniciadores para IRS1 e IRS2, 

diferentes concentrações dos iniciadores (150 nM, 300 nM, 400 nM, 600 nM e 800 nM) 

foram testadas, com o objetivo de identificar a concentração que apresentasse o menor 

Ct (ciclo de amplificação) e o maior Rn (intensidade de fluorecência). Para tanto, foi 

utilizada a amostra de cDNA da linhagem leucêmica K562, pois a expressão de IRS1 já 

havia sido brevemente descrita nesta linhagem celular(85). A concentração escolhida 

para os genes IRS1 e IRS2 foram 600 e 300 nM, respesctivamente (Figuras 8 e 9). As 

reações de PCRq foram realizadas no 7500 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems). 

 

A                    IRS1 - 600 nM 

 

B                    IRS2 - 300 nM 

 
Figura 8. Rn e ciclos de amplificação do gene IRS1 (A) e IRS2 (B). As curvas de 
amplificação de IRS1 (A) e IRS2 são ilustradas na figura. O eixo y indica o Rn 
(intensidade de fluorescência) e o eixo x indica o número de ciclos.  
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A                    IRS1 - 600 nM 

 

B                    IRS2 - 300 nM 

 

Figura 9. Curvas de dissociação do IRS1 (A) e IRS2 (B) baseadas na temperatura 
de anelamento. As temperaturas resultantes da curva de dissociação estão 
demosntrada na figura. A presença de apenas um pico na curva demonstra a 
especificidade dos iniciadores. 

 

A eficiência dos iniciadores para IRS1 e IRS2 foi verificada através de uma 

curva de diluição na ordem de 1:2 com 5 pontos. O experimento foi realizado em 

duplicata e a concentração inicial da amostra foi de 240 ng. A eficiência ideal é de 100 

% com valores toleráveis de 10 % a mais ou a menos, com uma inclinação em torno de -

3,32. Após análise, os iniciadores foram considerados com ótima eficiência, a curva de 

eficiência e a inclinação dos iniciadores IRS1 e IRS2 são ilustradas na Figura 10. 

A                             IRS1  

 

B                             IRS2 

 

Figura 10. Curvas de eficiência de IRS1(A) e IRS2 (B). A figura ilustra os 5 pontos 
obtidos no teste de eficiência. O eixo y indica o Ct e o eixo x a concentração do cDNA 
utilizado. Ambos os iniciadores apresentaram 100% de eficiência e uma inclinaão de -
3,32. 
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1.2. Seleção e Verificação de Compatibilidade entre IRS1, IRS2 e 

controles endógenos para normalização da expressão gênica 

O teste de compatibilidade entre controles endógenos com IRS1 e IRS2 foi 

realizado conforme recomendando pela Applied Biosystems, para se verificar qual gene 

endógeno apresenta a melhor cinética de reação em relação aos genes IRS1 e IRS2. Os 

controles endógenos testados foram HPRT e -Actina, as sequências dos iniciadores são 

descritas na Tabela 4. 

Ambos os genes endógenos HPRT e -actina apresentaram ótima cinética de 

reação com IRS1 e IRS2 (Figura 11 e 12). O gene HPRT tem sido utilizado com 

frequência na análise da expressão de genes por PCRq, inclusive em doenças 

oncohematólogicas(97, 98), além disso, o gene HPRT apresentou um Ct de expressão 

muito próximo aos dos genes alvo e teve a menor variação entre as amostras, e foi o 

gene escolhido para normalização de expressão relativa de IRS1 e IRS2. 

 



 80 

 

A 

 

B 

 

Figura 11. Testes de Compatibilidade de IRS1 com HPRT (A) e -actina (B). O 
eixo y indica os valores de Ct obtidos na fórmula Ct de IRS1 - Ct do controle 
endógeno, o eixo x indica o log das diluições de cDNA utilizadas no teste. Ao se traçar 
uma linha de tendência no gráfico se obtém a fórmula y=ax+b, que indica o valor de 
referência para a compatibilidade onde o valor de “a” deve ficar entre -0,1 e 0,1 para 
ser considerado compatível para análises. O valor de “a” para HPRT (A) foi de -0,0024 
e para -actina (B) foi de -0,0125 indicando ótima compatibilidade entre ambos os 
endógenos para analises com IRS1. 

 

A 

 

B 

 

Figura 12. Testes de Compatibilidade de IRS2 com HPRT (A) e -actina (B). O 
eixo y indica os valores de Ct obtidos na fórmula Ct de IRS2 - Ct do controle 
endógeno, o eixo x indica o log das diluições de cDNA utilizadas no teste. Ao se traçar 
uma linha de tendência no gráfico se obtém a fórmula y=ax+b, que indica o valor de 
referência para a compatibilidade onde o valor de “a” deve ficar entre -0,1 e 0,1 para 
ser considerado compatível para análises. O valor de “a” para HPRT (A) foi de -0,0052 
e para -actina (B) foi de -0,0094 indicando ótima compatibilidade entre ambos os 
endógenos para análises com IRS2. 
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1.3. Análise da expressão gênica de IRS1 e IRS2 em linhagens 

leucêmicas, através da técnica de PCRq 

O estudo através de PCRq em tempo real revelou que a expressão IRS1 foi 

evidente em todas as linhagens leucêmicas estudadas, incluindo linhagens linfoides 

(MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (P39, K562, NB4, KG-1, e HL60) (Figura 

13A). A expressão de IRS2 foi evidente nas linhagens mieloides P39, NB4 e HL60, 

entretanto a expressão de IRS2 foi baixa ou ausente em todas as linhagens linfoides 

estudadas. (Figura 13B) 
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Figura 13. Expressão do RNAm de IRS1 (A) e IRS2 (B) em linhagens de células 
leucêmicas. PCRq em tempo real foi realizado a partir de cDNA de diferentes 
linhagens de células leucêmicas humanas mieloides (KG-1, NB4, K562, P39 e HL60) e 
linfoides (Jurkat, MOLT4, Raji e Daudi). O eixo “y” representa a intensidade relativa 
de expressão de IRS1 (A) ou IRS2 (B). A linhagem K562 foi utilizada como amostra 
calibradora.  
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1.4. Análise da expressão gênica de IRS1 em amostras de MO e 

de pacientes com SMD, LMA e LLA, através da técnica de PCRq 

O RNAm de IRS1 apresentou-se altamente expresso em amostras de MO de  

pacientes com diagnóstico de LLA, quando comparadas às amostras de células 

hematopoéticas normais (0,10 [0,006 - 1,41] versus(vs.) 0,73 [0,09 - 11,64],  P=0,002). 

Não foi observada diferença na expressão de IRS1 em pacientes com SMD e LMA 

quando comparado às células hematopoéticas normais (Figura 14). Entre os pacientes 

com diagnóstico de SMD, não foram observadas diferenças na expressão de IRS1 entre 

os pacientes SMD baixo e SMD alto risco de acordo com as classificações FAB e 

WHO, IPSS, número de citopenias e risco de citogenético (Figura 15). Os resultados 

são apresentados como mediana [máximo - mínimo]  

 

Figura 14. Expressão do RNAm de IRS1 em células hematopoéticcas de doadores 
normais e de pacientes com SMD, LMA e LLA. PCRq foi realizado a partir de cDNA 
de células totais de MO de pacientes com diagnóstico de SMD (n=30), LMA (n=22) e 
LLA (n=11) ou de doadores normais (n=12). O eixo “y” representa a intensidade 
relativa de expressão do RNAm de IRS1. Uma amostra de doador normal foi utilizada 
como amostra calibradora. As linhas horizontais representam a mediana. Note que a 
expressão do RNAm de IRS1 foi significativamente maior em pacientes com LLA, 
quando comparadas à expressão em células hematopoéticas normais (P=0,0317). 
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Figura 15. Expressão de IRS1 em células totais de medula óssea de pacientes com 
SMD, de acordo com as classificações franco-americana-britânica (FAB) (A) e 
Organização Mundial da Saúde (World Health Organization; WHO) (B) e de acordo 
com o número de citopenias (C), sistema de índice prognóstico internacional 
(International Prognostic Scoring System, IPSS) (D) e risco citogenético (E). As linhas 
horizontais representam a mediana. Uma amostra de doador normal foi utilizada como 
calibradora. Os valores de P resultantes da comparação dos dois grupos estão indicados 
na figura. 
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1.5. Análise da expressão gênica de IRS2 em amostras de MO e 

de pacientes com SMD, LMA e LLA, através da técnica de PCRq 

Análises de PCRq mostraram que a expressão de IRS2 foi significativamente 

reduzida em pacientes com SMD, LMA e LLA em compraração com os doadores 

normais (0,74 [0,12 - 4,06]; 0.98 [0,10 - 4,35]; 0,12 [0,01 - 0,53]; 4,70 [0,66 - 11,77], 

respectivamente, P<0,05) (Figura 16). Nos pacientes com SMD, a expressão de IRS2 foi 

significativamente menor em amostras de pacientes com SMD alto risco, quando 

comparado com SMD baixo risco de acordo com as classificações FAB e WHO, e 

número de citopenias: FAB (0,34 [0,15–1,56] alto risco vs. 1.13 [0.19–4.06] baixo 

risco; P=0.0031; Figura 17A), WHO (0,30 [0,12–1,44] vs. 1,12 [0,19–4,06]; P=0.0037; 

Figura 17B) e número de citopenias (0,35 [0,12–1,91] vs. 1,13 [0,34–4,06]; P=0.0053; 

Figura 17C). Não foram observadas diferenças entre o grupo de SMD de alto e baixo 

risco de acordo com IPSS e risco citogenético (Figura 17D e 17E). Os resultados são 

apresentados como mediana [máximo-mínimo]. 

 
Figura 16. Expressão do RNAm de IRS2 em células hematopoéticas de doadores 
normais e de pacientes com SMD, LMA e LLA. PCRq foi realizado a partir de 
cDNA de células totais de MO de pacientes com diagnóstico de SMD (n=32), LMA 
(n=22) e LLA (n=11) ou de doadores normais (n=12). O eixo “y” representa a 
intensidade relativa de expressão do RNAm de IRS2. Uma amostra de doador normal 
foi utilizada como amostra calibradora. As linhas horizontais representam a mediana. 
Note que a expressão do RNAm de IRS2 foi significativamente menor em pacientes 
com SMD(P=0,0002), LMA(P=0,0031), e LLA (P<0,0001), quando comparadas à 
expressão em células hematopoéticas normais. 
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Figura 17. Expressão de IRS2 em células totais de MO de pacientes com SMD, de 
acordo com as classificações franco-americana-britânica (FAB) (A) e Organização 
Mundial da Saúde (World Health Organization; WHO) (B) e de acordo com o número 
de citopenias (C), sistema de índice prognóstico internacional (International Prognostic 
Scoring System, IPSS) (D) e risco citogenético (E). As linhas horizontais 
representam a mediana. Uma amostra de doador normal foi utilizada como calibradora. 
Os valores de P resultantes da comparação dos dois grupos estão indicados na figura. 
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1.6. Análise da expressão protéica de IRS1 e IRS2 em linhagens 

leucêmicas, através da técnica de Western Blot 

A expressão protéica de IRS1 foi analisada em extrato total de linhagens de 

células leucêmicas humanas linfoides (MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (P39, 

K562, NB4, KG-1, e HL60). Através de Western Blot, observou-se que a expressão de 

IRS1 esteve presente em todas as linhagens leucêmicas analisadas, enquanto que a 

expressão de IRS2 esteve presente nas linhagens mieloides e em apenas uma das 

linhagens linfoides testadas (Daudi). Esses achados corroboram os resultados 

encontrados no PCRq (Figura 18). 

MOLT4 Jurkat Raji Daudi P39 K562 NB4 KG1 HL60

Linhagens Linfoides Linhagens Mieloides

IB: IRS1
(185 kDa)

IB: actina
(42 kDa)

IB: IRS2
(170 kDa)

 

Figura 18: Expressão protéica IRS1 e IRS2 em linhagens leucêmicas. Análise por 
Western Blot da expressão das proteínas IRS1 e IRS2 em 50 µg de extratos de linhagens 
leucêmicas linfoides (MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (P39, K562, NB4, KG-
1, e HL60). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-IRS1 (185 
kDa) ou anti-IRS2 (170 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a 
mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-Actina (42 kDa). Extrato total de 
K562 e HL60 foi utilizado como controle de expressão de IRS1 e IRS2, 
respectivamente. A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot 
Analysis System. Note a expressão protéica positiva de IRS1 em todas as linhagens 
leucêmicas estudadas, enquanto que a expressão protéica de IRS2 esteve presente nas 
linhagens mieloides e em apenas uma das linhagens linfoides estudadas. 
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1.7. Análise da expressão protéica de IRS1 e IRS2 em pacientes 

com SMD, LMA e LLA, através da técnica de Western Blot  

O estudo da expressão protéica de IRS1 em células hematopoéticas normais de 

MO e leucêmicas revelou a expressão de IRS1 em uma amostra de LLA (n=1)  e 

ausência de expressão em células mononucleares de MO de doador normal (MON) 

(n=01), de pacientes com SMD (n=13) e de pacientes com LMA (n=6). Estes dados 

corroboram os resultados obtidos através de PCRq. Células mononucleares (n=6) e 

células CD34+ (n=2) de sangue periférico de doadores normais apresentaram expressão 

de IRS1 (Figura 19)  

A expressão de IRS2 foi evidente em células CD34+ (n=3) de sangue periférico 

normal. Células de MO de pacientes com diagnóstico de SMD (n=13), LMA (n=3) e 

LLA (n=01) apresentaram baixa expressão de IRS2 (Figura 20) 
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Figura 19: Expressão protéica de IRS1 em células hematopoéticas normais e de 
pacientes com SMD, LMA e LLA. Análise por Western Blot da expressão protéica de 
IRS1 em células hematopoéticas normais (NL) [células mononucleares de sangue 
periférico (CMSP) (n=3), medula óssea normal (MON) (n=01), e células CD34+ de 
sangue periférico de doadores normais (NL) (n=2)] e de pacientes com SMD (n=3), 
LMA (n=3) e LLA (n=01). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo 
anti-IRS1 (185 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma 
membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). O extrato total de K562 foi 
utilizado como controle de expressão de IRS1 no Western Blot. A membrana de 
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Note a elevada 
expressão protéica de IRS1 no paciente com LLA, em CMSP normal e células CD34+ 
de doadores normais.   
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Figura 20: Expressão protéica de IRS2 em células hematopoéticas normais e de 
pacientes com SMD, LMA e LLA. Análise por Western Blot da expressão da proteína 
IRS2 em células CD34+ de sangue periférico de doadores normais (CD34+ NL) (n=3) e 
células mononucleares de medula óssea de pacientes com LLA (n=01), LMA (n=3) e 
SMD (n=6). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-IRS2 (170 
kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma membrana foi 
incubada com anticorpo anti-Actina (42 kDa). O extrato total de Jurkat foi utilizado 
como controle negativo de expressão de IRS2 no Western Blot. A membrana de 
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Note uma maior 
expressão protéica de IRS2 nas amostras de células CD34+ de sangue periférico de 
doadores normais.  

 

1.8. Análise da expressão gênica de IRS2 durante a diferenciação 

eritroide de células CD34+ derivadas de MO de doadores normais e 

pacientes com SMD 

Células CD34+ de MO de doadores normais (n=4) e de pacientes com SMD de 

baixo risco (n=4) foram submetidas à diferenciação eritroide e análise da expressão de 

IRS2. A diferenciação eritroide foi determinada por citometria de fluxo, e os níveis 

de transcritos IRS2 foram avaliados por PCRq. A diferenciação eritroide foi semelhante 

em células de doadores normais e de pacientes com SMD como evidenciado pela 

expressão de Glicoforina A (GPA) e transferrina (CD71) que são marcadores da 

diferenciação eritroide (Figura 21). A expressão de IRS2 foi avaliada nos dias 6, 8 e 12 

da diferenciação eritroide. Interessantemente, no dia 12 de cultura houve um aumento 

de 8,25 vezes na expressão de IRS2 nas células de doadores normais enquanto que as 

células de pacientes com SMD apresentaram um aumento de apenas 3,89 vezes na 

expressão de IRS2. Ou seja, o aumento na expressão de IRS2 foi menor nas células 

derivadas de pacientes com SMD se comparados com doadores normais, durante a 

diferenciação eritroide. 
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Figura 21. Diferenciação eritroide de células CD34+ de medula óssea de doadores 
normais e de pacientes com SMD.  Imagens obtidas por citospin com coloração 
panótica e Dot plot representativos de um doador nomal (A) e um paciente com SMD 
(B) nos dias 6 e 12 de diferenciação eritroide. (C) Expressão do receptor de superfície 
da transferrina (CD71) e glicoforina A (GPA) em células de doadores normais e 
pacientes com SMD nos dias 6 e 12 de diferenciação eritroide. Barras representam a 
média±DP do percentual de células duplo positivas para CD71/GPA. (D) Análise por 
PCRq da expressão de IRS2 em células CD34+ de doadores normais e pacientes com 
SMD nos dias 6, 8 e 12 da diferenciação eritroide. As linhas horizontais indicam os 
valores medianos. Os valores de P são indicados na figura. 
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2. Resultados dos estudos da função de IRS1 em células BCR-ABL 

positivas 

 

2.1. Avaliação do silenciamento do IRS1 em células K562 por 

shRNA mediado por lentivírus 

Com o objetivo de avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 em um modelo de 

células BCR-ABL postiivas, células K562 foram transduzidas com shRNA mediado por 

lentivírus específico para IRS1 (shIRS1) ou controle adequado (shControl). Após a 

seleção por puromicina, a expressão de IRS1 foi determinada por PCRq e Western blot. 

Redução significativa na expressão gênica (84 ± 2%) e protéica (74% ±9%) de IRS1 foi 

detectada nas células shIRS1 quando comparados com shControle. (Figura 22) 
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Figura 22. ShRNA específico para IRS1 mediado por lentivírus resultou no 
silenciamento efetivo de IRS1 em células K562. A quantificação da expressão de IRS1 
nas células shIRS1 em relação a células shControle. Expressão dos níveis de IRS1 foram 
normalizado pelos controles endógenos HPRT (A) e -actina (B). Os resultados foram 
analisados usando 2- CT. (C) Análise por Western Blot de extratos protéicos de células 
shIRS1 e shControl. A membrana foi incubada com anticorpos anti-IRS1 (185 kDa) ou 
anti-Actina (42 kDa) como controle da quantidade de proteína aplicada no gel. A 
membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Os 
gráficos de barras representam a média±DP das intensidades de bandas de 3 
experimentos independentes. A expressão protéica de IRS1 foi corrigida pela expressão 
de actina correspondente (Scion Imagine software). *P<0.05, teste t student. 
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2.2. Avaliação do efeito do silenciamento do IRS1 na proliferação 

em células K562 

O efeito do silenciamento de IRS1 na proliferação de células K562 foi avaliado 

por MTT. Após 48 horas de cultura, a proliferação foi significativamente reduzida nas 

células shIRS1 quando comparadas com shControle (40±5%, P=0,002) (Figura 23). O 

inibidor da atividade tirosina quinase do BCR-ABL, mesilato de imatinib, sabidamente 

induz a redução da proliferação celular(33). Dessa forma, células K562 foram 

submetidas ao tratamento com imatinib associado ou não ao silenciamento do IRS1. O 

tratamento com imatinib teve dois objetivos: controle positivo da eficiência do método 

de proliferação celular e avaliação do efeito sinérgico entre a inibição da atividade 

tirosina quinase do BCR-ABL e a inibição de IRS1. Como esperado, após 48 horas de 

tratamento com 0,1; 0,5 ou 1 µM de mesilato de imatinib, foi observado um efeito dose-

resposta na diminuição do crescimento celular nas células K562. Quando as células 

foram expostas a 0,1 µM de imatinib, a capacidade do silenciamento do IRS1 na 

redução da proliferação foi mais evidente que o tratamento com imatinib em 

comparação a células shControle (P=0,002). Quando as células foram expostas a 0,5 ou 

1 µM de mesilato de imatinib, a inibição da proliferação celular foi similar nas células 

apenas expostas ao imatinib ou ao imatinib associado ao silenciamento de IRS1, de 

forma que não foi observado sinergismo na ação de ambos (Figura 23). Portanto, o 

silenciamento do IRS1 reduziu a proliferação de células K562 sem um efeito adicional 

com o tratamento com imatinib.  
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Figura 23. O silenciamento de IRS1 reduz a proliferação celular e não tem efeito 
sinérgico com o tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A proliferação 
celular foi determinada pelo ensaio de MTT após 48 horas de incubação de células shIRS1 e 
shControle na ausência ou presença de mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 µ M) e normalizado 
pelas células shControle não tratadas. Os resultados são apresentados como média± DP de seis 
replicatas e é representativo de 3 experimentos independentes. *P=0,0002; teste de Mann-
Whitney. 
 

2.3. Avaliação do efeito do silenciamento do IRS1 na formação de 

colônias em células K562 

O ensaio de formação de colônias foi utilizado para determinar se o 

silenciamento de IRS1 altera o crescimento clonal de células K562. Células shControle 

e shIRS1 foram cultivadas em meio de metilcelulose e as colônias foram detectadas 

após 8 dias de cultura. Houve uma diminuição significativa no número de colônias nas 

células shIRS1 em comparação às células shControle (redução de 61±14% , P=0,0007) 

(Figura 24). O tratamento com imatinib resultou em uma inibição dose-dependente da 

formação de colônias de células K562. Na menor dose de imatinib (0,1 µM), um efeito 

proeminente do silenciamento de IRS1 na formação de colônia ainda foi observado, 

quando comparado com as células shControle (P=0,0008). Não houve efeito sinérgico 

entre o tratamento com mesilado de imatinib e o silenciamento de IRS1. Estes 

resultados indicam que o silenciamento de IRS1 em células K562 resulta na diminuição 

da clonogenicidade. 
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Figura 24. O silenciamento do IRS1 reduz a clonogenicidade e não tem efeito 
sinérgico ao tratamento com mesilato de imatinib em células K562. Colônias 
contento células viáveis foram detectadas pela adição de MTT após 8 dias de incubação 
de células shIRS1 e shControle na ausência ou presença de mesilato de imatinib (0,1; 
0,5 ou 1 µM) e normalizados pelas células shControle sem tratamento. Os resultados 
são apresentados como média±DP de 3 experimentos independentes realizados em 
duplicatas. * P=0,0007; **P=0,0008; teste t student.  

 

2.4. Avaliação do efeito do silenciamento do IRS1 no ciclo celular 

em células K562 

As análises por citometria de fluxo revelaram acúmulo significativo de células 

K562 em G0/G1, com consequente diminuição das células na fase S do ciclo celular em 

células shIRS1, quando comparadas às células shControle (Tabela 5). O silenciamento 

de IRS1 em células K562 induziu à uma parada na fase G0/G1 e impediu a entrada das 

células na fase S. Estes dados corroboram os achados de que a inibição do IRS1 induziu 

à uma diminuição da proliferação e formação de colônias em células K562. 

 

Tabela 5. Efeito do silenciamento de IRS1 nas fases do ciclo celular de células K562  

Fases do ciclo celular (%) 
Célula K562 

G0/G1 S G2/M 

shControle 39±7 39±12 22±6 

shIRS1 46±5* 29±9* 25±4 
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Fases do ciclo celular detectadas por citometria de fluxo. Resultados são expressos como 
porcentagem do total de células. Três experimentos independentes foram realizados e a 
média±DP são apresentadas, *P<0,05; teste t student.  

 

2.5. Avaliação do efeito do silenciamento do IRS1 na apoptose em 

células K562 

Para investigar os efeitos do silenciamento de IRS1 sobre a apoptose celular, a 

taxa de apoptose foi avaliada por citometria de fluxo após incubação de células com 

anexina-V/PI, ou com FITC-DEVD-FMK para medir a atividade de caspase-3. Não 

houve diferença na porcentagem de células apoptóticas entre as células shIRS1 e 

shControle, tanto pela apoptose foi avaliada por anexina-V/PI (Figura 25) ou ativação 

de caspase-3 (Figura 26). O tratamento com imatinib, conforme esperado, teve efeito 

dose-resposta na indução da apoptose. No entanto, não houve efeito cumulativo com o 

silenciamento de IRS1.  

 

10.1% 12.4% 22.9% 37.4%

9.7% 11.8% 24.1% 34.5%

Imatinib

0,1 µM 0,5  µM 1 µM

shControle

shIRS1

 

Figura 25. O silenciamento de IRS1 não altera a apoptose e não tem efeito 
cumulativo com tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A apoptose 
foi detectada por citometria de fluxo em células shControle e shIRS1 incubadas na 
ausência ou presença de imatinib (0,1; 0,5 e 1µM) por 48 horas, utilizando marcação 
com anexina-V e PI. Os números indicam a porcentagem de células nos quadrantes. O 
quadrante inferior direito contém a população de células apoptóticas (anexina-V+/PI-). 
Os resultados são representativos de três experimentos independentes.  
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Figura 26. O silenciamento de IRS1 não altera a atividade de caspase-3 e não tem 
efeito cumulativo com tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A 
atividade de caspase-3 foi detectada por citometria de fluxo em células shControle e 
shIRS1 incubadas na ausência ou presença de imatinib (0,1; 0,5 e 1µM) por 48 horas. 
Os gráficos de barras representam a média±DP de três experimentos independentes. 

 

 

2.6. Avaliação do efeito do silenciamento do IRS1 nas vias de 

sinalização mTOR/Akt e MAPK 

Duas importantes vias de sinalização têm sido descritas como ativadas por IRS1, 

PI3K-Akt/mTOR e Ras/MAPK(70). Dessa forma, o efeito do silenciamento do IRS1 na 

ativacao das vias PI3K-Akt/mTOR e Ras/MAPK foi avaliado em células K562, que são 

BCR-ABL positivas. A fosforilação de Akt e P70S6K foi diminuída significativamente 

nas células shIRS1, quando comparada às células shControle, redução de 55±3% e de 

59±14%, P <0,05, respectivamente (Figura 27). Houve também diminuição significativa 

na fosforilação de ERK1/2 nas células shIRS1 quando comparadas às células 

shControle (redução de 67±11%, P= 0,0083) (Figura 27). A diminuição na fosforilação 

das proteínas Akt, P70S6K e ERK1/2 estão de acordo com os resultados observados nos 

experimentos funcionais, que evidenciaram diminuição da proliferação celular nas 

células silenciadas para IRS1. 
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Figura 27. O silenciamento de IRS1 diminui a fosforilação de Akt, P70S6K e 
ERK1/2 em células K562. Western blot de extratos protéicos de células shControle e 
shIRS1 para avaliação da expressão de fosfo-Akt (A), fosfo-P70S6K (B) e fosfo-
ERK1/2 (C); as membranas foram re-incubadas com o anticorpo para detecção da 
proteína total respectiva. Os gráficos de barras representam a média±DP dos níveis de 
fosforilação das proteínas normalizados pela proteína total respectiva e são 
representativos de três experimentos independentes. * P>0,05; teste t student. 

 

2.7. Avaliação do efeito do silenciamento do IRS1 nas vias de 

apoptose celular 

O nível de expressão de BCL2, uma proteína anti-apoptótica e BAX, uma 

proteína pró-apoptótica e os níveis de fosforilação da proteína pró-apoptótica BAD não 

foram modulados em células submetidas à inibição de IRS1 se comparadas às células 

controles (Figura 28). Estes dados corroboram os resultados obtidos nos ensaios 

funcionais, que não evidênciaram modulação da apoptose celular em células shIRS1. 
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Figura 28. O silenciamento de IRS1 não modula expressão de BCL2 e BAX e a 
fosforilação de BAD em células K562. Western blot de extratos protéicos de células 
shControle e shIRS1 para avaliação da expressão de BCL2 (A), BAX (B) e fosfo-BAD 
(C); as membranas foram re-incubados com o anticorpo para detecção da proteína total 
respectiva. Os gráficos de barras representam a média±DP dos níveis das proteínas 
normalizados pela actina para expressão protéica ou proteína total para fosforilação 
protéica e são representativos de três experimentos independentes. * P>0,05; teste t 
student. 
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2.8. Avaliação do efeito do silenciamento de IRS1 na fosforilação 

de BCR-ABL e CRKL 

Não foi observada modulação nos níveis de fosforilação do BCR-ABL ou CRKL 

nas células shIRS1 quando comparadas com as células shControle (Figura 29). 
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Figura 29. O silenciamento de IRS1 não modula a fosforilação de BCR-ABL e 
CRKL em células K562. Lisados de células shControle e shIRS1 contendo 
quantidades iguais de proteína foram submetidos à imunoprecipitação (IP) com 
anticorpo anti-ABL e incubados com anti-fosfotirosina (P-Tyr) (A). Extratos celulares 
totais foram incubados com anti-fosfoCRKL e normalizado pela expressão de CRKL 
total (B). Os gráficos de barras representam a média±DP dos níveis das proteínas 
normalizados pela proteína total respectiva, e são representativos de três experimentos 
independentes.  
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A alteração da sinalização normal ocorre como resultado de mutações, de alteração 

de expressão ou de ativação dos componentes das vias de sinalização, com consequente 

alteração na regulação da proliferação, da diferenciação e da apoptose celular. Dessa forma, 

o objetivo inicial desse trabalho foi estudar a expressão de IRS1 e IRS2 em células 

hematopoéticas normais, mielodisplásicas e leucêmicas. IRS1 foi expresso em linhagens 

celulares de leucemia aguda mieloide e linfoide. Em células hematopoéticas primárias, alta 

expressão de IRS1 foi observada em amostras de pacientes com LLA quando comparadas 

às de indivíduos normais. Não houve diferença na expressão de IRS1 entre LMA, SMD e 

células normais. As alterações na expressão de IRS1 têm sido descritas e relacionadas com 

diabetes e alguns tipos de câncer (mama, ovário, próstata, pâncreas, mesotelioma, hepatoma 

e meduloblastoma) (70). 

Diferentemente, a expressão de IRS2 foi predominante nas linhagens mieloides em 

relação às linhagens linfoides. Em células hematopoéticas primárias, IRS2 esteve menos 

expresso em amostras de MO de pacientes com SMD e leucemia aguda, quando 

comparamos com as amostras de MO de doadores normais. A diminuição da expressão de 

IRS2 nas amostras de SMD está de acordo com estudo prévio de microarray que demonstra 

baixos níveis de IRS2 em células mononucleares de pacientes com SMD quando 

comparadas com células de doadores normais(99). Adicionalmente, entre os pacientes com 

diagnóstico de SMD, a expressão de IRS2 foi reduzida em pacientes de alto risco quando 

comparados aos de baixo risco de acordo com as classificações FAB e WHO e de acordo 

com o número de citopenias.   

IRS2 é uma proteína adaptadora que se liga ao IGF-1R e EpoR(89, 90) (Figura 30). 

A Epo é um hormônio responsável pela diferenciação eritroide, pela viabilidade e 

proliferação de células progenitoras durante a eritropoese(91). Similarmente, a via de 

sinalização de IGF-1R está envolvida na eritropoese, granulopoiese e linfopoiese normal, 

assim como em processos de neoplasias hematológicas(100). Interessantemente, nós 

demonstramos que a expressão de IRS2 aumenta durante a diferenciação eritroide de 

células CD34+ de doadores normais e que nos pacientes com SMD ocorre uma falha no 

aumento da expressão de IRS2 nos mesmos níveis que nos doadores normais. O conjunto 

desses dados indica uma possível participacão de IRS2 na hematopoese ineficaz 

caracteristica das SMD.  
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Figura 30. Representação esquemática das interações e da suposta função de IRS2 
nas células hematopoéticas. IRS2 associa-se com IGF-1R e EpoR. A ativação desses 
receptores resulta na ativação de IRS2 que por sua vez, atua na sobrevivência e na 
diferenciação celular. 

 

Relatos na literatura têm demonstrado constantemente que a eritropoese e a 

diferenciação celular estão desreguladas em SMD e LMA(9). Embora o papel de IRS2 na 

hematopoese normal tenha sido pouco abordada diretamente, alguns estudos têm 

demonstrado que a expressão e a fosforilação de IRS2 é regulado por ambos receptores: 

EpoR durante a diferenciação eritroide(90) e IGF-1R durante a diferenciação 

granulocítica(94). A adição de IGF-1 foi importante para diferenciação granulocítica de 

células HL60 e resultou no aumento de expressão e fosforilação de IRS2(94).  Dessa forma, 

a menor expressão de IRS2 nos pacientes com SMD alto risco em relação aos de baixo 

risco pode contribuir para a diferenciação granulocítica ineficaz que é um achado 

predominante nos pacientes com SMD alto-risco. 

Sathyanarayana e colaboradores(101) descreveram que o aumento da expressão de 

IRS2 foi importante para a sobrevivência de eritroblastos durante o estímulo com Epo. A 
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menor expressão de IRS2 no final da diferenciação eritroide na cultura de progenitores 

derivados de pacientes com SMD, aqui descrito, corrobora a hipótese de que IRS2 tem um 

papel na manutenção da eritropoese efetiva.  

No presente trabalho, também foi analisado os efeitos do silenciamento de IRS1 por 

shRNA mediado por lentivirus, em células BCR-ABL positivas. A linhagem celular K562 é 

bem estabelecida, utilizada como modelo de LMC, e apresenta o oncogene quimérico BCR-

ABL, produto da translocação conhecida como cromossomo Philadelphia. Nossos 

resultados mostraram que o silenciamento de IRS1 resulta na diminuição da 

proliferação celular e  clonogenicidade em células K562, além disso, ocorre acúmulo de 

células na fase G0/G1 e diminuição de células na fase S do ciclo celular, corroborando os 

achados dos estudos de proliferação. Estes resultados estão de acordo com os de outros 

autores que já descreveram o papel de IRS1 na proliferação e na regulação do crescimento 

de células somáticas. Por exemplo, os ratos IRS1-deficientes foram aproximadamente 30% 

menores do que a ninhada tipo selvagem(102, 103). No entanto, a superexpressão 

de IRS1 na glândula mamária em ratos, resultou em hiperplasia e tumorigênese(83). O 

papel oncogênico de IRS1 e sua capacidade de induzir a transformação maligna foi descrita 

previamente(81, 82). A inibição de IRS1 através de siRNA já mostrou resultar em controle 

da proliferação em linhagens celulares de câncer  de mama, próstata e hepatoma(83, 104-

107). Interessantemente, a inibição do IGF-1R, um receptor tirosina quinase que atua 

fosforilando IRS1, diminuiu a clonogenicidade de progenitores leucêmicos e a proliferação 

de  células leucêmicas que apresentavam ativação constitutiva da via PI3K/Akt(26). Nossos 

resultados fornecem novas evidências que IRS1 também desempenha papel na proliferação 

de células BCR-ABL positivas. 

Para esclarecer as vias de sinalização inibidas pelo silenciamento de IRS1 em 

células K562, verificamos o status de ativação das proteínas Akt e P70S6K, proteínas 

essências da via Akt/mTOR e ERK1/2, uma proteína da via MAPK. Estas vias de 

sinalização regulam uma variedade de processos celulares, incluindo, proliferação, 

diferenciação, sobrevivência e apoptose(108, 109). O silenciamento de IRS1 em células 

K562 resultou na diminuição da fosforilação de Akt, P70S6K e ERK1/2, indicando a 

inibição das vias de sinalização Akt/mTOR e MAPK, respectivamente (Figura 31). 
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Figura 31. Representação esquemática das interações e da suposta função de IRS1 
nas células BCR-ABL positiva. IRS1 se associa com BCR-ABL, PI3K e Grb2 em 
células K562. A inibição de IRS1 resulta na diminuição da fosforilação de Akt, P70S6k e 
ERK1/2, o que poderia estar atuando na diminuição da proliferação e crescimento clonal.  

 

 O papel de IRS1 na ativação das vias de sinalização Akt/mTOR e MAPK é bem 

conhecido(55, 62). Estudo anterior do nosso grupo demonstrou que IRS1 está 

constitutivamente fosforilado e associado com PI3K e Grb2(85), justificando nossos 

resultados atuais que demonstra que o silenciamento de IRS1 diminui a fosforilação da Akt 

e P70S6K, possivelmente através da inibição da via de sinalização de PI3K, além de 

diminuir a fosforilação de ERK1/2, possivelmente através da associação IRS1/Grb2, que 

atua na cascata de sinalização Ras. Em conjunto, esses resultados indicam que a inibição de 

IRS1 resulta na diminuição da proliferação e clonogenicidade, possivelmente através da 

inibição da fosforilção de Akt, P70S6K e ERK1/2. Nós ainda especulamos que o acúmulo 

significativo de células na fase G0/G1, seguido por uma diminuição de células na fase S do 

ciclo celular pode ser devido à inibição de P70S6K, pois a ativação de P70S6K regula 
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vários processos celulares, incluindo síntese protéica e progressão da fase G1 para a fase S 

do ciclo celular(110, 111). Resultado semelhante foi observado em células de câncer de 

pâncreas, onde a inibição de P70S6K inibiu a proliferação e induziu parada do ciclo celular 

na fase G1, no entanto os índices de apoptose permaneceram inalterados(112). 

Em células BCR-ABL positivas, o silenciamento de IRS1 não afetou a apoptose 

apesar da inibição da fosforilação de Akt. A função mais estabelecida de Akt nas células de 

mamíferos é a inibição da apoptose, o que pode contribuir para a gênese do câncer. No 

entanto, não é provável que essa função por si só que seja suficiente para explicar a 

ativação frequente de Akt em cânceres humanos. Existem evidências de que Akt participe 

da proliferação, na transição normal da fase G1 para fase S do ciclo celular e na 

transformação oncogênica, independentemente da sua função anti-apoptótica(113). Além 

disso, o aumento da ativação de Akt tem sido associado com o aumento da proliferação 

celular em câncer(113) e com pior prognóstico em leucemia aguda(114). Outros estudos 

corroboram com a hipótese que a via de Akt esteja envolvida com a proliferação, pois a 

inibição específica da atividade de PI3K diminui a proliferação celular em LMA, sem 

indução de apoptose(115, 116) e a inibição de IGF-1R bloqueia a proliferação, sem afetar a 

apoptose em amostras de MO de pacientes com LMA(26). Nossos achados de que a 

apoptose não foi modulada pela inibição de IRS1, estão de acordo com a ausência de 

modulação de proteínas envolvidas na apoptose, pois não foram observadas alterações na 

fosforilação de BAD e na expressão de BCL2 e BAX. Estes resultados indicam que a 

ativação de múltiplas vias de sinalização por BCR-ABL, levando à transformação maligna, 

são responsáveis pelo fenótipo leucêmico, o que sugere que são necessários inibidores que 

possam atuar sobre vários alvos para controlar a doença.  

Nossos resultados não evidenciaram efeitos cumulativos entre o silenciamento de 

IRS1 e o tratamento com imatinib na proliferação celular, formação de colônias e apoptose. 

Como relatado anteriormente, IRS1 está associado com BCR-ABL(85) e a constatação de 

que o silenciamento de IRS1 não modula o status de fosforilação de BCR-ABL e CRKL 

indicam que IRS1 atua como uma proteína adaptadora downstream na via de sinalização de 

BCR-ABL. Nesse contexto, a inibição de BCR-ABL pelo tratamento com imatinib pode 

superar o efeito do silenciamento de IRS1 e ser altamente eficiente na redução da 

proliferação, clonogenicidade e na indução de apoptose em células K562. No entanto, a 
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inibição de IRS1, como foi observada nas células que não foram expostas ao imatinib é 

capaz de inibir a proliferação, clonogenicidade e progressão do ciclo celular em células 

BCR-ABL positivas. Os mesmos efeitos foram observados nas células silenciadas para 

IRS1 e expostas a uma baixa concentração de imatinib (0,1 M). Estes resultados chamam a 

atenção para as possibilidades de controlar a proliferação celular em células BCR-ABL 

positivas visando outras proteínas como alvo, além do BCR-ABL. Esta estratégia pode ser 

necesséria em casos de LMC resistentes ao tratamento com inibidores de tirosina quinase 

ou em progressão da doença. 

Inibidores de tirosina quinase, como o mesilato de imatinib, tem sido utilizado como 

terapias de primeira linha para LMC. No entanto, o sucesso destes inibidores tem sido 

atenuado pelo aparecimento de resistência ao tratamento, causando o retorno da LMC. 

Assim, a identificação de novos genes alvo e/ou vias de sinalização envolvidos na 

fisiopatologia da LMC é fundamental. Neste trabalho nós demonstramos, pela primeira vez, 

que o silenciamento do IRS1 resulta na diminuição da proliferação e inibição das vias 

Akt/mTOR e MAPK em células K562. No entanto, novos estudos devem ser realizados 

para melhor entendimento dos mecanismos pelos quais IRS1 contribui para o fenótipo 

leucêmico e, consequentemente, validar IRS1 como um gene-alvo para o tratamento de 

pacientes com LMC resistentes ao imatinib. Utilizar IRS1 como alvo em uma terapia 

complementar para LMC parece ser uma medida razoável, uma vez que IGF-1R já se 

tornou um alvo para terapia antineoplásica em vários tipos de tumores(117-119). 

Em conclusão, o presente estudo identificou IRS1 como um gene altamente 

expresso em LLA, assim como sua função na proliferação e nas vias de sinalização 

Akt/mTOR e MAPK de células BCR-ABL positiva. O estudo também identificou IRS2 

como um gene com expressão diminuída em SMD e leucemias agudas, e que mesma é 

modulada durante o processo de diferenciação eritroide. Os achados aqui descritos sugerem 

que IRS1 possa ser um alvo terapêutico em LLA e LMC e IRS2 um marcador de 

prognóstico e um possível alvo terapêutico nas SMD e LMA. 
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O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes 

conclusões: 

1. IRS1 está expresso em linhagens de leucemia aguda mieloide e linfoide, enquanto 

que IRS2 está expresso preferencialmente em linhagens mieloides. 

2. Não há diferenças na expressão de IRS1 entre células hematopoéticas de pacientes 

com SMD e LMA e de controles normais, mas expressão de IRS1 está aumentada 

em amostras de MO de pacientes com LLA em relação aos controles normais. 

3. A expressão de IRS2 é menor nas amostras de medula óssea de pacientes com SMD, 

LMA e LLA em relação aos controles normais e também é menor em pacientes com 

SMD de alto risco se comparados com SMD baixo risco, de acordo com a 

classificação FAB, WHO e número de citopenias. 

4. O aumento na expressão de IRS2 durante a diferenciação eritroide é pouco 

proeminente em progenitores de SMD, comparados aos progenitores normais, 

sugerindo um papel de IRS2 na eritropoese ineficaz da SMD. 

5. Em células K562 (BCR-ABL+), o silenciamento de IRS1 por lentivírus é efetivo e 

reduz a proliferação e o crescimento clonal das células, além de resultar no acúmulo 

de células na fase G0/G1 e redução de células na fase S do ciclo celular. 

6. O silenciamento de IRS1 reduz a fosforilação da Akt, P70S6K e ERK, mas não 

modula a apoptose e as proteínas BCL2, BAX e BAD. 

7. A inibição do IRS1 não modula a fosforilação do oncogene BCR-ABL e do seu 

substrato CRKL. 

8. O silenciamneto do IRS1 não apresenta efeito sinérgico ao tratamento com imatinib 

nos processos celulares de proliferação, crescimento clonal e apoptose. 

 

Os resultados desta dissertação geraram a redação de dois manuscritos 

submetidos para publicação (Apêndices I e II). 
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Apêndice I 

Artigo aceito para Publicação 
Knockdown of Insulin Receptor Substrate 1 reduces proliferation and 
downregulates Akt/mTOR and MAPK pathways in K562 cells. João Agostinho 
Machado-Neto Patrícia Favaro; Mariana Lazarini; Fernando Ferreira Costa; Sara T 
Olalla Saad; Fabiola Traina. Aceito em 13 de Abril de 2011 pela Biochimica and 
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease. 
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Apêndice II 

Artigo Submetido para Publicação 
IRS2 is downregulated in primary myelodysplastic cells and during their erythroid 
differentiation. João Agostinho Machado-Neto, Patricia Favaro, Mariana Lazarini, 
Adriana S S Duarte, Leticia Fröhlich Archangelo, Irene Lorand-Metze, Fernando 
Ferreira Costa, Sara Teresinha Olalla Saad, Fabíola Traina. Submetido para Leukemia 
Research. 
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