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RESUMO 

A leucemia linfocítica crónica (LLC) caracteriza-se pela proliferação e acumulação de linfócitos 

B monoclonais, sendo a leucemia com maior prevalência nos países ocidentais. O stresse 

oxidativo desempenha um papel fundamental na ativação de vias inflamatórias que levam à 

transformação de uma célula normal numa célula tumoral facilitando a sobrevivência, 

proliferação e resistência à terapêutica. Nessa linha, o NRF2 surge como o principal regulador 

do stresse oxidativo, tendo-se verificado que os seus níveis se encontram aumentados em 

células de LLC. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de dois moduladores do NRF2, 

Brusatol e ML385, em linfócitos de sangue periférico de doentes de LLC. Foram isoladas, por 

gradiente de ficol, células mononucleares de 13 doentes com LLC. As células foram incubadas 

com Brusatol (5, 10, 25, 50 e 100 nMol) e ML385 (5, 10, 25, 50 e 100 µMol) e o efeito citotóxico 

dos fármacos foi avaliado por Fluorometric Microculture Cytotoxicity Assay (FMCA) às 24h e 

48h. Avaliamos a morte celular por apoptose através de citometria de fluxo após 24h de 

incubação com 100nM de Brusatol e 100µM de ML385, recorrendo à anexina V. Realizamos 

a análise dos resultados para o total da população (n=13) e por grupos de estádio de risco, 

inicial (n=8) – Binet A e B e avançado (n=5) – Binet C. O ensaio FMCA revelou um efeito 

citotóxico superior do Brusatol comparativamente ao ML385. O efeito do Brusatol na 

diminuição da taxa de sobrevivência das células é essencialmente dependente da dose e 

estádio da doença, tendo-se observado uma diminuição mais acentuada da sobrevivência em 

doentes em estádio avançado. Apesar de o ML385 não ter demonstrado um efeito significativo 

na diminuição da sobrevivência celular, este é mais acentuado às 48h nos doentes de estádio 

avançado. Por citometria de fluxo verificou-se que os compostos induziram morte celular por 

apoptose, sendo o efeito do Brusatol mais evidente. Nas células tratadas com Brusatol 

observou-se um aumento de 68,14% de linfócitos B neoplásicos em apoptose, e de 34,19% 

na presença de ML385, não se verificando toxicidade significativa nos linfócitos B e T normais, 

comparativamente ao controlo. Os nossos resultados revelaram que o Brusatol induz a morte 

celular em células de LLC, com baixa citotoxicidade para as células normais, evidenciando o 

seu possível potencial terapêutico, sobretudo em doentes em estádio avançado. Este estudo 

realçou ainda o possível envolvimento do NRF2 no desenvolvimento e progressão da doença 

de LLC, tal como sugerido em estudos anteriores. 

 

PALAVRAS-CHAVE: “LEUCEMIA LINFOCÍTICA CRÓNICA”, “KEAP1-NRF2”, “CULTURAS 

PRIMÁRIAS”, “STRESSE OXIDATIVO”, “NOVAS TERAPÊUTICAS” 
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ABSTRACT 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the proliferation and accumulation of 

monoclonal B lymphocytes, being the most prevalent leukemia in western countries. Oxidative 

stress plays a fundamental role in the activation of inflammatory pathways that lead to the 

transformation of a normal cell into a tumor cell, helping the survival, proliferation and 

resistance to the treatment. Thus, NRF2 emerge as the master regulator of oxidative stress, 

having already been verified that its levels are increased in LLC cells. The aim of this study 

was to evaluate de effect of two NRF2 modulators, Brusatol and ML385, on peripheral blood 

lymphocytes from CLL patients. Mononuclear cells from 13 patients with CLL were isolated by 

ficol gradient. Cells were incubated with Brusatol (5, 10, 25, 50 e 100 nMol) or ML385 (5, 10, 

25, 50 e 100 µMol) and the cytotoxic effect of the drugs was evaluated by Fluorometric 

Microculture Cytotoxicity Assay (FMCA) at 24h and 48h. We evaluated the cell death by 

apoptosis by flow cytometry after 24h of incubation with 100nM Brusatol and 100µM ML385, 

using annexin V. The analysis of the results was carried out for the total of the samples (n=13) 

and for groups of stage, initial (n=8) - Binet A and B, and advanced (n=5) - Binet C. The FMCA 

assay revealed a higher cytotoxic effect of Brusatol compared to ML385. The effect of Brusatol 

in decreasing the survival rate of cells is essentially dependent on the dose and stage of the 

disease, with a more pronounced decrease in survival in patients in advanced stage. Despite 

the fact that in cells incubated with ML385, no significant effect was observed in decreasing 

cell survival, this is more pronounced at 48h in advanced stage patients. By flow cytometry it 

was found that the compounds induced cell death by apoptosis, being the effect of Brusatol 

more evident. In cells treated with Brusatol, there was an increase of 68.14% of neoplastic B 

lymphocytes in apoptosis, and of 34.19% in the presence of ML385, with no significant toxicity 

in normal B and T lymphocytes, compared to the control. Our results revealed that Brusatol 

induces cell death in CLL cells, with low cytotoxicity for normal cells, showing its possible 

therapeutic potential, especially in patients at advanced stage. Thus, this study highlighted the 

possible involvement of NRF2 in the development and progression of LLC disease, as 

suggested in previous studies. 

 

 

KEYWORDS: “CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA”, “KEAP1-NRF2”, “PRIMARY 

CULTURES”, “OXIDATIVE STRESS”, "NEW THERAPIES" 
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INTRODUÇÃO  

A leucemia linfocítica crónica (LLC) é uma patologia maligna indolente caracterizada pela 

proliferação e acumulação de linfócitos B monoclonais maduros no sangue, na medula óssea 

e nos gânglios linfáticos.[1-4] A imunofenotipagem clássica destas células evidencia uma 

expressão elevada dos marcadores de superfície CD5, CD19 e CD23 e baixa expressão de 

CD20. [5] A LLC é a leucemia com maior prevalência nos países ocidentais.[1-4] De acordo 

com a Sociedade Europeia de Oncologia Médica, esta patologia apresenta uma incidência de 

4,2 casos por 100.000 habitantes anualmente, valor este que tende a aumentar com a 

idade.[1] A idade ao diagnóstico é, em média, de 72 anos, sendo mais prevalente no sexo 

masculino. Embora a maioria dos casos sejam esporádicos, sabe-se que uma história familiar 

de LLC positiva representa um aumento do risco de seis a nove vezes, evidenciando uma 

componente hereditária. [1, 6]  

A etiologia subjacente à génese da LLC permanece desconhecida, no entanto, diversos 

estudos apontam para a preponderância dos fatores genéticos em detrimento dos fatores 

ambientais.[3, 6-8] 

Atualmente, a suspeita de um doente com LLC surge principalmente após sucessivos 
controlos analíticos onde se observa uma linfocitose persistente e monoclonal.[3, 4] Apenas 

uma minoria dos doentes, cerca de 5 a 10%, apresenta sintomatologia como sintomas B 

(perda de peso involuntária ≥10% nos últimos 6 meses, febre superior a 38°C e suores 

noturnos), fadiga, infeções de repetição, entre outros.[3] Ao exame físico é possível objetivar, 

em cerca de 50 a 90%, a presença de adenopatias principalmente nas regiões, cervical, axilar 

e supraclavicular.[3]  

O diagnóstico é estabelecido pela contagem de linfócitos B monoclonais, com o imunofenótipo 

característico de LLC, superior a 5x109 por litro no sangue periférico durante pelo menos três 

meses.[1, 2, 9] Atualmente, dois sistemas de estadiamento clínico são amplamente aceites 

para a LLC, os sistemas de Binet e Rai.[1-3, 9]  Estas ferramentas utilizam critérios clínico-

analíticos e são importantes para estratificação do risco e prognóstico dos doentes, como 

podemos ver na Tabela 1.[1-3] O estadiamento de Rai, criado em 1975, foi posteriormente 

modificado passando a apresentar três grupos de risco e tem em consideração a presença de 

adenomegálias, hepatoesplenomegália e os valores de plaquetas e hemoglobina.[1-3] Já o 

sistema de estadiamento de Binet, que surgiu em 1981, é baseado na avaliação de cinco 

regiões de tecidos linfoides (gânglios cervicais, axilares, inguinal, baço e fígado) 

potencialmente envolvidos e na existência de anemia ou trombocitopenia.[1-3] 
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Tabela 1- Sistemas de estadiamento para LLC e correspondentes grupos de prognóstico. (adaptado 

de Eichhorst et al). [1] 

Rai Binet Prognóstico 

0 Linfocitose > 5 x 109/l A 

Hb ≥100 g/l  

Plaquetas ≥ 100 x 109/l 

< 3 regiões linfoides 

envolvidasa 

Baixo risco 

I Linfocitose e linfadenopatia 

B 

Hb ≥ 100 g/l  

Plaquetas ≥ 100 x 109/l 

≥ 3 regiões linfoides 

envolvidasa 

Risco 

intermédio II 
Linfocitose e hepatomegalia e/ou 

esplenomegália com ou sem 

linfadenopatia 

III 
Linfocitose e Hb < 110g/l (6,83 

mmol/l) com ou sem 

linfadenopatia/organomegalia C 
Hb < 100 g/l  

Plaquetas < 100 x 109/l 

Risco 

elevado 

IV 
Linfocitose e plaquetas < 100 x 109/l 

com ou sem 

linfadenopatia/organomegalia 

Hb – hemoglobina 

a O sistema de Binet tem em conta 5 regiões potencialmente envolvidas: cervical, axilar, 

linfadenopatia inguinal (uni- ou bilateral), baço e fígado 

 

Os mecanismos patológicos subjacentes à LLC ainda não foram totalmente esclarecidos, mas 
sabe-se que o stresse oxidativo (SO) pode ter um papel crucial no desenvolvimento desta 

neoplasia.[10, 11] Em 1985, Halliwell et al  evidenciava o papel do SO no envelhecimento e 

no desenvolvimento de diversas patologias como o cancro. [12] O SO resulta do desequilíbrio 

entre a produção e acumulação de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células e a 

capacidade antioxidante da célula.[12-14] Os efeitos deletérios do excesso de ROS 

encontram-se bem documentados, tais como lesões em várias estruturas celulares, como 

lipídios, proteínas e ácido nucleicos.[13-15] Além disso, interferem em diversas cascatas de 

sinalização celulares como por exemplo de proliferação e apoptose e na resposta 

imunológica.[10, 13, 15] Atualmente, é cientificamente unanime que o SO é um dos estímulos 

responsáveis pelo desenvolvimento de diversas patologias neoplásicas, contudo ainda não é 

claro se desempenha um papel de fator causal ou apenas um efeito colateral.[10, 13, 15, 16] 

Relativamente aos doentes de LLC, verificou-se que as células B destes doentes apresentam 

níveis aumentados de ROS quando comparadas com linfócitos de indivíduos saudáveis.[10, 
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11, 15] O conhecimento sobre o metabolismo e o impacto do SO nas células de LLC tem vindo 

ganhar maior relevo, uma vez que tem sido um dos principais alvos de estudo nesta área. O 

estudo de Jitschin et al, demonstrou que algumas vias associadas ao metabolismo 

mitocondrial são causas de produção de ROS em LLC. [10] Neste estudo, foi também 

demonstrado que estas células apresentam uma maior expressão da enzima heme oxigenase 

1 (HO 1), uma importante defesa antioxidante celular.[10] Outra linha de investigação, 

evidenciou que modificações genéticas do gene p53 podem contribuir para o aumento da 

produção de ROS nesta neoplasia, o que pode contribuir para uma melhor compreensão do 

mau prognóstico e da resistência à terapêutica nos doentes que apresentam mutação deste 

gene.[17] 

Um dos principais reguladores do estado redox celular é o Nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 (NRF2) sendo, por isso, considerado como um dos principais responsáveis pela 

resposta protetora ao SO.[18-20] Este é um fator de transcrição, codificado pelo gene nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2 (NFE2L2), que regula a expressão de mais de 200 genes, 

incluindo genes que codificam enzimas antioxidantes e do metabolismo de fase II. [18-22] A 

expressão destes genes depende da ligação do NRF2 a uma sequência do ácido 

desoxirribonucleico (ADN) designada antioxidant response elements (ARE).[18, 20, 22]  

Nesta via de sinalização, a Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) apresenta um papel 

preponderante na regulação da proteína NRF2 (Fig. 1). Em condições basais, o NRF 2 

encontra-se no citoplasma ligado à KEAP 1, que promove a sua degradação pela via da 

ubiquitina-proteasoma.[18, 20, 22] A KEAP 1 permite a ligação da Cullin-based E3 ubiquitin 

ligase, que por sua vez sinaliza o NRF2, através de poliubiquitinação, para proteólise. Os 

estímulos oxidativos ou eletrofílicos levam à dissociação da ligação NRF2/KEAP1, por 

modificações nos resíduos de cisteína desta última, prevenindo assim a sua degradação.[18, 

20, 22] Dessa forma, a NRF2 pode migrar para o núcleo, onde vai dimerizar-se com a proteína 

musculoaponeurotic fibrossarcoma  (MAF) ativando a expressão dos genes que contêm o 

domínio ARE.[20, 22]  O estudo desta via sinalização nas células de LLC ainda é bastante 

reduzido. No entanto, foi já observado que o NRF2 se encontra constitucionalmente ativado 

em neoplasias hematológicas, incluindo em LLC.[21]  Para além disso, foram observados 

níveis mais elevados de expressão de NRF2 em células LLC não tratadas, quando 

comparadas com linfócitos normais.[18] Mais recentemente, Sanchez-Lopez et al 

demonstraram a importância do NRF2 na via de sinalização do NF-kB-p62 que permite a 

sobrevivência e resistência à terapêutica das células de LLC com elevada expressão à 

superfície de ROR1 (receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1). [23] 
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Posto isto, o papel do NRF2 na carcinogénese continua incerto, uma vez que, embora por um 

lado tenha uma função protetora contra a lesão oxidativa em tecidos normais, nas células 

neoplásicas aparenta ter um papel que lhes atribui vantagem na sobrevivência e proliferação 

bem como uma possível resistência ao tratamento antineoplásico.[24-27] Assim, uma melhor 

compreensão dos mecanismos e efeitos da via KEAP1-NRF2-ARE pode possibilitar a 

descoberta de novos alvos terapêuticos no combate à sobrevivência das células malignas e 

resistência ao tratamento. 

Desta forma, este trabalho tem o intuito de investigar o potencial terapêutico de moduladores 

da NRF2 (ML385 e Brusatol) em culturas primárias de células mononucleares (linfócitos) 

obtidas a partir de amostras de sangue periférico de doentes de LLC.   

 

  

Figura 1- Visão geral da via de sinalização NRF2-KEAP1-ARE. Em condições basais, o NRF2 é 
sequestrado no citosol pela KEAP1, que conduz à sua ubiquitinação seguida pela degradação pelo 

proteasoma. Perante uma situação de SO, o NRF2 dissocia-se do KEAP1 e migra para o núcleo, onde 

se dimeriza com a pequena proteína MAF e se liga às regiões ARE do DNA activando assim a 

expressão de um conjunto de enzimas e outras proteínas antioxidantes, iniciando assim uma resposta 

protetora. (NQO1- NAD(P)H quinone dehydrogenase 1, GST- Glutationa S-transferase, SOD- 

Superoxide dismutases). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

População de estudo  

Neste estudo foram incluídos 13 doentes diagnosticados com LLC do Serviço de Hematologia 

Clínica do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, de acordo com os critérios adotados 

pela Organização Mundial de Saúde (OMS) [28]. Todos os doentes forneceram consentimento 

informado de acordo com os regulamentos da Declaração de Helsínquia e o estudo foi 

aprovado pela Comissão de Ética da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 

(CE-009/2018). As caraterísticas do grupo amostral encontram-se resumidas na tabela 2. Os 

doentes incluídos no estudo apresentaram uma mediana de idade ao diagnóstico de 69 anos 

(57- 84).  

Tabela 2- Caraterísticas dos doentes envolvidos no estudo no momento da recolha das amostras de 

sangue periférico.   

 

*ao dia 23/03/2021 

Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

As amostras de sangue periférico foram colhidas em tubos com ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA). De forma a obter os linfócitos B neoplásicos para análise, as células 

mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de densidade usando 

Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB), de acordo com a instruções do 

fabricante. Após o isolamento, parte das células foram colocadas em cultura com meio RPMI-

1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de solução antibiótico e 

antimicótico (AB/AM) e mantidas a 37°C, em atmosfera húmida, com 5% de CO2. As restantes 

Doentes (n=13) n (%) 

Género 
Homens 10 (76.9%) 

Mulheres 3 (23.1%) 

Estádio 

Binet A Estádio  

Inicial 

7 (53.8%) 

Binet B 1 (7.7%) 

Binet C 
Estádio  

Avançado 
5 (38,5%) 

Sobrevivência * 
Vivo 12 (92.3%) 

Morto 1 (7.7%) 
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células mononucleares foram criopreservadas em meio RPMI-1640 suplementado com 20% 

de FBS e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) a -80ºC. 

Incubação das células mononucleares do sangue periférico com inibidores do NRF2 

As PBMCs foram incubadas na ausência e na presença de dois inibidores do NRF2, o ML385 

e o Brusatol, a uma densidade inicial de 1x106 células/mL em placas de 48 poços. As 

concentrações de ML385 avaliadas foram de 5 µM, 10 µM, 25 µM e 100 µM e para o Brusatol 

foram utilizadas as concentrações de 5nM, 10 nM, 25 nM e 100 nM. A citotoxicidade destes 

compostos foi avaliada a cada 24h durante 48h pelo Fluorometric Microculture 

Cytotoxicity Assay (FMCA), que se baseia na fluorescência gerada por células com membrana 

plasmática intacta. Para este teste colocaram-se 500µl de PBS num eppendorf para cada 

condição e adicionaram-se 500µl de suspensão celular a cada poço. Realizou-se uma 

centrifugação de 5 minutos a 200xg e em seguida descartou-se o sobrenadante. Adicionaram-

se 300µl de diacetado de fluoresceína (do inglês FDA) e transferiu-se para uma placa de 96 

poços, fazendo duplicado de cada condição. A placa foi colocada na incubadora, a 37°C 

durante 40 minutos. Após os 40 minutos a densidade ótica foi lida a 485 nm e 520 nm usando 

um leitor de placas de múltiplos poços (Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader - BioTek 

Instruments).  A sobrevivência celular em cada condição é calculada como o índice de 

sobrevivência (IS), definido como: 

 

 

 

 

Avaliação da morte celular por citometria de fluxo 

Para avaliar a morte celular recorreu-se à citometria de fluxo através da marcação das células 

com anexina V ligada à sonda fluorescente FITC. Para o efeito, as PBMCs previamente 

congeladas foram descongeladas e colocadas em cultura nas mesmas condições 

anteriormente descritas durante 24 horas para recuperação. Posteriormente foram colocadas 

em cultura à densidade de inicial de 1x106 células/mL e incubadas na ausência (controlo) e 

na presença de 100 µM de ML385 e de 100 nM de Brusatol. Após 24h horas de incubação 

com os fármacos em estudos as células foram marcadas com os anticorpos anti-CD5-PerCP, 

anti-CD19-APC e com anexina V-FITC. Para tal, foram recolhidas 1x106 células de cada 

condição e procedeu-se à sua lavagem com tampão fosfato (PBS) por centrifugação durante 

5 minutos a 1500xg. Após decantação, ressuspendeu-se as células em 100 µL de PBS e 

I𝑆= 
𝑓condição	-𝑓𝑏ranco	 

𝑓controlo	-𝑓𝑏ranco	 

onde f condição corresponde ao sinal de fluorescência do poço de cada condição 

(média), f branco corresponde ao sinal de fluorescência do poço dos brancos (média) e f controle 

corresponde ao sinal de fluorescência dos poços de controle (média). 
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incubou-se com 5 µL de anticorpo anti-CD5-PerCP e anti-CD19-APC durante 15 minutos 

abrigado da luz. No final do período de incubação procedeu-se a uma nova lavagem com PBS 

e posteriormente as células foram ressuspensas em 100 µL de tampão de ligação e incubou-

se com 5µl de Anexina V-FITC, durante 15 minutos ao abrigo da luz. Por fim adicionaram-se 

300µl de tampão de ligação. De seguidas, as células foram analisadas por citometria de fluxo 

num FACS Calibur, tendo sido adquiridos 50 000 eventos. Os resultados foram obtidos 

através do sofware CellQuest (Becton Dickinson) e analisados com o software Paint-a-Gate, 

sendo expressos em percentagem de células positivas para cada marcação. 
 

Análise estatística  

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, versão 8.00 Windows 

(GraphPad Software,USA). Os valores do FMCA foram expressos como média ± erro padrão 

da média enquanto que os resultados da citometria de fluxo foram expressos em média ± 

desvio padrão. A distribuição normal das variáveis quantitativas foi avaliada pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribuição normal foram analisados pelo teste 

one-way ANOVA e sempre que necessário, foram aplicados testes de Dunnett para 

comparações múltiplas com a condição controlo. Os dados que não cumpriam os 

pressupostos de normalidade foram analisados pelo teste Kruskal–Wallis e pelo test de Dunn 

para comparações múltiplas. O IC50 foi determinado utilizando o método de regressão não 

linear através da realização de curva fit dose-resposta. Em todos os testes realizados 

considerou-se um nível de significância estatística de 95% (p<0,05). 

 

RESULTADOS 

Avaliação do efeito do Brusatol e ML385 na viabilidade celular das PBMCs de doentes 
com LLC 

O ensaio FMCA revelou um maior efeito do composto Brusatol quando comparado com o 

ML385 na viabilidade das células (Fig. 2 e 3). Verificou-se que quando incubadas com o 

Brusatol a taxa de sobrevivência das células diminuiu de forma dependente da concentração 

e do estádio da doença (Fig. 2), sendo as células dos doentes em estádio avançado as que 

evidenciaram maior sensibilidade ao fármaco (Fig. 2C). Assim, quando analisamos a média 

de todos os doentes, a taxa de sobrevivência das células diminuiu nas primeiras 24 horas com 

o aumento da concentração do composto tendo-se verificado uma diminuição para 80,98% 

(±5,84%), 73,41% (±4,73%), 71,39% (±6,02%) e 64,68% (±3,84%), após incubação com 

10nM, 25nM, 50nM e 100nM, respetivamente (Fig. 2A), sendo as diferenças estatisticamente 

significativas relativamente ao controlo (p<0.05, e p<0,001 Fig. 2A). Ao fim de 48 horas não 
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se verificou uma diminuição significativa da taxa de sobrevivência comparativamente ao 

observado ao final de 24 horas de incubação. O IC50 matemático foi determinado para os dois 

tempos de incubação sendo de 472nM e 169nM, respetivamente para as 24 e 48 horas de 

incubação. Quando as células foram incubadas com o ML385, não se verificou praticamente 

diminuição da viabilidade celular ao fim de 24h. Contudo, observou-se uma ligeira diminuição 

do índice de sobrevivência ao final de 48h (Fig.3A), não sendo, no entanto, esta diminuição 

estatisticamente significativa, exceto quando adicionados 10µM de composto, em que a 

sobrevivência reduziu para 72,40% (±5,66%) (p<0.05 Fig. 3A). Os valores do IC50 calculados 

para este composto foram muito superiores à concentração máxima utilizada (100µM).  
 

O efeito dos inibidores do NRF2 foi ainda avaliado tendo em consideração o estádio da 

doença: inicial ou avançado. Para tal dos doentes foram subdivido em estádio inicial (doentes 

com classificação de Binet A e B, n=8) e estádio avançado (doentes com classificação de 

Binet C, n=5). Quando incubadas com o Brusatol verificou-se que nas PBMC isoladas de 

doentes de estádio avançado houve uma diminuição mais acentuada do índice de 

sobrevivência, de forma dependente da concentração, quando comparados com os doentes 

de estádio inicial, tendo-se inclusive verificado que ao fim de 48h de incubação com 100nM o 

índice de sobrevivência atingiu valores abaixo dos 50% (39,03% (±4,24%) (Fig. 2C). Em 

termos de IC50 matemático, comparativamente com o estádio inicial, foi necessária uma menor 

concentração do inibidor, passando de 261,9nM às 48h do estádio inicial para 65,2nM no 

mesmo período do estádio avançado.  Estes resultados revelaram diferenças estatisticamente 

significativas em todas as concentrações em relação ao controlo no grupo de doentes com 

estádio avançado, exceto para a concentração de 10nM às 24h (p<0.05, p<0.01 e p<0,001, 

Fig. 2B e C).  
 

Nas células tratadas com ML385 a principal diferença entre os dois grupos verificou-se após 

48h tendo havido apenas diminuição do índice de sobrevivência no grupo de doentes de 

estádio avançado (Fig. 3B e C). A concentração que provocou um maior efeito foi a de 10µM, 

com a qual se verificou uma diminuição progressiva do índice de sobrevivência nos doentes 

de estádio mais avançado, 77,11% (±8,48%) ao fim de 24h e 58,05% (±3,39%) ao fim de 48h 

de incubação (Fig. 3C). Apenas se verificaram diferenças estatisticamente significativas em 

relação ao controlo, ao fim de 48h de incubação, no grupo de doentes com estádio avançado 

(p<0.01 e p<0,001, Fig. 3C). Os valores de IC50 matemático do ML385 em ambos os estádios 

apresentaram-se muito elevados em relação à concentração máxima utilizada (100µM), à 

exceção do estádio avançado às 48h cujo valor foi de 114,2µM.  
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Figura 2 - Curvas de dose-resposta do Brusatol em PBMCs de doentes com LLC. As células foram 

incubadas na presença e ausência de concentrações crescentes de Brusatol (5nM, 10nM, 25nM,50nM 

e 100nM) durante 48h.  A cada 24h, a curva dose-resposta foi estabelecida a partir de um ensaio de 

hidrolise do FDA, conforme o descrito na secção Materiais e Métodos. Análise global, PBMCs de 13 

doentes, do índice de sobrevivência após incubação com Brusatol: (A) População total-LLC, (B) 
Estadio inicial, (C) Estadio avançado. Os resultados estão expressos em percentagem (%) 

normalizados em relação ao controlo. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da 

média, obtidos a partir de treze experiências independentes. Os * indicam os casos nos quais se 

verificaram diferenças estatisticamente significativas em relação ao controlo nas 24h; *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001. Os § indicam os casos nos quais se verificaram diferenças estatisticamente 

significativas em relação ao controlo nas 48h; §p<0.05; §§p<0.01; §§§p<0.001. 
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Figura 3 - Curvas de dose-resposta de ML385 em PBMCs de doentes com LLC. As células foram 

incubadas na presença e ausência de concentrações crescentes de ML385 (5µM, 10µM, 25µM,50µM e 

100µM) durante 48h.  A cada 24h, a curva dose-resposta foi estabelecida a partir de um ensaio de 

hidrolise do FDA, conforme o descrito na secção Materiais e Métodos. Análise global, PBMC de 13 

doentes, do índice de sobrevivência após incubação com ML385: (A) População total-LLC, (B) Estádio 
inicial, (C) Estádio avançado. Os resultados estão expressos em percentagem (%) normalizados em 

relação ao controlo. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média, obtidos a partir 

de treze experiências independentes. Os * indicam os casos nos quais se verificaram diferenças 

estatisticamente significativas em relação ao controlo nas 24h; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Os § 

indicam os casos nos quais se verificaram diferenças estatisticamente significativas em relação ao 

controlo nas 48h; §p<0.05; §§p<0.01; §§§p<0.001. 
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Avaliação da morte celular por citometria de fluxo em PBMCs de doentes com LLC 
incubadas com Brusatol e ML385 

Após estudar o efeito do Brusatol e do ML385 na sobrevivência das PBMCs isoladas de 

doentes com LLC, procedeu-se à avaliação da morte celular induzida pelos dois compostos 

por citometria de fluxo recorrendo à marcação com anexina V. Na análise por citometria de 

fluxo foram utilizados os anticorpos anti-CD5 e anti-CD19 que permitiram a identificação de 

diferentes subpopulações de linfócitos: linfócitos B neoplásicos (CD5+/CD19+), linfócitos B 

normais (CD5-/CD19+) e ainda linfócitos T normais (CD5+/CD19-). Assim, a população em 

estudo apresentava uma percentagem muito elevada de linfócitos B neoplásicos 

(CD5+/CD19+), cerca de 93,27% (±3,66%), apenas 3,68% (±3,04%), de linfócitos B com 

fenótipo normal (CD5-/CD19+) e cerca de 2,71% (±1,18%) de linfócitos T (CD5+/CD19-), (Fig. 

4A), não havendo diferenças significativas de acordo com o estadiamento.  

Após incubação com os dois inibidores em estudo verificou-se um aumento significativo das 

células em apoptose (anexina V positivas) apenas na população de linfócitos B neoplásicos 

(CD5+/CD19+). Na presença de 100 nM de Brusatol observou-se um aumento significativo de 

linfócitos B neoplásicos em apoptose (91,85 % ± 7,14%) quando comparado com o controlo 

(23,71 % ±4,3%), sendo este de aumento de 68,14% (Fig. 4B).  Nas células tratadas com ML-

385 observou-se um aumento de 34,19% comparativamente com o controlo (linfócitos B 

neoplásicos em apoptose: 57,90% ± 10,20%, vs controlo: 23,71% ± 4,3%), sendo estas 

diferenças estatisticamente significativas (Fig. 4B). Nas subpopulações de linfócitos normais 

analisadas não foram observadas diferenças entre as três condições, controlo, Brusatol e 

ML385 (Fig.4B), no que diz respeito à percentagem de células em apoptose. 

A avaliação da morte celular por apoptose foi também analisada tendo em conta os estádios 

da doença. Assim o grupo de doentes foi subdivido em estádio inicial (n=8) e estádio avançado 

(n=5). A indução de apoptose mediada pela exposição aos inibidores do NRF2 foi semelhante 

entre os dois grupos de estadiamento, não havendo diferenças significativas.  
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Figura 4 – Análise da morte celular induzida por Brusatol e ML385 em PBMCs de doentes com LLC. 

As células foram incubadas com 100nM de Brusatol e 100µM de ML385 durante 24h. Realizou-se a 

contagem diferencial de linfócitos pelos marcadores de superfície enquanto que a apoptose foi detetada 

pela Anexina-V tendo sido feita a análise por citometria de fluxo: (A) Contagem diferencial das PBMCs 

na população total, (B)  Percentagem de células em apoptose na população total. Os resultados estão 

expressos em percentagem (%) normalizados em relação ao controlo. Os dados estão apresentados 

como média dos doentes ± desvio padrão. Os * indicam os casos nos quais se verificaram diferenças 

estatisticamente significativas em relação ao controlo; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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DISCUSSÃO 

O papel do NRF2 tem vindo a ser amplamente estudado, tanto em neoplasias hematológicas 

como em tumores sólidos. Embora ainda pouco se saiba sobre este fator de transcrição em 

LLC, alguns estudos já demonstraram que os seus níveis estão elevados nas células de LLC, 

podendo influenciar a sobrevivência das células tumorais e a resistência à terapêutica. [18, 

23] Neste sentido, o NRF2 poderá constituir um novo alvo terapêutico na LLC. Neste estudo 

avaliamos os efeitos de dois inibidores do NRF2, o Brusatol e o ML385, em PBMCs de doentes 

com LLC. O Brusatol é um composto natural, isolado da planta Brucea javanica, conhecido 

pela inibição do NRF2, contudo o seu mecanismo de ação ainda não se encontra totalmente 

esclarecido.[29, 30] O ML385 é uma pequena molécula que se liga diretamente ao NRF2 

inibindo a ligação à proteína MAF, o que conduz ao bloqueio da sua atividade 

transcricional.[31] 

Os primeiros estudos com o Brusatol revelaram que este apresentava uma atividade anti-

tumoral em células de leucemia de rato, P388, no entanto, o mecanismo de ação era ainda 

desconhecido.[32] Em 2011, foi descrito pela primeira vez por Ren et al [29] que o Brusatol 

suprimia a ação do NRF2, tendo sido estudado desde então como um inibidor deste fator de 

transcrição em diversos estudos. [33-35] No nosso trabalho, verificamos que o Brusatol 

induziu uma diminuição do índice de sobrevivência das células de doentes com LLC de forma 

dependente essencialmente da dose e do estádio de risco da doença e menos do tempo de 

incubação, sendo o IC 50 matemático às 48 h de 169 nM. Resultados semelhantes aos obtidos 

no nosso estudo foram observados em linhas celulares de leucemia mieloide, tendo sido 

evidente o efeito citotóxico do Brusatol. [36] Estudos em outras neoplasias, como o cancro 

colorretal e o cancro do pulmão, foi relatada uma redução significativa da viabilidade em linhas 

celulares quando incubadas com este composto. [37-39] Como mencionado, os nossos 

resultados também sugerem que o efeito deste composto é dose e tempo dependente tal 

como observado por Xiang et al. Estes autores também observaram uma diminuição da 

viabilidade celular em linhas de cancro do pâncreas em função do tempo e da dose. [40] 

De salientar que quando agrupamos os doentes por estádios de risco, verifica-se uma 

diferença significativa de sobrevivência das células entre os dois grupos. Nos doentes de 

estádio mais avançado, verificamos uma maior redução do índice de sobrevivência quando 

comparados com os de estádio inicial. Estes resultados podem ser explicados à luz de uma 

possível maior preponderância do NRF2 na progressão da doença. A presença de níveis 

elevados de NRF2 em estádios mais avançados já foi observado no carcinoma do pulmão de 

não pequenas células (NSCLC). [41] Embora saibamos que nas células de LLC os níveis de 

NRF2 se encontram mais elevados do que em linfócitos normais [18], são necessários 
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estudos mais pormenorizados que avaliem os níveis deste fator de transcrição nos diferentes 

estádios da doença.  

Ao contrário do que foi observado por Karathedath et al [35] em Leucemia Mieloide Aguda 

(LMA), em que o Brusatol na concentração de 100nM induziu uma reduzida percentagem de 

apoptose em linhas celulares deste tipo de leucemia aguda, os nossos resultados evidenciam 

que este composto desencadeia uma elevada taxa de apoptose em PBMCs de doentes com 

LLC. Tal como no nosso estudo, Xiang et al [40] e Xie et al [42] observaram que este composto 

induz apoptose numa percentagem significativa de células em linhas celulares de cancro do 

pâncreas e NSCLC, respetivamente. Além disso, os nossos resultados mostram que o efeito 

citotóxico deste composto foi quase exclusivamente observado nos linfócitos B neoplásicos, 

onde verificamos um aumento significativo de células apoptóticas. O Brusatol demonstrou ter 

pouca toxicidade na subpopulação de linfócitos normais, inversamente ao verificado no caso 

dos linfócitos B neoplásicos. Uma possível explicação para esta elevada percentagem de 

apoptose nos linfócitos B neoplásicos é a dependência que estas células têm do NRF2 para 

manutenção da sua sobrevivência. Estes resultados sugerem que o Brusatol pode ser 

considerado uma terapêutica dirigida à célula neoplásica. 

No que diz respeito ao efeito do ML385, não se verificaram efeitos significativos no índice de 

sobrevivência das células, tendo havido apenas uma ligeira diminuição ao fim de 48h de 

incubação. Poucos estudos sobre os efeitos do ML385 como inibidor da NFR2 foram 

realizados até agora, e tanto quanto sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar o efeito deste 

composto em células de doentes de LLC. No entanto, foi já verificado que o ML385 bloqueia 

a atividade de transcrição do NRF2 e apresenta uma atividade anti-tumoral significativa, numa 

linha celular de cancro do pulmão com mutação de perda de função em KEAP1.  [43] 

Quando efetuámos o estudo comparativo por estádios da doença, verificamos que o ML385 

apresentou uma redução significativa da sobrevivência das PBMCs às 48h em doentes com 

estádio avançado, reforçando assim o possível envolvimento do NRF2 nos estádios 

avançados da doença.  

 Tal como observado nas células tratadas com Brusatol, o ML385 induziu a morte dos 

linfócitos B neoplásicos por apoptose de forma significativa, contudo em menor percentagem 

que o Brusatol. Pelos resultados que obtivemos, este composto aparenta ter uma menor 

toxicidade para a subpopulação de linfócitos B e T normais à semelhança do que foi visto com 

o Brusatol. Como referido anteriormente, existem ainda poucos estudos sobre o efeito deste 

inibidor do NRF2 em neoplasias, quando utilizado de forma isolada. No entanto, alguns 
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estudos evidenciam que o ML385 associado a outros fármacos antineoplásicos induz morte 

celular por apoptose. [31]  

Vários estudos se têm focado no papel destes fármacos como terapêutica adjuvante nos 

casos de resistência ao tratamento de primeira linha. Em LMA, foi observado que o Brusatol 

aumentou a sensibilidade à Citarabina e Daunorubicina em linhas celulares resistentes a 

estes fármacos. [35] Um outro estudo demonstrou que o ML385 quando associado à 

carboplatina e a outros fármacos, como o doxorubicina e o paclitaxel, permitiu aumentar 

substancialmente a citotoxicidade em linhas de NSCLC com mutação de perda de atividade 

em KEAP1, em comparação com os fármacos em monoterapia. [31] 

Em conclusão, os nossos resultados sugerem que os inibidores do NRF2, Brusatol e ML385, 

em particular o Brusatol, poderá constituir uma nova abordagem terapêutica dirigida às células 

de LLC em doentes com este tipo de leucemia, essencialmente em estádio avançado. Estes 

resultados apontam para o envolvimento do NRF2 no desenvolvimento e progressão da LLC, 

uma vez que o uso de inibidores deste fator de transcrição levou a uma diminuição da 

sobrevivência celular sobretudo dos linfócitos B neoplásicos de doentes em estádios 

avançados. No entanto, para confirmar estes resultados é necessário aumentar a amostra de 

doentes nos vários grupos de risco. Apesar de mais estudos serem necessários para a 

determinação do papel destes fármacos na inibição do NFR2 e para avaliar a real eficácia e 

segurança destes compostos, este estudo vem sugerir a possibilidade do uso destes fármacos 

na prática clínica, em monoterapia ou terapia adjuvante em doentes com LLC.  
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