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Resumo 
 

A leucemia linfóide aguda (LLA) é o câncer mais frequente na infância, e destas, 

15% são do tipo T (LLA-T). A hiperativação da via PI3K/Akt tem sido amplamente 

descrita em tumores e em linhagens celulares de LLA-T. PTEN é o principal regulador 

negativo dessa via e frequentemente encontra-se inativado em cânceres humanos. 

Com frequência, pacientes com LLA-T apresentam mutações ativadoras de NOTCH1. 

NOTCH1 pode regular transcricionalmente PTEN, contudo ainda não está claro como 

as mutações ativadoras de NOTCH1 influenciariam a expressão de PTEN nas LLA-T. 

Nós encontramos uma ocorrência de 11 (17,7%) mutações no éxon 7 do PTEN em 62 

casos de LLA-T estudados consecutivamente. Contudo, nenhuma mutação foi 

encontrada na análise de 71 casos de LLA-B derivada. A maioria das mutações de 

PTEN apresentavam inserções/deleções de mais de 3 nucleotídeos. Não encontramos 

associação entre mutações em PTEN e o gênero, a idade e a contagem de glóbulos 

brancos ao diagnóstico. Pacientes com alterações no PTEN apresentaram uma 

tendência a pior sobrevida global (OS, p=0.07). Dentre os pacientes de LLA-T 

classificados como alto risco (n=56), aqueles possuindo anormalidades no PTEN 

mostraram-se associados significativamente a menor OS (p=0.019) e sobrevida livre de 

leucemia (LFS 47% vs 76%; p=0.045). As curvas de LFS foram significativamente 

diferentes (p=0.003), mesmo considerando apenas pacientes que atingiram a remissão 

no dia 28 do tratamento para a análise. Nosso estudo também mostrou que pacientes 

com mutações em NOTCH1 apresentavam aumento na transcrição de MYC e menor 

expressão de PTEN mRNA comparados a pacientes com NOTCH1 selvagem. Nós 
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recentemente demonstramos que células de LLA-T apresentavam fosforilação de PTEN 

mediada por CK2, resultando na estabilização e consequentemente inativação da 

proteína PTEN. Corroborando ao estudo anterior, os casos de LLA-T analisados, 

independente do status de mutação em NOTCH1, expressam níveis significativamente 

mais altos de proteína PTEN do que controles normais. Para avaliar o impacto da 

regulação transcricional de NOTCH e a inativação postranscricional por CK2 de PTEN, 

nós tratamos as células de LLA-T com inibidores de gamma-secretase (DAPT e de CK2 

(DRB/TBB). Nosso estudo enfatiza a relevância biológica e clínica da regulação do 

PTEN em LLA-T. E sugerimos o uso combinado de inibidores de gamma-secretase e 

CK2 devem possuir potencial terapêutico nas LLA-T. 
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Abstract 
 

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) accounts for approximately 15% of 

pediatric ALL. Patients with T-ALL are at increased risk of relapse compared with 

children treated for B-cell precursor ALL. Mutations in the phosphatase and tensin 

homolog (PTEN) gene leading to PTEN protein deletion and subsequent activation of 

the PI3K/Akt signaling pathway are common in cancer. PTEN is the main negative 

regulator of the PI3K/Akt survival pathway. T-ALL patients frequently display NOTCH1 

activating mutations and Notch can transcriptionally down-regulate the tumor suppressor 

PTEN. However, it is not clear whether NOTCH1 mutations associate with decreased 

PTEN expression in primary T-ALL. We report that PTEN exon 7 mutations occurred in 

11 (17.7%) out of 62 consecutive pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) 

but in none of 71 precursor B-ALL patients. Most PTEN mutations were 

insertions/deletions of more than 3 nucleotides. No associations were found between 

PTEN mutation and age, gender, WBC at diagnosis, early response to therapy and 

remission rate. Patients with PTEN mutation (n=11) had a tendency toward worse 

overall survival (OS, p=0.07). Remarkably, PTEN mutations were significantly 

associated with lower OS (p=0.019) and leukemia-free survival (LFS 47% vs 76%, 

p=0.045) within patients classified in the high risk group (n=56). LFS curves were 

significantly different (p=0.003) even if only patients who reached remission on day 28 

were considered for analysis. We compared patients with or without NOTCH1mutations 

and report that the former presented higher MYC transcript levels and decreased PTEN 

mRNA expression. We recently showed that T-ALL cells frequently display CK2-

mediated PTEN phosphorylation, resulting in PTEN protein stabilization and concomitant 

functional inactivation. Accordingly, the T-ALL samples analyzed, irrespectively of their 

NOTCH1 mutational status, expressed significantly higher PTEN protein levels than 

normal controls. To evaluate the integrated functional impact of NOTCH transcriptional 

and CK2 post-translational inactivation of PTEN, we treated TALL cells with both the 

gamma-secretase inhibitor DAPT and the CK2 inhibitors DRB/TBB. Our data suggest 

that combined use of gamma-secretase and CK2 inhibitors may have therapeutic 
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potential in T-ALL. And emphasize the biological and clinical relevance of PTEN 

regulation in pediatric T-ALL. 
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 1.1- A Leucemia Linfóide Aguda de linhagem T  
 

 A leucemia consiste em uma doença heterogênea, caracterizada por uma 

disfunção das células progenitoras hematopoéticas da medula óssea, levando a uma 

proliferação clonal desordenada e sem controle de células precursoras de origem 

mielóide ou linfóide. Desse modo, a hematopoese normal é prejudicada. Quando ocorre 

proliferação clonal descontrolada de linfócitos imaturos, temos a Leucemia Linfóide 

Aguda (LLA) (Kebriaei et al. 2003). Dependendo do linfócito envolvido podemos ter: LLA 

de células B (envolve precursores B) e LLA de células T (envolve precursores T). 

 A Leucemia Linfóide Aguda é o câncer mais frequente na infância e 85% dos 

casos é de linhagem B e, de forma geral, as LLA-T (15% dos casos) apresentam um 

prognóstico desfavorável se comparadas com as LLA de células B. Com a 

intensificação dos tratamentos quimioterápicos, a sobrevida livre de eventos (SLE) e a 

sobrevida global (OS) das LLA-T tem alcançado uma taxa de 70-80% (Scridelli et al. 

2009, Pieters & Carroll 2008; Pui & Evans 2006). Contudo 20-30% dos casos de LLA-T 

pediátrica ainda recaem e eventualmente vão a óbito (Pieters & Carroll 2008; Pui & 

Evans 2006). Assim, o estudo da leucemogenese da LLA-T é importante para 

descobertas de novos alvos terapêuticos. 

A LLA-T resulta de células precursoras T que adquirem vantagem proliferativa 

durante seu desenvolvimento no timo (Uckun et al. 1997). As LLA-T podem ser 

subdivididas quanto ao imunofenótipo em cinco subtipos: pro-LLA-T, pre-LLA-T, LLA-T 

cortical e LLA-T madura αβ ou madura γδ. Todos os subtipos expressam CD3 

citoplasmático. Apenas LLA-T cortical expressa CD1α. E a presença de receptores de 

células T (TCR) αβ ou γδ a classifica como madura (Kraszewska et al. 2012).  

A transformação dos linfócitos T em células leucêmicas envolve alterações em 

oncogenes e genes supressores de tumor, que cooperam para alterar as vias de 

sinalização que regulam a proliferação, a diferenciação e a sobrevivência dos linfócitos 

T em desenvolvimento (Martelli et al. 2012), ocasionando uma parada no 

desenvolvimento normal dos timócitos (Uckun et al. 1997).  
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1.2- O desenvolvimento de Linfócitos T 
 

 As células tronco hematopoéticas (HSC) na medula óssea se diferenciam em 

células progenitoras multipotentes (MPP), perdendo a capacidade de auto-renovação. 

As MPP originam células progenitoras mielóides (CMP) e linfóides comum (CLP). As 

CLP possuem a capacidade de originar as linhagens B e T. As CMP originam as células 

progenitoras de granulócitos e monócitos (GMP) e de megacariócitos e eritrócitos 

(MkEP) (Adolfsson et al. 2005). 

 As células CLP saem da medula óssea e migram para o timo. No processo de 

maturação das células T, os timócitos precisam se deslocar pelos vários 

microambientes especializados do timo, adquirindo imunocompetência. (Takahama 

2006). O estroma do timo é composto por diversas células: células epiteliais corticais e 

medulares, fibroblastos mesenquimais, macrófagos derivados da medula óssea e 

células dendríticas (Rodewald et al. 2008). O microambiente especializado de diferentes 

regiões do timo por onde os timócitos passam produz os sinais externos que conduzem 

à maturação das células precursoras dos linfócitos T imaturos (Figura 1) (Anderson et 

al. 2000). 

 O comprometimento das CLP com a linhagem T ocorre no timo através da 

ativação da proteína NOTCH1, que inibe a diferenciação das células progenitoras (CLP) 

em linhagem B (Pui et al. 1999, Heinzel et al. 2007). Esses precursores (CD34+/CD7+) 

entram pela junção córtex-medula do timo, migram para a camada subcapsular do 

córtex tímico, voltam para a região medular e finalmente deixam o timo. A migração 

dentro do timo é mediada pela expressão estágio-específico nos timócitos de diferentes 

receptores de quimiocinas (Figura 1) (Takahama 2006). 

 Ao entrar no timo, os timócitos DN (duplo negativo, CD4-/CD8-) são atraídos para 

a região periférica do mesmo (região subcapsular) pelos receptores CXCR4 e CCR7, e 

no caminho passam a expressar também o CCR9, todos contribuindo para a chegada 

dos timócitos até a região subcapsular. No transcurso até a região subcapsular ocorre o 

rearranjo V(D)J do receptor de células T (TCR), processo fundamental para posterior 

seleção dos timócitos. A ativação dos genes RAG1 e RAG2 são essenciais para o 
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rearranjo da região variável do TCR (Kuo & Schlissel 2009). Os timócitos podem 

expressar 2 tipos de TCR: αβ ou γδ. A sobrevivência e o desenvolvimento dos timócitos 

TCR αβ é dependente da ativação de NOTCH1, enquanto TCR γδ é independente 

(Washburn et al. 1997, Guidos 2006). Os timócitos passam por sua primeira seleção 

(seleção β) verificando se o rearranjo de TCRβ ocorreu "in frame". Aqueles que 

conseguiram expressar TCRβ estão aptos a prosseguir o processo de maturação e 

começam a expressar CD4 e CD8. Ao mesmo tempo os timócitos que conseguiram 

expressar TCR γδ sobrevivem e originam linfócitos γδ (Rothenberg et al. 2008). 

 Na região subcapsular, ocorre a maturação para o estágio de DP (duplo positivo, 

CD4+/CD8+). Uma vez atingido o estágio DP, os timócitos iniciam a migração em 

direção ao centro do timo (medula), e no transcurso interagem com o estroma cortical. 

Durante a interação com o estroma ocorre seleção positiva e negativa, processo este 

que elimina mais de 95% dos timócitos (Takahama 2006). Após esta seleção os 

timócitos amadurecem para o estágio de simples positivo (SP, CD4+/CD8- ou CD4-

/CD8+) (Figura 1). A interação dos timócitos com o estroma testa a habilidade dos TCR 

em reconhecer o MHC (Complexo principal de histocompatibilidade), determinando 

assim a escolha da linhagem (CD4 ou CD8). Aqueles que reconhecem o MHC de 

classe I serão SP CD8 e o MHC classe II, SP CD4. A proteína NOTCH1 influencia na 

progressão dos timócitos SPCD8 após a seleção por afinidade a MHC (Yasutomo et al. 

2000). 

 As células SP sofrem aumento da expressão de CCR7 e são atraídas para a 

medula do timo. Não se sabe ainda como o CCR7 pode atuar na migração nos dois 

sentidos, ou seja, na migração em direção à periferia (região córtex/medular  

subcapsular) e na migração para o centro (córtexmedula). Na medula do timo os 

timócitos permanecem por 12 dias aproximadamente, passando a expressar integrinas 

(CD62L e CD69) e sofrem nova seleção negativa. Em seguida, expressam S1P1 

(sphingosine-1-phosphatase receptor 1), de modo que são atraídos para fora do timo 

pelos altos níveis de sphingosine-1-phosphatase no sangue (Takahama 2006).  

 O processo de maturação dos timócitos está sob a regulação das proteínas 

E2A/HEB e NOTCH1 (Graux et al. 2006). O complexo E2A/HEB é responsável pela 
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regulação da expressão de TCRα e β, CD5, RAG2 e CD4 (O'Neil et al. 2004). Além de 

estar envolvido no comprometimento das células progenitoras com a linhagem T, 

NOTCH1 também é responsável pela sobrevivência, proliferação e metabolismo dos 

timócitos DN através da ativação da via PI3K/AKT (Phosphatidylinositol 3 -kinase) 

(Figura 1) (Aifants et al. 2008, Palomero et al. 2006).  

 Quando ocorre uma parada na diferenciação dos timócitos no timo e um 

desenvolvimento clonal e descontrolado dessas células, temos a LLA-T (Uckun et al. 

1997). A maioria dos genes envolvidos no desenvolvimento dos linfócitos T foram 

primeiramente descritos nas leucemias.  

 

 

Figura 1: Ilustração do desenvolvimento dos linfócitos T, mostrando os principais 
eventos e o papel de NOTCH1 durante o processo. CPL: célula progenitora comum 
(Adaptado de Aifants et al. 2008). 
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1.3- Alterações genéticas na LLA-T  
 

 A leucemogenese da LLA-T é um processo complexo que envolve múltiplas 

lesões genéticas em oncogenes e genes supressores de tumor modificando a 

regulação da proliferação, da diferenciação e da sobrevivência dos linfócitos T em 

desenvolvimento (Martelli et al. 2012).  

 Aproximadamente 50% das LLA-T apresentam aberrações cromossômicas. As 

translocações encontradas frequentemente envolvem genes TCR e fatores de 

transcrição, levando a superexpressão de oncogenes (HOX11, TLX3, HOXA, TAL1, 

TAL2, LYL1, BHLHB1, LMO1, LMO2, LCK, CCND2, NOTCH1). Outras lesões 

encontradas são translocações que formam proteínas quiméricas oncogênicas (CALM-

AF10, NUP214-ABL1, MLL-ENF, MLL-AF10, MLL-AF6, MLL-AFX1, MLL-AF4, EML1-

ABL1, TEL-ABL1, TEL-JAK2, BCR-ABL1, NUP98-RAP1GDS1). Deleções crípticas 

levam a perda de genes supressores de tumor (perda do INK4/ARF locus, cromossomo 

6q, 1p32 leva a expressão anormal de SIL-TAL1) (Ferrando et al. 2002, Graux et al. 

2006).  

 Muitos dos genes envolvidos nas translocações cromossômicas da LLA-T 

(descritas acima) regulam a diferenciação dos linfócitos T no timo, dessa forma a sua 

superexpressão pode ser relacionada a estágios de desenvolvimento dos timócitos, 

como: LYL1+ aos timócitos DN, TLX1+ ao DP imaturo (sem expressão de CD3) e TAL1 

ao DP (Ferrando et al 2002). 

 A incidência de LLA-T é maior em meninos (Goldberg et al. 2003). 

Recentemente, foram descritas mutações inativadoras e deleções do gene supressor 

tumoral PHF6 (Plant Homeodomain Finger 6) ligado ao X em 16% das LLA-T 

pediátricas e 38% em adultos. Essas mutações estão associadas com a expressão 

anormal dos oncogenes TLX1 e TLX 3 (fatores de transcrição homeobox) (Van 

Vlierberghe et al. 2010). A incidência dessas mutações pode explicar a distribuição da 

LLA-T entre meninos e meninas. 

 O sequenciamento massivo do genoma de 12 casos de LLA-T de fenótipo 

imaturo “early T phenotype" (LLA-ETP), seguido de resequenciamento pontual em um 
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grupo de 94 LLA-T (incluindo 52 outros casos de LLA-ETP e 42 de LLA-T de fenótipo 

mais maduro) revelou, entre outras, mutações ativadoras (ganho de função) de genes 

de receptores de citosinas ou via de RAS (NRAS, KRAS, FLT3, IL7R, JAK3, JAK1, 

SH2B3 e BRAF), mutações inativadoras (perda de função) em genes do 

desenvolvimento das células hematopoéticas (GATA3, ETV6, RUNX1, IKZF1 e EP300) 

e mutações em genes de modificação de histonas (EZH2, EED, SUZ12, SETD2 e 

EP300) (Zhang et al. 2012). A associação estatística entre as diferentes mutações nos 

diferentes pacientes (nas células cancerosas dos pacientes) sugere haver 

cooperatividade entre as mesmas. 

  Mutações somáticas em genomas do câncer podem ser classificadas em 2 

grupos: (1) mutações “driver”, que conferem vantagem de crescimento para as células 

portadoras, são causalmente implicadas no desenvolvimento do câncer e, portanto são 

selecionadas positivamente; (2) mutações “passenger”, que possivelmente decorrem do 

processo de instabilidade genômica do câncer, mas não conferem vantagem de 

crescimento, logo, são neutras (Greenman et al. 2007). As mutações "driver" devem 

estar associadas à resposta clínica dos pacientes. Mutações que atingem vias de 

sobrevivência e proliferação celular, portanto do grupo de mutações "driver", justamente 

por seus efeitos na célula, tem maior probabilidade de associação a peculiaridades da 

apresentação e/ou evolução clinicas da doença. 

 A análise de mutações em amostras de camundongos xenográfos de LLA-T 

(camundongos imunodeficientes injetados com LLA-T) e no genoma de LLA de 

recaídas comparada as LLA-T ao diagnóstico sugere que a recaída emerge de 

subclones leucêmicos que apresentam mutações em oncogenes e genes supressores 

de tumor que conferem resistência ao tratamento. Estes subclones já estão presentes 

na população de células leucêmicas do diagnóstico e são selecionados pelo tratamento 

quimioterápico (Clappier et al. 2011). Alguns destes genes fazem parte da via de 

sinalização de Phosphatidylinositol 3-kinase /AKT (NOTCH1, PTEN, MYC).  

 As mutações ativadoras de genes de receptores de citocinas e via de RAS 

(Zhang et al. 2012) podem alterar a via de sinalização PI3K/AKT, sendo uma das 

principais vias de sinalização de sobrevivência e proliferação frequentemente 
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hiperativada no câncer e nas leucemias T (Martelli et al. 2012), assunto desta tese e 

que será explorado em maiores detalhes a seguir. 

 

 

1.4- Via de sinalização PI3K/Akt 
 

 PI3K são enzimas responsáveis pela fosforilação do 3'-OH do fosfotilinositols. 

Essas enzimas são constituídas de duas subunidades: a regulatória (p85α, p85β ou 

p55γ) e a catalítica (p110α, p110β ou p110δ). Quando ativada por fatores de 

crescimento a subunidade regulatória recruta e se liga à subunidade catalítica na 

membrana plasmática, possibilitando a conversão de fosfaditidilinositol-4,5-bifosfato 

(PIP2) no segundo mensageiro, fosfadilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 atua como 

importante sítio de ligação de enzimas com domínio homólogo à pleckstrin (PH domain) 

(Martelli et al. 2012; Cantley & Neels. 1999). O principal efetor da via é a serina/treonina 

quinase, AKT (Figura 2).  

 A ligação de AKT em PIP3 libera o domínio quinase, dessa maneira permitindo a 

fosforilação de AKT em Thr308 no sítio de ativação pela fosfoinositide-quinase 

dependente (PDK1) e em Ser473 na região hidrofóbica C-terminal pela mTORC2 

(mammalian target rapamycin complex-2). Quando ativada, AKT desencadeia uma 

cascata de reações responsáveis pela proliferação, sobrevivência e metabolismo celular 

(Martelliet al. 2012; Cantley & Neels. 1999). AKT inibe a apoptose da célula através da 

fosforilação e inativação de proteínas pro-apoptóticas (como BAD, caspase-9, FKHR). E 

promove a sobrevivência celular por atuação indireta com NF-κB e p53. AKT atua no 

ciclo-celular regulando a proliferação celular, promovendo o acúmulo de Ciclin D1. AKT 

também ativa mTOR por fosforilação, levando a síntese proteica e ao crescimento das 

células (Vivanco & Sawyers 2002). 

 PI3K também atua por outras vias independentes de AKT, como SGK (Serum 

and Glucocorticoid-inducible Kinase), RAC1, CDC42 e proteína quinase C (PKC) 

(Welch et al. 1998, Vivanco & Sawyers 2002).  
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 A via de sinalização PI3K/AKT é regulada negativamente por PTEN 

(Phosphatase and tensin homolog) que defosforila PIP3 na posição 3'. SHIP (Src 

Homology 2 Domain–containing Inositol-5-Phosphatase) também atua em PIP3 

removendo o fosfato da posição 5' gerando PIP2. A deleção de SHIP1 em células 

progenitoras T não é capaz de induzir a leucemogenese (Vivanco & Sawyers 2002). 

Dessa maneira, PTEN é o principal regulador negativo da via PI3K/AKT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Via de sinalização PI3K/AKT mostrando a relação de PI3K na fosforilação 
PIP3 e ativação de AKT e a sinalização celular (Adaptado de Vivanco & Sawyers 2002). 
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 A via de sinalização PI3K/AKT foi amplamente relacionada a diversos cânceres 

humanos (Vivanco & Sawyers, 2002). A ativação constitutiva dessa via em doenças 

hematológicas malignas, incluindo leucemia mieloide, mieloma múltiplo e leucemia 

linfocítica granular de grandes células T, é responsável pelo suporte à proliferação e 

viabilidade celular das células tumorais in vitro (Xu et al. 2003; Hsu et al. 2001; Schade 

et al. 2006). Em modelos animais a ativação da via PI3K/AKT é insuficiente para causar 

câncer a menos que ocorra uma segunda lesão oncogenica, como por exemplo, 

ativação em RAS (Vivanco & Sawyers, 2002). 

 Linhagens celulares de LLA-T não possuem PTEN e/ou SHIP, 

consequentemente tem a via de sinalização PI3K/AKT ativada (Astoul et al. 2001). 

Barata et al. (2004) mostrou que ativação da via de sinalização PI3K/AKT por IL-7 é 

essencial para o aumento da viabilidade celular e também está envolvido na regulação 

da atividade metabólica, tamanho e proliferação celular da LLA-T. Desse modo, sugere-

se que a ativação dessa via tem um importante papel na biologia da LLA-T. 

Recentemente, nosso grupo descreveu mutações ativadoras pro-oncogenicas do IL7R 

em 9% dos caso de LLA-T. Essas mutações poderiam levar a ativação da via PI3K/AKT 

independente de IL-7 (Zenatti et al. 2011). 

Silva et al. (2008) mostrou que pacientes com LLA-T apresentam hiperativação 

constitutiva da via PI3K/AKT devido à inativação de PTEN. Explicaremos a respeito no 

capítulo I desta tese.  

 

  

  

 

  



 

13 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2- Objetivos 
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O objetivo principal desta tese foi analisar a incidência e o valor prognóstico das 

mutações de PTEN em crianças e adolescentes com LLA-T. Numa segunda etapa 

avaliou-se uma forma de restaurar a atividade de PTEN com visas ao tratamento das 

LLA-T. Os objetivos específicos são apresentados em capítulos separados. 

 

No capítulo I, apresentamos: 

• Incidência de mutações de PTEN em LLA-T pediátricas 

• Valor prognóstico das mutações de PTEN em LLA-T pediátricas 

 

No capítulo II, apresentamos: 

• Efeito de mutações de NOTCH1 na transcrição de PTEN em LLA-T primária 

• Analise do uso combinado de inibidores de CK2 e de gama secretase, como 

forma de restaurar a atividade de PTEN e de bloquear a atividade de NOTCH1 

mutante, respectivamente, contra a LLA-T. 
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3- Capítulo I: PTEN na LLA-T 
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3.1- Introdução - PTEN (Phosphatase and tensin homolog)  
 

 A proteína PTEN (Phosphatase and tensin homolog) regula negativamente a via 

de sinalização PI3K (Figura 3), sendo considerada um supressor tumoral. Quando esse 

gene (localizado no cromossomo 10, em humanos) encontra-se mutado ou inativado, os 

efetores da via PI3K estão constitutivamente ativos, desencadeando a formação do 

tumor (Cully et al. 2006). 

 A proteína PTEN é constituída por 403 aminoácidos que compõem 5 domínios 

funcionais: domínio de ligação a PIP2 (PBD), domínio fosfatase, domínio C2 (importante 

para a ligação a membrana e desfosforilação de PIP3 (Lee et al. 1999)), uma cauda 

carboxi-terminal (possui domínios PEST) e um domínio de ligação PDZ (liga proteínas 

regulatórias e de ligação a membrana) (Figura 3) (Song et al. 2012). 

 

 

Figura 3: Ilustração da estrutura da proteína PTEN em relação aos éxons do gene. 
Mostrando os domínios funcionais da proteína (Silva et al. 2008). 

 

 Para antagonizar o efeito de PI3K, PTEN precisa estar ligada na membrana 

celular (Figura 4) (Lindsay et al. 2006). O domínio fosfatase está envolvido diretamente 

na ligação de PTEN a membrana, mas a presença do domínio C2 é essencial para a 

ligação de alta afinidade com a mesma. A fosforilação de S380, T382, T383 na cauda 

C-terminal impede a ligação na membrana (Das et al. 2003). A distribuição intracelular 

da proteína PTEN entre o núcleo e citoplasma da célula é determinada pela presença 

de domínio de localização nuclear (NLS) na região N-terminal e de domínios de 

exclusão nuclear na região C2 e C-terminal. A localização de PTEN no núcleo é 

dependente da conformação da proteína (exposição do NLS) que "esconde" os motivos 

de exclusão nuclear (Gil et al. 2006). No núcleo PTEN regula, independente de sua 

atividade fosfatase, o ciclo celular, promove a estabilidade genômica e o reparo do DNA 

através da regulação transcricional de RAD51 e ativação da via de reparo DBS (Shen et 
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al. 2007). O recrutamento de PTEN para o núcleo reduz sua habilidade em antagonizar 

PI3K (Lindsay et al. 2006). A ausência de PTEN no núcleo tem sido associada com 

cânceres mais agressivos (Song et al. 2012). 

 

 

Figura 4: Ilustração da via de sinalização PTEN-PI3K (Adaptado de Cully et al. 2006). 

 

 O gene supressor tumoral, PTEN, é frequentemente encontrado mutado em 

cânceres, incluindo as leucemias. Mutações nesse gene também comandam a 

mobilização das células tronco hematopoiéticas (HSCs) da medula óssea para o 

sangue periférico e para o baço, causando alterações da hematopoese. HSCs mutantes 
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Camundongos homozigotos ‘knockout’ para PTEN morrem durante a 

embriogenese, não permitindo a análise do seu sistema imunológico. Em camundongos 

heterozigotos para PTEN, observou-se um aumento na incidência de tumores, 

desenvolvimento de hiperplasia linfóide e desordens autoimunes (Di Cristofano et al. 

1998, Di Cristofano et al. 1999). Alguns dos tumores são originados de células T, 

sugerindo um envolvimento de PTEN no controle da sobrevivência e proliferação de 

linfócitos T (Susuki et al. 1998).  

PTEN encontra-se constitutivamente expresso em tecidos normais, contudo em 

cânceres essa expressão é alterada. A transcrição de PTEN é regulada negativamente 

por SNAIL, EVI1, BMI1, c-JUN, JNK-NFκB e por ID1 (oncogenic factor inhibitor of DNA 

binding1) que compete com p53 (ativador da transcrição de PTEN) pela ligação ao 

promotor de PTEN (Song et al. 2012). 

A forma ativa de NOTCH1 regula positivamente a transcrição de HES1 e MYC 

(Whelan et al. 2007, Palomero et al. 2006). Ao ativar HES1, NOTCH1  regula 

negativamente a transcrição de PTEN (Palomero et al. 2007). 

A proteína/atividade de PTEN é também regulada por várias modificações pós-

traducionais. A fosforilação da cauda C-terminal da proteína PTEN leva a estabilização 

da proteína mas com inativação da sua atividade fosfatase (Das et al. 2003). Quando a 

proteína PTEN é fosforilada pela caseína quinase II (CKII), na região carboxi-terminal, 

esta se torna incapaz de ser recrutada para a membrana celular e assim não 

antagoniza o efeito da PI3K (Figura 6) (Al-Khouri et al. 2005). A proteína PTEN possui 2 

sítios de ubiquitinação: K13 e o principal K289. A poli-ubiquitinação leva a proteína a 

degradação via proteossomo. Por outro lado, o processo de mono-ubiquitinação 

estabiliza a proteína e é responsável pela sua entrada no núcleo (Trotman et al.2007). A 

atividade fosfatase de PTEN também é regulada negativamente por oxidação e 

acetilação (Figura 6) (Song et al. 2012). 
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Figura 6: Ilustração do mecanismo de regulação pós-traducional da atividade fosfatase 
de PTEN mostrando a fosforilação da cauda C-terminal por CK2, GSK3β, RAK e 
ROCK. A acetilação, a oxidação e a ubiquitinação da proteína PTEN (Adaptado de 
Song et al. 2012). 

O trabalho desta tese teve início no estudo da relação entre alterações de PTEN 

e a hiperativação da PI3K na LLA-T por Silva et al. (2008). Nesse estudo encontramos 

que 87,5% das LLA-T primárias apresentam hiperativação da via PI3K/AKT, 

demonstrando a importância desta via na biologia deste câncer. Estando a via do PI3K 

superativada, levantou-se a hipótese de que o gene PTEN estaria sendo suprimido ou 

mutado nas LLA-T. Assim, amplificamos e sequenciamos todos os éxons do gene 

PTEN para um total de 18 casos de LLA-T de pacientes pediátricos, com primers 

intrônicos específicos a cada um dos 9 éxons do gene PTEN. Encontramos 3 pacientes 
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(16%) com mutações em PTEN sendo um caso com mutações nos éxons 1 e 

7concomitantemente e 3 casos apenas no  éxon 7 (Silva et al. 2008). 

Os pacientes com mutações no gene PTEN não possuíam expressão proteica de 

PTEN e consequentemente mostravam ativação constitutiva de PI3K/AKT. Contudo, a 

maioria das LLA-T apresentavam hiperativação da via Pi3K/AKT na ausência de 

mutação no gene PTEN. Surpreendentemente muito dos casos apresentavam níveis 

acima dos normais da proteína PTEN que, entretanto, mostrou ser inativada por 

fosforilação pos-traducional via CK2 (Silva et al. 2008). Trabalho para explorar esse fato 

será apresentado no segundo capítulo da tese.  

Desconfiando que as mutações do gene PTEN, em alguns casos bialelicas, 

poderiam ter efeito mais drástico sobre a agressividade da leucemia do que a inativação 

pos-traducional de PTEN via CK2, empreendemos estudo para avaliar o papel 

prognóstico das mutações nesse gene em pacientes com LLA-T pediátrica. Esses 

resultados são apresentados na forma de artigo publicado. 

  



 

22 

 

3.2- Resultados - Manuscrito:  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Negative prognostic impact of PTEN mutation in 
pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia 

 
Patrícia Yoshioka Jotta, Mônica Aparecida Ganazza, Ana Patrícia Silva, Marcos Borato 
Viana, Márcio José da Silva, Lílian de Jesus Girotto Zambaldi, João Taborda Barata, 
Silvia Regina Brandalise e José Andres Yunes. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

23 

 

 



 

24 

 

 



 

25 

 

 



 

26 

 

 



 

27 

 

3.3- Discussão  
 

Em nosso estudo anterior (Silva et al. 2008), encontramos uma prevalência de 

alterações genéticas no éxon 7 do PTEN. Nesse estudo nós verificamos a incidência e 

o valor prognóstico das mutações de PTEN em 62 casos consecutivos de LLA-T 

pediátrica tratados em uma única instituição. Também, investigamos a ocorrência de 

mutações nos éxons 1 e 7 do PTEN em 71 casos consecutivos de LLA-B precursora. A 

incidência de mutações nesses éxons do PTEN parece estar restrita as LLA-T, com 

uma prevalência de 18%. 

Durante esse estudo chamou-nos a atenção a alta frequência de envolvimento do 

éxon 7 nas mutações do PTEN e a maioria das mutações serem inserções e deleções. 

Outros trabalhos (Maser et al. 2007; Palomero et al. 2007; Gutierrez et al. 2009) 

também descreveram mutações no éxon 7 do PTEN em LLA-T pediátrica (Figura 7). 

Esse hot spot de mutações em PTEN poderia ser explicado pela presença de um sítio 

críptico para a recombinase RAG, responsável pelos rearranjos V(D)J. Estamos 

realizando estudos  para verificar essa hipótese. 

 

 

Figura 7: Representação esquemática de todas as mutações conhecidas no gene 
PTEN em LLA-T pediátrica. Círculos pretos  nosso estudo; Circulos brancos  Maser 
et al.  Nature 2006 ; Circulos Cinzas  Palomero et al. Nature medice 2007 e triângulos 
pretos  Gutierrez et al. Blood 2009. Destacados estão os possíveis motivos de 
exclusão nuclear (NES). 
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Devido ao importante papel da via de sinalização PI3K/AKT na sobrevivência e 

resistência a quimioterapia das células leucêmicas, avaliamos o valor prognóstico das 

mutações de LLA-T. Encontramos que pacientes PTEN mutados possuem pior 

sobrevida em comparação aos pacientes sem essa alteração genética, principalmente o 

grupo classificado como LLA-T alto risco (89% dos casos estudados), em função da 

idade (>10 anos) e leucometria ao diagnóstico. A presença das mutações em PTEN 

mostraram-se associadas à ausência de expressão de CD10, que é mais comum nas 

LLA-T de fenótipo mais imaturo, conhecidas como ETP (early T phenotype), e que são 

de pior prognóstico (Coustan-Smith et al. 2009). Aliado a isso avaliamos a relação entre 

mutações em PTEN e os dados clínicos dos pacientes estudados e encontramos 

relação significativa entre a presença da mutação e a falha em alcançar a remissão 

hematológica após a fase de indução do tratamento (D28). Esses resultados indicam 

que as mutações em PTEN estariam relacionadas a resistência ao tratamento, mesmo 

com a intensificação da terapia usada para o grupo de alto risco. 

Além disso, pacientes que apresentavam mutações homozigotas em PTEN 

(bialelica) possuem pior resposta clinica comparados as alterações monoalelicas. 

Camundongos PTEN knockout mostraram que o gene PTEN é haploinsuficiente, ou 

seja a perda de uma cópia do gene aumenta a atividade tumoral (Di Cristofano et al. 

1999). Podemos inferir que a resposta clínica dos pacientes com LLA-T está 

relacionada a atividade fosfatase de PTEN (Silva et al. 2008), esse efeito foi descrito em 

outros tumores (Sansal &. Sellers 2004). Dessa maneira, supomos que pacientes 

homozigotos (bialelico) PTEN mutado apresentariam menor atividade da proteína em 

relação aos pacientes com alterações monoalelicas. 

Nossos resultados contradizem outros estudos da literatura publicados por Larson 

Gedman et al. (Leukemia 2009) e Gutierrez et al. (Blood 2009). Em nossa opinião, o 

trabalho publicado por Larson Gedman et al.,o qual não encontrou valor prognóstico 

significativo nas alterações genéticas no gene PTEN, pode ter superestimado o número 

de pacientes com mutações por ter sequenciado o pseudogene de PTEN (Figura 8). 

Gutierrez et al (2009) mostrou que pacientes com deleções citogenéticas de PTEN 

(agrupados bialelica e monoalelica juntos) apresentaram falha precoce na resposta ao 
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tratamento em comparação aos pacientes com PTEN selvagem ou com mutações que 

truncam a proteína no domínio fosfatase. Esses autores sugerem que as mutações em 

PTEN, que ocorrem exclusivamente no éxon 7 e preservam o domínio fosfatase não 

afetam a função de PTEN como as deleções. Contudo, a literatura tem mostrado que a 

proteína PTEN sem o domínio C2 reduz sua ligação a membrana, importante para sua 

atividade fosfatase e degrada mais rápido (Das et al. 2003). De fato, em nosso estudo 

anterior (Silva et al. 2008), pacientes PTEN mutados apresentavam menor quantidade 

de proteína PTEN e hiperativação da via PI3K/AKT, o que depõe em contra a hipótese 

levantada por Gutierrez et al. (2009) 

Chung et al. (2005) demonstrou a existência de motivos de localização nuclear na 

região C2 de PTEN que seria responsável pela entrada da proteína no núcleo da célula 

(Figura 6). Contudo, Gil et al. (2006) mostrou que esses motivos estão relacionados a 

exclusão nuclear da proteína, pois mutações nessa região levam ao acúmulo de PTEN 

no núcleo. A maioria de nossos pacientes apresentam mutações que levam a mudança 

no frame de leitura, ocasionando um stop códon precoce. Dessa maneira sugerindo que 

a proteína originada não apresentaria os motivos de exclusão nuclear (Figura 7). O 

recrutamento de PTEN para o núcleo reduz sua habilidade em antagonizar PI3K 

(Lindsay et al. 2006). Dessa maneira, facilitaria a hiperativação da via PI3K/AKT, 

mesmo sem ter havido alteração de seu domínio fosfatase. 

Por outro lado, a proteína PTEN possui 2 sítios de ubiquitinação K13 e o principal 

K289. O processo de mono-ubiquitinação é responsável pela entrada da proteína PTEN 

no núcleo. A proteína PTEN mutada em K289E acumula no citoplasma se comparada a 

proteína selvagem que possui distribuição equilibrada entre o núcleo e o citoplasma 

(Trotman et al. 2007 e Song et al. 2008). As mutações descritas não possuem o 

principal sítio de ubiquitinização o que levaria ao acumulo de PTEN no citoplasma 

(Song et al. 2008). 

Estamos realizando estudos para verificar a função da proteína PTEN mutada e as 

possíveis alterações na localização subcelular da mesma e o seu papel na LLA-T.  

Importante salientar que o número de pacientes analisados por Larson Gedman et 

al. e Guitierrez et al. foi pequeno (n=~44)  comparado ao do nosso estudo (62). As 
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diferenças nos protocolos de tratamento podem ter contribuído para as discrepâncias 

encontradas entre nossos trabalhos. Para finalizar, nós especulamos em nosso artigo 

que a inativação pós-traducional de PTEN (muito frequente em LLA-T, mas não ocorre 

da mesma maneira em todos os pacientes) pode atuar como um fator a atrapalhar as 

análises em trabalhos que apenas levam em consideração as lesões genéticas do gene 

PTEN.  

Clappier et al. (2011) propôs que a recaída emerge de subclones leucêmicos que 

adquirem nova alteração em oncogenes e genes supressores de tumor. A 

perda/mutação de PTEN foi descrita como possível responsável pela seleção clonal e 

ganho de malignidade das células leucêmicas da recaída e dessa maneira para 

resistência ao tratamento. Esses dados corroboram nossos resultados, em que 

pacientes PTEN mutados apresentaram menor resposta ao tratamento.  

Encontramos também relação significativa entre a ausência de CD10 (CALLA) e 

mutações em PTEN. CD10 ou CALLA (antígeno comum da LLA) é expresso 

normalmente em células progenitoras linfoídes e neutrófilos, sua presença apresenta 

uma tendência a melhor prognóstico nas LLA-B. Contudo, essa tendência não foi 

observada em LLA-T (Consolini et al. 1998). Assim sugerimos o uso de mutações em 

PTEN como mais um marcador de pior prognóstico da LLA-T. E possível alvo de 

desenvolvimentos de novas drogas. Contudo, como o número de pacientes PTEN 

mutados é pequeno (N=12) as análises devem ser consideradas com cautela. 
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pten            ATGACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATCAAGAGGATGGA 60 

pseudogene      AGGACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATCAAGAGGATGGA 60 

                * ********************************************************** 

LarsonGedman     G                          T 

 

pten            TTCGACTTAGACTTGACCTATATTTATCCAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAA 120 

pseudogene      TTCGACTTAGACTTGACCTATATTTATCTAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAA 120 

                **************************** ******************************* 

LarsonGedman                       G        T                         T 

 

pten            AGACTTGAAGGCGTATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTTTTTGGATTCAAAG 180 

pseudogene      AGACTTGAAGGCGTATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTTTTTGGATTCAAAG 180 

                ************************************************************ 

 

pten            CATAAAAACCATTACAAGATATACAATCTTTGTGCTGAAAGACATTATGACACCGCCAAA 240 

pseudogene      CATAAAAACCATTACAAGATACACAATCTTTGTGCTGAAAGACATTATGACACCGCCAAA 240 

                ********************* ************************************** 

LarsonGedman                         C 

 

pten            TTTAATTGCAGAGTTGCACAATATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTT 300 

pseudogene      TCTAATTACAGAGTTGCGCAATATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTT 300 

                * ***** ********* ****************************************** 

LarsonGedman     C     A         G 

 

pten            ATCAAACCCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCA 360 

pseudogene      ATCAAACCCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCA 360 

                ************************************************************ 

 

pten            GCAATTCACTGTAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTA 420 

pseudogene      GCAATTCACTGTAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTATAATGATTTATGCATATTTATTA 420 

                ************************************ ******* * ************* 

LarsonGedman                                        A       T A 

 

pten            CATCGGGGCAAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACC 480 

pseudogene      CATCGGGGCAAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACC 480 

                ************************************************************ 

 

pten            AGAGACAAAAAGGGAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTATTATAGCTAC 540 

pseudogene      AGAGACAAAAAGGGAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTACTATAGCTAC 540 

                ************************************************** ********* 

LarsonGedman               T                C                     C 

 

pten            CTGTTAAAGAATCATCTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGTTT 600 

pseudogene      CTGGTAAAGAATCATGTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGTTT 600 

                *** *********** ******************************************** 

LarsonGedman    A  GG          G         C 

 

!- exon 7 

pten            GAAACTATTCCAATGTTCAGTGGCGGAACTTGCAATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCAGCTA 660 

pseudogene      GAAACTATTCCAATGTTCAGTGGCGGAACTTGCAATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCAGCTA 660 

                ************************************************************ 

 

pten            AAGGTGAAGATATATTCCTCCAATTCAGGACCCACACGACGGGAAGACAAGTTCATGTAC 720 

pseudogene      AAGGTGAAGATGTATTCCTCCAATTCAGGACCCACACGATGGGAGGACAAGTTCATGTAT 720 

                *********** *************************** **** ************** 

LarsonGedman               G                        GA A    G              T 

LarsonGedman                                         TTT 

 

pten            TTTGAGTTCCCTCAGCCGTTACCTGTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAAA 780 

pseudogene      TTTGAGTTCCCTCAGCCGTTACCTGTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAAA 780 

                ************************************************************ 

LarsonGedman                T C AA  C        G AGA AT 

 

Exon 7  -! 

pten            CAGAACAAGATGCTAAAAAAGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATA 840 

pseudogene      CAGAACAAGATGCTAAAAAAGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATA 840 

                ************************************************************ 
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pten            CCAGGACCAGAGGAAACCTCAGAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATC 900 

pseudogene      CCAGGACCAGAGGAAACCTCAGAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATT 900 

                *********************************************************** 

LarsonGedman                                        C GG G                  T 

LarsonGedman                                             C 

 

pten            GATAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTA 960 

pseudogene      GATAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAGTATCTAGTACTTACTTTA 960 

                ***************************************** ****************** 

LarsonGedman                                             G      A 

 

pten            ACAAAAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAAT 1020 

pseudogene      ACAAAAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAAT 1020 

                ************************************************************ 

 

pten            TTTAAGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGC 1080 

pseudogene      TTTAAGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGC 1080 

                ************************************************************ 

 

pten            AGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATATTCT 1140 

pseudogene      AGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATATTCT 1140 

                ************************************************************ 

 

pten            GACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATT 1200 

pseudogene      GACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATT 1200 

                ************************************************************ 

 

pten            ACAAAAGTCTGA--- 1212 

pseudogene      ACAAAAGTCTGAATT 1215 

                ************ 

Figura 8: Alinhamento de PTEN e seu pseudogene (AF023139) com todas as 
mutações pontuais descritas por Larson Gedman et al.  Deleções e inserções não foram 
mostradas. Coincidências entre mutações de PTEN descritas por Larson Gedman et al 
e a sequencia do pseudogene de PTEN estão grafadas em amarelo. O início do éxon 7 
está destacado (hot spot de mutações de PTEN em LLA-T). 
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4- Capítulo II: Mutações de NOTCH1, 
expressão de PTEN e novas drogas 

contra a LLA-T 
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4.1- Introdução - NOTCH1  
 

NOTCH1 atua diretamente controlando o crescimento celular e o metabolismo. 

Palomero et al (2006) mostrou que NOTCH1 regula a proliferação celular da LLA-T 

diretamente e através da regulação da transcrição de c-MYC. MYC e HES1 são fatores 

de transcrição diretamente regulados por NOTCH1 os quais atuam no promotor do 

gene PTEN, sendo que o primeiro positivamente e o segundo negativamente (Palomero  

& Ferrando  2008). Contudo a sinalização via HES1 prevalece, dessa maneira NOTCH1 

regula negativamente o promotor do gene PTEN (Palomero et al. 2006) 

O gene NOTCH1 possui um importante papel na determinação do 

comprometimento dos linfócitos imaturos com a linhagem T (Radtke et al. 1999) e a 

manutenção deste comprometimento durante o desenvolvimento dos linfócitos T no 

timo, principalmente no estágio DN (CD4-/CD8-) (Schmitt et al. 2004). Trabalhos 

anteriores demonstraram que mutações nesse gene podem desencadear LLA-T em 

camundongos (Pear et al.1996).  

NOTCH1 sofre uma primeira clivagem no complexo de Golgi a caminho da 

superfície celular pela protease furin-like. Quando os ligantes Delta-Serrate-Lag2 (DSL) 

ativam a porção extracelular de NOTCH1 (NEC) iniciam uma cascata de clivagens na 

região transmembrana (NTM). A última clivagem por γ-secretase libera a porção 

intracelular de NOTCH1 (ICN), a qual atua na regulação transcricional no núcleo (Figura 

9) (Struhl & Adachi  1998; Artavanis-Tsakomas et al. 1999, Dumortier et al. 2006). 
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Figura 9: Ilustração da ativação de NOTCH 1. NOTCH1 sofre 2 clivagens após sua 
ligação com fatores de crescimento e entra no núcleo e ativa a transcrição (Adaptado 
de Gordon W R et al. 2008). 

 

  A forma madura do receptor NOTCH1 consiste em uma glicoproteína 

heterodimerica de classe I, formada após clivagem no domínio HD da proteína 

precursora (Figura 10) (Sulis, et al. 2008). NOTCH1 possui um domínio de regulação 

negativa PEST na região C-terminal. O domínio PEST regula o turnover de NOTCH1 e 

quando deletado, aumenta a estabilidade da proteína truncada. Weng et al. (2004) 

encontrou 56,2% das LLA-T analisadas com mutações nas regiões correspondentes a 

domínio HD (éxons 26 e 27) e ao domínio PEST (éxon34), sendo dessa maneira 

mutações ativadoras. No primeiro caso as mutações levariam a uma clivagem 

independente de ligante da proteína precursora e no segundo caso a forma ativa da 

proteína não seria degradada via FBXW7-ubiquitinação (Thompson et al. 2007). 

Mutações ativadoras de NOTCH1 em LLA-T pediátrica foram associadas a bom 
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prognóstico, principalmente quando combinadas com mutações de perda de função de 

FBXW7 (Asnafi et al. 2005). 

  

 
Figura 10: Esquema da proteína precursora NOTCH1, mostrando as Subunidades 
Extracelular (NEC) e transmembrana (NTM). HD = Domínio de heterodimerização, TM = 
domínio transmembrana, TAD = domínio de ativação da transcrição. Seta mostra o sítio 
de clivagem para a forma matura do receptor NOTCH1 (Weng et al. 2004).  

 

 Experimentos superexpressando em HSC de camundongos as mutações 

encontradas nos domínios HD ou PEST de NOTCH1 de LLA-T primárias mostraram 

que não são suficientes para desencadear a leucemia. Contudo a LLA-T é dependente 

dessa sinalização para sobrevivência e proliferação. Assim, mostrando que mutações 

em NOTCH1 seriam eventos adicionais que cooperariam com outros eventos 

oncogenicos influenciando o desenvolvimento do tumor. Esses tumores permanecem 

dependentes da sinalização de NOTCH1 (Chiang et al. 2008).  

 O processo de ativação de NOTCH1 envolve a clivagem por γ-secretase. 

Inibidores de γ-secretase (GSI) são capazes de bloquear a ativação de NOTCH1 

(Palomero et al. 2008). Originalmente, os GSI foram desenvolvidos para o tratamento 

de doenças neurodegenerativas (Kimberly & Wolfe 2003). Em linhagens celulares de 

LLA-T com mutações ativadoras de NOTCH1, os GSI induzem parada do ciclo celular 

(G0/G1), diminuem a viabilidade celular e induzem apoptose, desse modo, sugerindo o 

uso de GSI no tratamento das LLA-T (Lewis et al. 2007). 

A alta incidência de mutações ativadoras em NOTCH1 e a sua relação com a via 

de sinalização PI3K, tornou a inibição de NOTCH1 um atrativo para o desenvolvimento 

de novas drogas para o tratamento da LLA-T. Como mutações ativadoras de NOTCH1 
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não são suficientes para desencadear a LLA-T, mas é importante na proliferação e 

sobrevivência (Chiang et al. 2008), talvez mecanismos complementares de inibição da 

tumorigênese devam ser usados para o tratamento da LLA-T.  

NOTCH1 mutado em LLA-T pode ativar a via NF-κB, podendo esse ser um bom 

alvo terapêutico. Contudo, NF-κB sem a atuação de mutações ativadoras de NOTCH1 

não foi capaz de reproduzir a leucemia em camundongos, sugerindo outras vias de 

atuação de NOTCH1 na leucemia (Vilimas et al. 2007).  

Palomero et al. (2007) mostraram que linhagens de LLA-T resistentes a GSI não 

possuíam expressão proteica de PTEN ao contrario das linhagens GSI sensíveis. 

Desse modo, a resistência a GSI poderia estar relacionada a atividade da proteína 

PTEN. A perda de PTEN acelera a progressão da doença em modelos animais de LLA-

T NOTCH1 mutada, sugerindo que a ativação de NOTCH1 e a perda da atividade de 

PTEN colaboram com a indução da leucemia (Medyouf et al. 2009). A inativação de 

PTEN ativa a via de sinalização PI3K/AKT (Cully et al. 2006).  

NOTCH1 e a via de sinalização PI3K/AKT atuam conjuntamente na 

leucemogenese (Figura 11) (Gutierrez & Look 2007). As células de LLA-T com 

mutações ativadoras de NOTCH1 geram constitutivamente a forma ativa da proteína 

(ICN) que inibe a transcrição de PTEN (através de HES1). Sem o ‘freio’ de PTEN, 

ocorre hiperativação da via PI3K que ocasiona maior proliferação e sobrevivência da 

LLA-T (Figura 11A). A inibição de NOTCH1 por GSI libera a transcrição de PTEN, logo, 

freia-se a via PI3K/AKT, reduzindo a proliferação e aumentando a apoptose (Figura 

11B). Na ausência de PTEN, a ativação de PI3K/AKT leva a proliferação e 

sobrevivência da LLA-T independente da ativação de NOTCH1. Estas células são 

insensíveis aos GSI pois a mutação ‘driver’ é em PTEN e não em NOTCH1 (Figura 11 

C e D).  
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Na época em que o trabalho deste segundo capítulo foi feito, o conhecimento 

que se tinha de regulação transcricional de PTEN por NOTCH1 era de linhagens 

celulares de LLA-T. Os dados precisavam ser confirmados em amostras de pacientes. 

Em todo caso, nossos resultados anteriores indicavam que a principal inibição de PTEN 

nas LLA-T não se dá a nível transcricional (via NOTCH), mas pela inibição pós-

traducional por CK2 (Silva et al. 2008). Como mutações em NOTCH1 e 

mutações/inativação de PTEN são dois dos principais fatores que concorrem para a 

LLA-T (Gutierrez & Look, 2007) resolvemos testar se haveria vantagem no uso 

combinado de inibidor de GSI com inibidor de CK2. Esses resultados são apresentados 

na forma de artigo publicado. 
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4.2- Resultados - Manuscrito: 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Regulation of PTEN by CK2 and Notch1 in primary 
T-cell acute lymphoblastic leukemia: rationale for 
combined use of CK2- and γ-secretase inhibitors 

 
Ana Silva, Patrícia Y. Jotta, André B. Silveira, Daniel Ribeiro, Silvia R. Brandalise, J. 
Andrés Yunes e João T. Barata. 
 
Artigo em que divido a primeira autoria com Ana Silva 
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4.3- Discussão 
 

Dados da literatura, realizados com linhagens celulares, informavam que 

mutações ativadoras de NOTCH1 levam a aumento de expressão de HES1 e MYC, os 

quais têm diferente papel na regulação da transcrição de PTEN (Palomero et al. 2008, 

Palomero et al. 2006). Como nem sempre os resultados de linhagens celulares refletem 

aquilo que ocorre em células de pacientes, fizemos estudo para averiguar a expressão 

desses genes em aproximadamente 20 casos de LLA-T de pacientes, caracterizados 

quanto a mutações de NOTCH1.  

A expressão forçada de c-MYC é capaz de restaurar o crescimento das células 

leucêmicas de LLA-T cultivadas com inibidores de NOTCH1, mostrando que a ativação 

de NOTCH1 leva ao crescimento celular através da ativação de c-MYC (Palomero et al. 

2007). Nós encontramos uma maior expressão de MYC em pacientes NOTCH1 

mutados corroborando esses achados.  

Verificamos que pacientes mutados para NOTCH1 apresentam aumento na 

expressão de HES1 e diminuição de PTEN (mRNA) em relação a pacientes NOTCH1 

selvagem. Desse modo, é provável que NOTCH1 diminua a transcrição do gene PTEN 

via o repressor HES-1 como descrito em linhagens de LLA-T (Palomero et al 2007). 

Usando inibidores de NOTCH1 (γ-secretases), verificamos aumento da expressão 

proteica de PTEN em linhagem celular de LLA-T. Contudo, pouco adianta ter mais 

proteína PTEN quando a mesma está inativada por fosforilação (Silva et al. 2008; Song 

et al. 2012). Em suma, contribuem para a hiperativação da via PI3K/AKT nas LLA-T 

primárias tanto a repressão transcricional de PTEN via NOTCH1 quanto a pós- 

traducional via CK2.  

Ao inibirmos NOTCH1 em linhagem celular TAIL7 por GSI observamos que a 

quantidade da proteína PTEN aumentou, contudo estava inativada (fosforilação do 

resíduo Ser380 por CK2). A LLA-T superexpressa CK2 (Silva A, et al. 2008). Dessa 

maneira, PTEN estaria inativa e estável, justificando a maior quantidade de proteína 

PTEN nas LLA-T em comparação a timócitos normais.  
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Testes clínicos de fase I mostraram toxicidade intestinal e nenhuma resposta 

significativa ao uso de GSI (MK-0752) em pacientes com LLA-T refratária. Contudo ao 

combinar com o uso de glicocorticóides, camundongos xenógrafos de LLA-T 

apresentaram redução significativa do tumor e da toxicidade. Esse efeito pode ser 

devido ao fato de NOTCH1 regular negativamente a expressão dos receptores de 

glicocorticóides (Samon et al. 2012). Assim, a atividade antitumoral seria devido ao 

aumento da eficiência de atuação dos glicorticoides.  

mTOR (mamalian target of rapamycin)  é um efetor direto da via de sinalização 

PI3K/AKT, mas sua atividade também é controlada por outras vias de sinalização que 

incluem a via de RAS (Martelli et al. 2012). A ativação constitutiva de mTORC é comum 

em LLA-T, constituindo um potencial alvo terapêutico. O uso de inibidores de mTOR de 

primeira geração (rampamycin/rapalog family) em modelos preclinicos de LLA-T 

mostrou resultados fracos. Uma possível estratégia para melhorar a eficiência seria a 

inibição conjunta das vias de sinalização da PI3K e mTOR (Evangelisti et al. 2011). 

Espera-se que a inibição conjunta de várias vias de sinalização de sobrevivência celular 

nas LLA-T tenha melhores efeitos. Gutierrez & Look (2007) sugerem o uso combinado 

como alvos terapêuticos de NOTCH1 e da via PI3K/AKT. Em nosso estudo anterior 

mostramos que PTEN está inativado nas LLA-T por CK2 (SIlva et al. 2008), assim 

devem ser resistentes a GSI como mostrado em estudos com linhagens celulares 

(Palomero et al. 2007). Tanto NOTCH1 quanto CK2 inativam a proteína PTEN de 

maneira complementar. Nesse trabalho, especulamos que a combinação de inibidores 

de NOTCH1 (GSI) e CK2 (DRB e TBB) poderia restaurar a atividade supressora tumoral 

de PTEN e inibir a proliferação e sobrevivência da LLA-T. Contudo não solucionaria em 

18% dos casos de LLA-T que possuem mutações em PTEN. 

A combinação desses inibidores reduziu significativamente a proliferação e a 

viabilidade das células leucêmicas, mostrando um efeito maior que quando usados 

isoladamente. Mutações ativadoras de NOTCH1 ocorrem em 50% (Weng et al. 2004) e 

a hiperativação da via PI3K/AKT pela inativação de PTEN em 87,5% das LLA-T (Silva 

et al. 2008). Desse modo, a inibição conjunta de NOTCH1 e CK2 parece ser um 
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promissor alvo terapêutico para o tratamento da LLA-T. Experimentos in vivo são 

necessários para maiores conclusões sobre o efeito combinado desses inibidores. 

Contudo é importante lembrar que PTEN não é o único regulador da via 

PI3K/AKT nas células T, SHIP1 também é capaz de converter PIP3 em PIP2. Níveis 

baixos de SHIP1 e inativação de PTEN foram descritos em LLA-T, desse modo 

podendo haver um efeito cooperativo dessas fosfatases para a hiperativação da via 

PI3K/AKT (Lo et al. 2009). 

Subramaniam et al. (2012) mostraram que sem a regulação adequada PI3Kγ e 

PI3Kδ podem levar ao processo oncogênico em células progenitoras T e fornecem 

suficiente sinal de crescimento e sobrevivência celular para a manutenção das células 

do tumor. Dessa maneira reforçando o importante papel da regulação da via PI3K, e 

logo de PTEN.  

Assim a restauração da atividade supressora tumoral de PTEN pode ser uma 

importante via no tratamento das LLA-T. Apesar da importância de PTEN como 

supressor tumoral, avanços na área de alvos terapêuticos ainda são pequenos (Song et 

al. 2012). Sugerimos como alvos terapêuticos a combinação de inibidores NOTCH1 e 

CK2 nas LLA-T pediátricas. 
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5- Conclusão 
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1- Mutações em PTEN ocorrem em 18% dos casos de LLA-T pediátrica 

e estão concentradas no éxon 7, caracterizando um hot spot. 

2- A maioria (80%) dos pacientes PTEN mutados não atingiram a 

remissão clínica ao final da indução (D28) e apresentam menor 

Sobrevida Global. 

3- Mutações de NOTCH1 regulam negativamente a expressão de PTEN 

em LLA-T primária. 

4- Inibidores de NOTCH1 e CK2 combinados reduzem, de maneira 

sinérgica, a proliferação celular em linhagens de LLA-T e a 

viabilidade celular em LLA-T primária. 

 

 

 

  



 

53 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6- Referências  



 

54 

 

1- Adolfsson J, Månsson R, Buza-Vidas N, Hultquist A, Liuba K, et al. (2005) 
Identification of Flt3+ lympho-myeloid stem cells lacking erythro-megakaryocytic 
potential are vised road map for adult blood lineage commitment. Cell 121(2): 295-
306. 
2- Aifantis I, Raetz E, Buonamici S. (2008) Molecular pathogenesis of T-cell 
leukaemia and lymphoma. Nature Reviews Immunology 8: 380-390. 
3- Al-Khouri A M, Ma Y, Togo S H, Williams S, Mustelin T (2005) Cooperative 
Phosphorylation of the Tumor Suppressor Phosphatase and Tensin Homologue 
(PTEN) by Casein Kinases and Glycogen Synthase Kinase 3β. The Journal of 
Biological Chemistry 280 (42): 35195–35202. 
4- Anderson G, Harman B C, Hare K J, Jenkinson E J (2000) Microenvironmental 
regulation of T cell evelopment in the thymus. Seminars in Immunology. 12: 457–
464. 
5- Artavanis-Tsakonas S, Rand M D, Lake R J (1999) Notch Signaling: Cell Fate 
Control and Signal Integration in Development. Science 284: 770-776. 
6- Asnafi V, Buzyn A, Le Noir S, Baleydier F, Simon A, et al. (2005) Impact of TCR 
status and genotype on outcome in adult T acute lymphoblastic leukemia: a 
LALA-94 study. Blood.105: 3072-3078. 
7- Astoul E, Edmunds C, Cantrell D A, Ward S G (2001). PI 3-K and T-cell 
activation: limitations of T-leukemic cell lines as signaling models. Trends 
Immunol. 22:490–496. 
8- Barata J T, Silva A, Brandao J G, Nadler L M, Cardoso A A, Boussiotis V A. 
(2004) Activation of PI3K is indispensable for Interleukin 7- mediated viability, 
proliferation, glucose use, and growth of T cell acute lymphoblastic leukemia 
cells. J Exp Med 200:659-669.  
9- Cantley L C & Neel B G, (1999) New insights into tumor suppression: PTEN 
suppresses tumor formation by restraining the phosphoinositide 3-kinaseyAKT 
pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 4240–4245. 
10- Chiang M Y, Xu L, Shestova O, Histen G, L’Heureux S, et al. (2008). Leukemia-
associated NOTCH1 alleles areweak tumor initiators but accelerate K-ras–initiated 
leukemia. The Journal of Clinical Investigation 118(9): 3181-3194. 
11- Chung J, Ginn-Pease M E, Eng Charis (2005) Phosphatase and Tensin 
Homologue Deleted on Chromosome 10 (PTEN) Has Nuclear Localization Signal–
Like Sequences for Nuclear Import Mediated by Major Vault Protein. Cancer Res 
65(10): 4108-4116. 
12- Clappier E, Gerby B, Sigaux F, Delord M,  Touzri F, et al. (2011). Clonal 
selection in xenografted human T cell acute lymphoblastic leukemia recapitulates 
gain of malignancy at relapse. J. Exp. Med. 208(4):653-661.  
13- Consolini R, Legitimo A, Rondelli R, Guglielmi C, Barisone E, et al. (1998) 
Clinical relevance of CD10 expression in childhood ALL. Haematologica 83:967-
973. 
14- Coustan-Smith E, Mullighan C G, Onciu M, Behm F G, Raimondi S C, et al. 
(2009) Early T-cell precursor leukaemia: a subtype of very high-risk acute 
lymphoblastic leukaemia. Lancet Oncol. 10(2):147-56.  



 

55 

 

15- Cully, M., You, H., Levine, A.J., and Mak, T.W. (2006). Beyond PTEN 
mutations: the PI3K pathway as an integrator of multiple inputs during 
tumorigenesis. Nat Rev Cancer 6:184-192.  
16- Das S, Dixon J E, Cho W (2003) Membrane-binding and activation 
mechanism of PTEN. Proc Natl Acad Sci U S A.24;100(13):7491-7496. 
17- Di Cristofano A B, Pesce C, Cordon-Cardo, Pandolfi P P (1998) Pten is essential 
for embryonic development and tumour suppression. Nat. Genet. 19:348–355. 
18- Di Cristofano A, Kotsi P,.Peng Y F, Cordon-Cardo C, Elkon K B,. Pandolfi P P 
(1999) Impaired Fas response and autoimmunity in Pten-/- mice. Science. 
285:2122–2125. 
19- Dumortier A, Jeannet R, Kirstetter P, Kleinmann E, Sellars M, et al. (2006) Notch 
Activation Is an Early and Critical Event during T-Cell Leukemogenesis in Ikaros-
Deficient Mice. Molecular and Cellular Biology 26(1): 209–220. 
20- Evangelisti C, Ricci F, Tazzari P, Tabellini G, Battistelli M, et al. (2011) Targeted 
inhibition of mTORC1 and mTORC2 by active-site mTOR inhibitors has cytotoxic 
effects in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 25: 781-791. 
21- Ferrando A A, Neuberg D S, Staunton J, Loh M L, Huard C, et al. (2002) Gene 
expression signatures define novel oncogenic pathways in T cell acute 
lymphoblastic leukemia. Cancer Cell 1: 75–87. 
22- Larson Gedman A, Chen Q, Kugel Desmoulin S, Ge Y, LaFiura K et al. (2009) 
The impact of NOTCH1, FBW7 and PTEN mutations onprognosis and downstream 
signaling in pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia:A report from the 
Children’s Oncology Group. Leukemia 23:1417–1425. 
23- Gil A, Andres-Pons A, Fernandez E, Valiente M, Torres J, et al. (2006) Nuclear 
Localization of PTEN by a Ran-dependent Mechanism Enhances Apoptosis: 
Involvement of an N-Terminal Nuclear Localization Domain and Multiple Nuclear 
Exclusion Motifs. Molecular Biology of the Cell: 17: 4002–4013. 
24- Goldberg J M, Silverman L B, Levy D E, Dalton V K, Gelber R D, et al. (2003) 
Childhood T-cell acute lymphoblastic leukemia: the Dana-Farber Cancer Institute 
acute lymphoblastic leukemia consortium experience. J Clin Oncol. 21(19): 3616-
3622. 
25- Gordon W R,  Arnett K L, Blacklow S C. (2008). The molecular logic of Notch 
signaling -- a structural and biochemical perspective. J Cell Sci 2008;121:3109-
3119 
26- Graux C, Cools J, Michaux L, Vandenberghe P, Hagemeijer A. (2006) 
Cytogenetics and molecular genetics of T-cell acute lymphoblastic leukemia from 
thymocyte to lymphoblast. Leukemia20(9):1496-1510. 
27- Grenman C, Stephens P, Smith R, Dalgliesh G L, Hunter C, Bignell G et al.(2007). 

Patterns of somatic mutations in human cancer genomes. Nature 446(7132):153-158. 

28- Guidos C J (2006) Synergy between the pre–T cell receptor and Notch: 
cementing the αβ lineage choice. The Journal of Experimental Medicine 203(10): 
2233-2237. 
29- Gutierrez A, Sanda T, Grebliunaite R, Carracedo A, Salmena L, et al. (2009) High 
frequency of PTEN, PI3K, and AKT abnormalities in T-cell acute lymphoblastic 
leukemia. Blood. 114(3):647-50. 



 

56 

 

30- Gutierrez A, Look AT. (2007) NOTCH and PI3K-AKT Pathways Intertwined 
Cancer Cell. 12(5): 411-3. 
31- Heinzel K, Benz C, Martins V C, Haidl I D, Bleul C C (2007) Bone marrow-
derived hemopoietic precursors commit to the T cell lineage only after arrival in 
the thymic microenvironment. J Immunol. 178(2): 858-68. 
32- Hsu J, Shi Y, Krajewski S, Renner S, Fisher M, Reed J C, et al. (2001). The AKT 
kinase is activated in multiple myeloma tumor cells. Blood. 98:2853–2855. 
33- Kebriaei P, Anastasi J, Larson R A, (2003) Acute lymphoblastic leukemia: 
diagnosis and classification. Best Practice & Reseaarch Clinical Haematology 15(4): 
597-621. 
34- Kimberly W T & Wolfe M S (2003) Identity and Function of γ-Secretase Journal 
of Neuroscience Research 74:353–360  
35- Kraszewska M D, Dawidowska M, Szczepanski T, Witt M (2012) T-cell acute 
lymphoblastic leukaemia: recent molecular biology findings. Br J Haematol. 
156(3):303-15. 
36- Kuo T C & Schlissel M S (2009) Mechanisms controlling expression of the 
RAG locus during lymphocyte development. Current Opinion in Immunology  
21:173–178 
37- Lee J, Yang H, Georgescu M, Cristofano A D, Maehama T, et al. (1999) Crystal 
Structure of the PTEN Tumor Suppressor: Implications for Its Phosphoinositide 
Phosphatase Activity and Membrane Association. Cell 99: 323–334 
38- Lewis H D, Leveridge M,. Strack P R, Haldon C D, O’Neil J, et al. (2007) 
Apoptosis in T Cell Acute Lymphoblastic Leukemia Cells after Cell Cycle Arrest 
Induced by Pharmacological Inhibition of Notch Signaling. Chemistry & Biology 14: 
209–219. 
39- Lindsay Y, McCoull D, Davidson L, Leslie N R, Fairservice A, et al. (2006) 
Localization of agonist-sensitive PtdIns(3,4,5)P3reveals a nuclear pool that is 
insensitive to PTEN expression. Journal of Cell Science 119 (24): 5160-5168. 
40- Lo T C , Barnhilla L M, Kima Y, Nakaea E A, Yub A L, Dicciannia M B (2009) 
Inactivation of SHIP1 in T-cell acute lymphoblastic leukemia due to mutation and 
extensive alternative splicing. Leukemia Research 33: 1562–1566. 
41- Martelli A M, Chiarini F, Evangelisti C, Cappellini A, Buontempo F, et al. (2012) 
Two hits are better than one: targeting both phosphatidylinositol 3-kinase and 
mammalian target of rapamycin as a therapeutic strategy for acute leukemia 
treatment. Oncotarget 3: 371-394 
42- Maser RS, Choudhury B, Campbell P J, Feng B, Wong K K, et al. (2007) 
Chromosomally unstable mouse tumours have genomic alterations similar to 
diverse human cancers. Nature 447: 966-971. 
43- O’Neil J, Shank J, Cusson N, Murre C, Kelliher M (2004) TAL1/SCL induces 
leukemia by inhibiting the transcriptional activity of E47/HEB. Cancer Cell 5: 587-
596.  
44- Palomero T, Lim W K,.Odom D T, Sulis M L, Real P J, et al. (2006) NOTCH1 
directly regulates c-MYC and activates a feed-forward-loop transcriptional 
network promoting leukemic cell growth. Proc. Natl. Acad. Sci 103(48): 18261–
18266. 



 

57 

 

45- Palomero T, Sulis M L, Cortina M, Real P J, Barnes K, et al. (2007) Mutational 
loss of PTEN induces resistance to NOTCH1 inhibition in T-cell leukemia. Nature 
Medicine 13(10):1203-1210. 
46- Palomero T, Dominguez M, Ferrando A A (2008) The role of the PTEN/AKT 
pathway in NOTCH1-induced leukemia. Cell Cycle 7(8): 965-970. 
47- Palomero T & Ferrando A (2008) Oncogenic NOTCH1Control of MYC and 
PI3K: Challenges and Opportunities for Anti-NOTCH1 Therapy in T-Cell Acute 
Lymphoblastic Leukemias and Lymphomas. Clin Cancer Res 14(17): 5315-5317. 
48- Pear W S, Aster J C, Scott, M L, Hasserjian R E, Softer B, et al. (1996). 
Exclusive Development of T cell Neoplasms in Mice Transplanted with Bone 
Marrow Expressing Activated Notch Alleles. J. Exp. Med.183: 2283-2291. 
49- Pieters R & Carroll W L (2008) Biology and treatment of acute lymphoblastic 
leukemia. Pediatric Clinics of North America.55: 1–20. 
50- Pui J C, Allman D, Xu L, DeRocco S, Kadesch T, et al. (1999) NOTCH1 
expression in early lymphopoesis influences B versus T lineage determination. 
Immunity 11: 299-308.  
51- Pui CH & Evans W E (2006) Treatment of acute lymphoblastic leukemia. The 
New England Journal of Medicine 354(2): p. 166-178. 
52- Radtke F, Wilson A, Stark G, Bauer M, van Meerwijk J, et al. (1999). Deficient T 
Cell Fate Specification in Mice with an Induced Inactivation of NOTCH1. Immunity 
10: 547–558. 
53- Rodewald H-R (2008) Thymus Organogenesis. Annu. Rev. Immunol.  26: 355–
388 
54- Rothenberg E V,. Moore J E, and Yui M A (2008) Launching the T-Lineage 
Developmental Programme Nat Rev Immunol. 8(1): 9–21. 
55- Samon J B, Castillo-Martin M, Hadler M, Ambesi-Impiobato A, Paietta E, (2012) 
Preclinical Analysis of the γ-Secretase Inhibitor PF-03084014 in Combination with 
Glucocorticoids in T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia. Mol Cancer Ther 11(7): 
1565-1575. 
56- Sansal I & Sellers W R (2004) The Biology and Clinical Relevance of the 
PTEN Tumor Suppressor Pathway. Journal of Clinical Oncology 22(14): 2955-2963. 
57- Schade A E, Powers J J, Wlodarski M W, Maciejewski J P. (2006). 
Phosphatidylinositol-3-phosphate kinase pathway activation protectsleukemic 
large granular lymphocytes from undergoing homeostatic apoptosis. Blood. 
107:4834–4840. 
58- Schmitt, T M, Ciofani M, Petrie H T, Zuniga-Pflucker J C (2004) Maintenance of 
T cell specification and differentiation requires recurrent notch receptor-ligand 
interactions. J Exp Med. 200:469-479. 
59-  Scrideli C A, Assumpção J G, Ganazza M A, Araújo M, Toledo S R, et al. (2009) 
A simplified minimal residual disease polymerase chain reaction method at early 
treatment points can stratify children with acute lymphoblastic leukemia into good 
and poor outcome groups. Haematologica 94(6): 781–789. 
60- Shen W H, Balajee A S, Wang J, Wu H, Eng C, Pandolfi P P, Yin Y (2007) 
Essential role for nuclear PTEN in maintaining chromosomal integrity. Cell 
128(1):157-170. 



 

58 

 

61- Silva A, Yunes J A, Cardoso B A, Martins L R, Jotta P Y, et al. (2008)  PTEN 
posttranslational inactivation and hyperactivation of the PI3K/AKT pathway 
sustain primary T cell leukemia viability. J Clin Invest. 118(11):3762-3774. 
62- Song M S, Salmena L, Pandolfi P P. (2012) The functions and regulation of the 
PTEN tumour suppressor. Nature Reviews-Molecular Cell Biology 13: 283-296 
63- Struhl G & Adachi A (1998) Nuclear Access and Action of Notch In Vivo. Cell 
93: 649–660. 
64- Subramaniam P S, Whye D W, Efimenko E, Chen J, Tosello V, (2012) Targeting 
nonclassical oncogenes for therapy in T-ALL. Cancer Cell. 21(4): 459-72.  
65- Sulis M L, Williams O, Palomero T, Tosello V, Pallikuppam S, et al. (2008) 
NOTCH1 extracellular juxtamembrane expansion mutations in T-ALL. 
Blood112(3):733-40 
66- Suzuki A, de la Pompa J L, Stambolic V, Elia A J, Sasaki T, et al. (1998). High 
cancer susceptibility and embryonic lethality associated with mutation of the 
PTEN tumor suppressor gene in mice. Curr. Biol. 8:1169–1178. 
67- Takahama Y (2006) Journey through the thymus: stromal guides for T-cell 
development and selection. Nat Rev Immunol. 6 (2):127-135.  
68- Thompson B J, Buonamici S, Sulis M L, Palomero T, Vilimas T, et al. (2007) The 
SCF FBW7 ubiquitin ligase complex as a tumor suppressor in T cell leukemia. The 
Journal of Experimental Medicine 204(8): 1825-1835.  
69- Trotman L C, Wang X, Alimonti A, Chen Z, Teruya-Feldstein J, et al.(2007) 
Ubiquitination regulates PTEN nuclear import and tumor suppression. Cell. 
128(1):141-156. 
70- Uckun F M, Gaynon P S, Sensel M G, Nachman J, Trigg M E, et al. (1997) 
Clinical features and treatment outcome of childhood T lineage acute 
lymphoblastic leukemia according to the apparent maturational stage of T lineage 
leukemic blasts: a Children’s Cancer Group study. J. Clin. Oncol. 15, 2214–2221. 
71- Van Vlierberghe P, Palomero T, Khiabanian H, Van der Meulen J, Castillo M, 
(2010) PHF6 mutations in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Nat Genet. 
42(4):338-342. 
72- Vilimas T, Mascarenhas J, Palomero T, Mandal M, Buonamici S, et al. (2007) 
Targeting the NF-kB signaling pathway in NOTCH1-induced T-cell leukemia. 
Nature Medice 13(1): 70-77. 
73- Vivanco I e Sawyers C L, (2002) The phosphatidylinositol 3-kinase–AKT 
pathway in human cancer. Nature Reviews - Cancer 2: 489-501. 
74- Xu Q, Simpson S E, Scialla T J, Bagg A, Carroll M. (2003). Survival of acute 
myeloid leukemia cells requires PI3 kinase activation. Blood.102:972–980. 
75- Yasutomo K, Doyle C, Miele L,.Germain R (2000) The duration of antigen 
receptor signalling determines CD4+ versus CD8+ T-cell lineage fate. Nature 404: 
506-510. 
76- Washburn T, Schweighoffer E, Gridley T, Chang D, Fowlkes B J, et al. (1997) 
Notch Activity Influences the ab versus gd T Cell Lineage Decision. Cell 88: 833-
843. 
77- Whelan J T, Forbes S L, Bertrand F E (2007)  CBF-1 (RBP-Jk) Binds to the 
PTEN Promoter and Regulates PTEN Gene Expression. Cell Cycle 6(1): 80-84. 



 

59 

 

78- Welch H, Eguinoa A, Stephens L R, Hawkins P T(1998) Protein Kinase B and 
Rac Are Activated in Parallel within a Phosphatidylinositide 3OH-kinase-controlled 
Signaling Pathway. The Journal of Biological Chemistry  273(18): 11248–11256. 
79- Weng A P, Ferrando A A, Lee W, Morris IV J P, Silverman L B, et al. (2004). 
Activating Mutations of NOTCH1 in Human T Cell Acute Lymphoblastic Leukemia. 
Science 306: 269-271.  
80- Zhang J, Grindley J C, Yin T, Jayasinghe S, He X C, et al. (2006). PTEN 
maintains haematopoietic stem cells and acts in lineage choice and leukaemia 
prevention. Nature 441:518-522.  
81- Zhang J, Ding L, Holmfeldt L, Wu G, Heatley S L, et al. (2012) The genetic basis 
of early T-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia. Nature 481(7380):157-163. 
82- Zenatti PP, Ribeiro D, Li W, Zuurbier L, Silva MC, et al. (2011) Oncogenic IL7R 
gain-of-function mutations n childhood T-cell acute lymphoblastic leukemia. 
Nature Genetics, 4;43(10):924-941. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

60 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7- Anexo: Comprovante de aprovação 
do Comitê de Ética Local  

 



 

61 

 

 

 


	capa da tese
	TESE pos-banca 101012
	1- Introdução
	1.1- A Leucemia Linfóide Aguda de linhagem T
	1.2- O desenvolvimento de Linfócitos T
	1.3- Alterações genéticas na LLA-T
	1.4- Via de sinalização PI3K/Akt

	2- Objetivos
	3- Capítulo I: PTEN na LLA-T
	3.1- Introdução - PTEN (Phosphatase and tensin homolog)
	3.2- Resultados - Manuscrito:
	3.3- Discussão

	4- Capítulo II: Mutações de NOTCH1, expressão de PTEN e novas drogas contra a LLA-T
	4.1- Introdução - NOTCH1

	/
	4.2- Resultados - Manuscrito:
	/
	/
	/
	/
	/
	/
	/
	4.3- Discussão

	5- Conclusão
	6- Referências
	7- Anexo: Comprovante de aprovação do Comitê de Ética Local


