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Resumo

7z

A medula 6ssea € constituida por microambientes especificos denominados
“nichos”. O fator SDF-1 (Stromal derived factor-1) foi identificado como um importante
fator quimioatrativo produzido por células estromais da medula éssea. Sua agc@o sobre seu
receptor CXCR4 desempenha funcdo primordial na migragdo, retencdo e desenvolvimento
dos progenitores hematopoiéticos na medula 6ssea. Células leucémicas mieldides e
linféides expressam CXCR4 e aproveitam-se disso para acessar nichos medulares
normalmente restritos s células progenitoras, passando a residir em microambientes que
propiciam sobrevivéncia e proliferacdo. Recentemente foi descoberto que o receptor
CXCR7 € capaz de se ligar ao SDF-1. Ele € expresso em varias linhagens tumorais, mas em
células hematopoiéticas seu papel € ainda pouco explorado. Em vista da escassez de dados
na literatura o objetivo deste trabalho foi investigar a expressdo e funcdo de CXCR7 em
sindromes mielodisplésicas e leucemias agudas. Neste estudo, foi mostrado que a expressao
génica de CXCR7 foi significativamente maior em leucemia linfoblastica aguda (LLA) em
comparacdo com sindrome mielodisplasica (SMD), leucemia mieléide aguda (LMA) e
individuos controles (p<0.0001, Mann-Whitney). A proteina CXCR7 também foi mais
expressa em linhagens celulares linfoblastica T (Molt-4 e Jurkat) em comparagdo com
linhagens mieldides.

Em células linfoblasticas T, a localizacdo subcelular de CXCR7 e CXCR4 por
microscopia confocal e citometria de fluxo evidenciou CXCR7 mais proximo a membrana
das células Molt-4 e mais frequentemente no citoplasma de células Jurkat enquanto CXCR4
estd na membrana de ambas as linhas celulares. Curiosamente, notamos também que,
depois da indugao de SDF-1, células Molt-4 t€ém maior capacidade migratéria comparada
com Jurkat (mediana Molt 4 = 52,0 £ 5 vs Jurkat = 24,1 + 3, p = 0,0079, teste de Mann-
Whitney), que pode estar relacionado com a disponibilidade de membrana de CXCR7.
Além disso, a inibicdo da CXCR7 ou CXCR4 resultou em mudancas significativas na
resposta migratéria de Molt4 e Jurkat (p<0,05 Mann-Whitney), no entanto, a inibi¢do de
ambos, CXCR7 e CXCR4 resultou em uma redugdo mais significativa na migragdo celular

(p =0.0079/Molt-4; p = 0.0043/Jurkat, Mann-Whitney).
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Uma vez que é bem estabelecido que células CD34+ de pacientes com SMD
ndo sdo atraidas pelo gradiente de SDF-1, apesar de terem expressd@o normal de CXCR4,
nos interessou investigar qual a localizacio de CXCR4 nas células SMD e se esta
irresponsividade estava associada a CXCR7. Linhagens mieldides P39 e U937 foram
usadas como modelo de SMD e LMA, respectivamente. Foram encontrados niveis
similares de expressdo de CXCR4 e CXCR7 em ambas as linhagens celulares, no entanto
encontramos que CXCR4 estd localizado no citoplasma de células P39 enquanto ele estd na
membrana das células U937.

Uma vez que a proteina quinase C isotipo zeta (PKCC) estd relacionada com a
sinalizacdo SDF-1/CXCR4 aumentando a expressdao de CXCR4 e sua disponibilidade na
membrana, resolvemos trabalhar também com células P39 hiperexpressando PKCC
(PKCCwt). Este procedimento resultou na translocacio de CXCR4 para a membrana de
células P39, mas ndo alterou a localizacdo subcelular de CXCR7. Ensaios de migracdo por
tranwell mostraram que células P39 PKCCwt apresentam maior capacidade de migra¢do em
relacdo a SDF-1 em comparacdo com células P39 controle (aumento de 35 vezes pcDNA3
PKC-C-HA vs pcDNA3 transfectadas células P39, p = 0,0032, Mann-Whitney), sugerindo
que a PKCC restaura a capacidade quimiotatica de células P39.

Aumento da expressao de CXCR7, como aqui observado em células leucemicas
linfoblésticas, € um fendmeno ja descrito em uma variedade de linhagens de células
tumorais sélidas, tais como cérebro, préstata e pulmdo. Em tumores sélidos, CXCR7
principalmente aumenta a proliferacdo de células malignas. Estes resultados sugerem que a
funcdo bioldgica de CXCR7 depende tecido e 6rgaos que ele estd localizado e que, na
leucemia linfoblastica aguda pode ter um papel na migracdo de células, potencializando a
resposta de CXCR4 a SDF-1 e, portanto, poderia contribuir para o recrutamente de células
leucémicas para nichos uma vez ja ocupados por células-tronco hematopoéticas normais.
Além disso, nossos resultados levam a crer que um defeito na via PKCL/CXCR4 esta
envolvido com a irresponsividade de células SMD a SDF-1, gerando uma hematopoese

ineficaz. E confirma dados que sugerem que PKCC € uma proteina central na via de
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sinalizacdo SDF-1/CXCR4, muito importante para a migracdo de células hematopoéticas

malignas.
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Abstract

Bone marrow is constituted of specific microenvironments called "niches". The
factor SDF-1 (stromal derived factor-1) was identified as an important chemoattractant
factor produced by bone marrow cells. SDF-1 acts on its receptor CXCR4 and plays
primordial function in migration, retention and development of hematopoietic progenitors
in bone marrow. CXCR4 is expressed in leukemic cells and enables them to access marrow
niches that normally are restricted to quiescent stem cells, thereby ensuring its protection
from cell death resulting in a worse prognosis. Recently, CXCR7 was identified as another
SDF-1-binding receptor, but its contribution to SDF-1 — mediated effects in hematopoietic
cells is still poorly explored, even though the CXCR?7 relationship with tumor progression
in non-hematopoietic malignancies is well established. Given that there is little information
regarding CXCR7 we investigated its function and expression in MDS and acute
leukemias. This work, was showed that CXCR?7 is significantly higher expressed in ALL
compared to MDS, AML and control subjects (p<0.0001, Mann-Whitney test). CXCR7
protein is also higher expressed in lymphoblastic cell lines (Molt-4 and Jurkat) compared
with myeloid cells.

In lymphoblastic cell lines, the subcellular location of CXCR7 and CXCR4 by
confocal microscopy and flow cytometry evidenced CXCR7 closer in the membrane of
Molt-4 cells and more frequently in the cytoplasm of Jurkat cells whereas CXCR4 was in
the membrane of both cell lines. Interestingly, we also noticed that, after SDF-1 induction,
Molt-4 cells have higher chemotactic ability compared with Jurkat (median Molt 4=52.0 +
5 vs Jurkat=24.1 + 3, p=0.0079, Mann-Whitney test) which may be related with the
membrane availability of CXCR7. In addition, the inhibition of CXCR7 or CXCR4 resulted
in significant changes in Molt4 and Jurkat chemotactic response (p<0,05, Mann-Whitney
test), however, the inhibition of both CXCR7 and CXCR4 resulted in a more significant
reduction in cell migration (p=0.0079/Molt-4; p=0.0043/Jurkat, Mann-Whitney test).

Since it is well established that CD34 * progenitor cells from patients with
myelodysplastic syndromes (MDS) are not attracted by gradient of SDF-1 despite of having

CXCR4 normal expression, we addressed if MDS cells have an abnormal localization of
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CXCR4 or association with CXCR7. P39 and U937 cell line were used as a model of MDS
and AML, respectively. Similar expression levels of CXCR4 and CXCR?7 in both cell lines
however we found, by confocal microscopy and flow cytometry, that CXCR4 was localized
in the cytoplasm of P39 cells while it was in the membrane of U937 cells.

Since the protein quinase C (PKC() is related to the SDF-1/CXCR4 signaling by
increasing CXCR4 expression and its membrane availability, we decided to work with cells
P39 overexpressing PKCC (PKCCwt). This procedure resulted in translocation of CXCR4
to the membrane of P39 cells but did not change the CXCR7 subcellular localization.
Transwell chemotaxis assay showed that P39 cells overexpressing PKC( displayed higher
chemotactic ability upon SDF-1 treatment compared with control P39 (35 fold increase
pcDNA3-PKCC-HA vs pcDNA3-HA transfected P39 cells, p=0.0032; Mann-Whitney),
suggesting that PKC( restored the chemotactic capacity of P39 cells.

Increased expression of CXCR7, as here observed in lymphoblastic leukemia cells,
is a phenomenon already described in a variety of solid tumor cell lines such as brain,
prostate and lung. In solid tumors, CXCR7 mainly increases the proliferation of malignant
cells. These results suggest that the biological function of CXCR7 depends on its tissue and
organ localization and that, in acute lymphoblastic leukemia may have a role in cell
chemotaxis, potentiating CXCR4 response to SDF-1 and thus, could contribute for
leukemia initiating cell recruitment to niches once occupied by normal hematopoietic stem
cells. Furthermore, our results lead us to believe that a defect in the PKC{/CXCR4 pathway
is involved with the unresponsiveness of MDS cells to SDF-1, generating an ineffective
hematopoiesis. It confirms data that suggest that PKC( is a central protein in the SDF-

1/CXCR4 signaling pathway, important for the migration of malignant hematoietic cells.
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1.1 O Nicho medular

A hematopoese € um processo complexo envolvendo proliferacdo celular,
diferenciacdo, morfogeneses, maturacdo funcional e morte celular. Ela ocorre no interior
dos ossos, dentro dos espacos extravasculares entre os sinusdides € em contato com
diversos tipos celulares que compdem o estroma hematopoético: células endoteliais, células
acumuladoras de lipidios, macréfagos e células fibrobldsticas. Esse ambiente proporciona
microambientes medulares denominados ‘“nichos”, cuja existéncia foi proposta por
Schofield em 1978, sdo locais altamente especificos da medula 6ssea que modulam
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras hematopoéticas por
meio de contato direto entre as células do estroma e células hematopoiéticas ou de forma
indireta por meio da liberacdo dos fatores de crescimento. A integridade destes dois
sistemas, bem como a associacdo entre eles, sdo fatores cruciais para a manutencdo da
homeostase hematopoiética. O conceito de nicho € suportado por diversos trabalhos com
experimentos de co-cultivo. Ha pelo menos dois nichos distintos na medula dssea
responsaveis pela manutencdo dos precursores hematopoéticos: um nicho osteobldstico e
um nicho vascular. Parte das células hematopoéticas se encontra em contato com as células
da superficie endosteal, enquanto que outros progenitores se apresentam em contato com as
células endoteliais dos sinusoides na medula 6ssea (Figura 1). A fun¢do principal do nicho
das células-tronco hematopoéticas (HSCs) é manter o equilibrio entre a auto-renovagao

celular e a diferenciacdo, pois o desequilibrio pode levar a tumorigénese [1].
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Figura 1. Microambiente medular. Na medula 6ssea, as células-tronco residem
proximas aos osteoblastos no nicho osteobléstico ou adjacentes as células endoteliais
no nicho vascular. Apds cada divisdo, 1 célula-filha deixa o osso para se proliferar e
diferenciar em varias linhagens. Células-tronco e seus descendentes sdo cercados por
células estromais derivadas de células-tronco mesenquimais, que também residem na
cavidade Ossea. Células-tronco mesenquimais ddo origem a condrdcitos, osteoblastos,

fibroblastos, adipdcitos, endotélio e midcitos. AOT: drea Gssea trabecular (Adaptado
de Yin & Li, 2006).

Diversas moléculas de sinalizacdo estdo envolvidas na interacdo celular com o
nicho, contribuindo para as caracteristicas de cada fun¢do do nicho. Dentre as principais

vias de sinalizacdo estd a interacdo entre a quimiocina stromal cell derived factor-1 (SDF-

1) e seu receptor CXCR4 [2].

1.2 A via de sinalizacao SDF-1/CXCR4

O SDF-1, agora designado também CXCL12 de acordo com o sistema atual de
classificagdo de quimiocinas [3], foi inicialmente identificado como um fator estimulante
de crescimento de células pré-B [4]. SDF-1 € expresso em muitos 6rgdos ao longo do

corpo, incluindo bago, timo, pele, coracdo, pulmiao, medula renal e medula éssea [5] e em
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contraste com as quimiocinas “inflamatorias” que sdo expressas transientemente para atrair
células inflamatérias para locais de inflamagdo ou infec¢do [6], ela € uma quimiocina
“homeostatica” [7]. Na cavidade da medula 6ssea, células expressam altos niveis de SDF-1
ajudando a formar os nichos e desempenham um papel importante no suporte das células-
tronco e progenitoras hematopoéticas. Alem disso, a alta expressao de SDF-1 concomitante
a expressao de vdrias moléculas de adesdo celular e receptores de superficie celular da via
de sinalizacdo Notch provavelmente contribuem para as condi¢cdes necessdrias para
sobrevivéncia e manutencao das HSCs. A exata identificacdo de células secretoras de SDF-
1 € desconhecida, mas estas funcdes tém sido atribuidas a células estromais, células-tronco
mesenquimais, células perivasculares e os osteoblastos [5].

SDF-2 sinaliza através de CXCR4, que € expresso, porém em baixos niveis, em
uma variedade de tecidos normais, incluindo tecidos linfaticos, timo, cérebro, baco,
estdbmago e células hematopoiéticas normais [8-10]. CXCR4 e CXCL12 pertencem ao
sistema de quimiocinas humanas que atualmente inclui mais de 50 quimiocinas e 20
receptores. Receptores de quimiocinas sdo caracterizadas pela sua capacidade de induzir a
migragdo direcional de células em direcdo a um gradiente de uma citocina quimiotdtica
(quimiotaxia). Quimiocinas sdo pequenas proteinas secretadas que podem ser agrupadas em
duas subfamilias principais: CXC ou CC, baseada ou na presenca de minodcidos entre os
residuos de cisteinas [9-12].

Uma vez que SDF-1 se liga a CXCR4, o receptor forma um complexo com a
subunidade Gai da proteina G, resultando na inibicdo de adenilato ciclase mediada pela
producdo de monofosfato ciclico de adenosina (cAMP) e mobilizacdo de cdlcio intracelular.
A dissociacdo da subunidade Gai de Gy leva a ativagdo de mudltiplos alvos downstream,
incluindo ERK1/2, MAPK, JNK, e efetores AKT [13-17]. A quimiotaxia estimulada €
acompanhada por rearranjos do citoesqueleto, polimerizacdo de actina, polarizagao,
formacdo de pseuddpodes, formagcdo e adesdo, dependente de integrinas, de células
endoteliais e de outros substratos bioldgicos [17] (Figura 3).

A alta expressdo de SDF-1 por células estromais da medula dssea e defeitos na

hematopoese em camundongos CXCR4 e SDF-1- knockout sugerem que a sinalizacdo
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SDF-1/CXCR4 ¢ particularmente importante no nicho celular, sendo o seu papel critico
para o desenvolvimento hematopoiético, entre outros, como neural, vascular, craniofacial e
cardiaco [17-19].

Em mamiferos, esta via tem sido fortemente implicado no homing e
reconstituicdo que ocorre durante o transplante de células hematopoéticas [5]. E de fato,
uma série de testes in vitro e in vivo indicam que uma das fungdes essenciais de SDF-
1/CXCR4 € regular o homing e retencdo de células progenitoras hematopoéticas no
microambiente medular [18, 19]. HSCs migram para SDF-1, mas ndo para outras
quimiocinas [20]. Esta seletividade unica para SDF-1 € um pré-requisito para a
conservagdo, mobilizacdo, homing e manutencao das HSCs na medula dssea [18, 21, 22].

Embora, inicialmente fosse de interesse clinico para imunologia e doencas tais
como AIDS, vias de quimiocinas tornaram-se uma importante area de investigacdo para
terapia contra o cancer [12, 17]. CXCR4 ¢é hiperexpresso em mais de 23 tipos de canceres
humanos incluindo cancer de mama, cérebro, ovario, cincer de prostata e melanoma [9,
23]. A expressdo de CXCR4 em tecidos normais € acentuadamente menor do que em
tumores [9, 12]. O aumento deste receptor em tumores estd associado com um fendtipo
agressivo. A expressdo de CXCR4 permite o homing de células tumorais para orgios que
expressam niveis abudantes de SDF-1, como pulmdes, 0ssos, entre outros como ja citados
acima (Figura 2). Assim, a hiperexpressio de CXCR4 em tumores estd diretamente
correlacionada ao aumento de risco, metastase e baixa taxa de sobrevivéncia em individuos
com cancer de mama e em varios outros tipos de canceres [9, 12, 23-26]. Assim como em
tumores sélidos, a hiperexpressdao de CXCR4 estd relacionado com pior progndsticos em
doengas malignas do sangue, como Sindromes Mielodisplasicas (SMDs) e Leucemias [8,

10, 11].
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Figura 2. Via SDF-1/CXCR4 em tumores sdlidos. SDF-1 ¢é hiperexpresso em
tecidos normais como pulmoes, figado e medula 6ssea e também € secretado por
células tumorais e estromais. Interacoes SDF-1/CXCR4 induzem a liberacdo do
fator de crescimento endotelial vascular, o aumento da permeabilidade vascular, e
recrutamento de macréfagos associados ao tumor e promovem a angiogénese
tumoral. Células tumorais que hiperexpressam CXCR4 migram em direcdo ao
gradiente quimioatrativo e fazem homing para oOrgdos que liberam SDF-1
(Adaptado de Woodard & Nimmagadda, 2011).

1.3 CXCR4 em sindromes mielodisplasicas

Sindromes Mielodisplasicas constituem um grupo heterogéneo de desordens
hematopoéticas clonais, que exibem hematopoese ineficaz e alto risco de evolu¢do (30%)
para leucemia mieldide aguda (LMA). A expansdo do clone andomalo é um fendomeno
medular caracterizado por displasia morfoldgica e diferenciacdo deficiente, resultando em
c€lulas ndo funcionais. As consequéncias desta hematopoese deficiente no sangue

periférico sdo citopenias, que podem vir a envolver os trés segmentos do sangue:
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eritrocitos, leucdcitos e plaquetas. A anemia e seus sintomas relacionados sdo as
manifestacdes clinicas mais comuns da maioria das SMDs [27, 28].

O diagnéstico e a classificacio das SMDs sdo dificultados pela grande
heterogeneidade da doenca. Esfor¢os do grupo cooperativo franco-americano-inglés (FAB),
da Organizacdo Mundial de Saide (WHO) e do Sistema Internacional de Pontuagdo
Prognéstico (IPSS) resultaram na divisdo das SMDs em diferentes estigios baseados na
morfologia medular, caracteristicas citogenéticas e citopenias sanguineas. Pelos critérios
FAB, as SMDs foram divididas em: anemia refrataria (AR), anemia refrataria com
sideroblastos em forma de anel (ARSA), anemia refrataria com excesso de blastos (AREB),
anemia refratiria com excesso de blastos em transformacdo (AREBt), e leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC), apresentando dentre estas classes um aumento
progressivo no numero de precursores imaturos na medula (de 5% até 30% de
blastos). Segundo a WHO 2008, as mielodisplasias estdo assim classificadas: anemia
refratdria (AR), anemia refratdria com blastos em forma de anel (ARSA), citopenia
refratdria com displasias multiplas (CRDM), citopenia refratdria com displasias multiplas e
blastos em forma de anel (CRDM-SA), anemia refratidria com excesso de blastos-1 e 2
(AREB-1 e AREB-2), sindrome mielodispldsica ndo classificada (SMD-N) e SMD
associada a delecdo no cromossomo 5q (5q). Ja o Sistema Internacional de Pontuagdo
Prognéstico nas SMDs, derivado da analise de mais que 800 casos, resultou na defini¢cdo de
valores que oscilam entre 0 e >2,5 (do menor para o maior risco) e predizem com certa
precisdo a sobrevida e o risco de evolucdo para LMA [27]. Assim, as SMDs com maior
percentual de blastos sdo de pior progndstico, por possuirem maior chance de evolucdo para
uma leucemia, na maioria das vezes leucemias mieldides agudas [28].

As SMDs s@o doencas hematoldgicas mais comuns na velhice, sendo a mediana
da idade, no diagndstico, 60 a 75 anos. Na Europa, ocorrem de 2,1 a 12,6 casos/1000/ano,
aumentando para 15-50/1000/ano em pessoas com mais de 70 anos. Com o aumento da
taxa de expectativa de vida, espera-se que a incidéncia das mielodispldsias se eleve nas

proximas décadas [28].
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As interacdes reciprocas entre células hematopoiéticas e o estroma medular
estdo alteradas em SMD. J4 foi demonstrado que células progenitoras CD34 * de pacientes
com SMD de alto risco hiperexpressam CXCR4 em relagdo as células progenitoras de
pacientes controles [10, 29, 30]. Além disso, estas mesmas células em pacientes com SMD
de baixo risco ndo sdo atraidas por gradiente de SDF-1 apesar de expressarem CXCR4 em
niveis comparaveis a os de doadores sadios [10, 31] devido a ndo ativacdo das vias de
Rac e PIBK/AKT por esta quimiocina [10, 32], o que pode ser o responsidvel pelo
estado indiferenciado dos precursores hematopoiéticos nessa neoplasia.

A hiperexpressdo de CXCR4 em pacientes com SMD sugere que este receptor
pode apresentar um papel critico na patogénese da SMD e pode ser um marcador de pior

progndstico nesta doenga [29, 30].

1.4 CXCR4 em leucemias agudas

As leucemias agudas constituem um grupo heterogéneo de doencas malignas
caracterizadas por defeitos na diferenciacdo e elevada proliferacdo de progenitores
hematopoiéticos, resultando na expansdo e acumulo de blastos [33, 34]. Os sintomas mais
freqiientes s@o: anemia, neutropenia, trombocitopenia e infiltracdo de 6rgaos como figado,
baco, linfonodos, entre outros. As leucemias agudas sdao divididas em leucemia mieldide
aguda e leucemia linféide aguda (LLA) dependendo da presenca de mieloblastos ou
linfoblastos, respectivamente. Em 1976, foi proposta pela FAB uma classificacdo para
LMA em 8 subgrupos, que se baseia em parametros morfolégicos e citoquimicos [35]. As
LLAs sdo subdivididas em 2 grupos, de acordo com as caracteristicas imunoldgicas:
precursor B (LLA-préB) e precursor T (LLA-T), enquanto que as células B maduras sao
chamadas de linfoma/leucemia de Burkitt (LLA-B) [36].

Com relagdo a estas doencas, ji foi confirmado que a hiperexpressio de
CXCR4 em pacientes com LMA e LLA estd correlacionada com a reducdo de sobrevida

dos pacientes, podendo entdo ser um marcador de prognoéstico [10, 11, 30, 37, 38]. Além
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disso, a sua inibicdo, através do uso de antagonistas por exemplo, aumentam a sensibilidade
das células leucé€micas a drogas [38-40]

Blastos leucémicos utilizam-se da via SDF-1/CXCR4 para migrarem [37, 41,
42]. Foi demonstrada in vivo a importancia deste receptor no homing das células mieldides
e linféides para microambientes medulares mais proximos ao 0sso, normalmente restritos
as células progenitoras, e na retencao destas células nesses nichos (quiescéncia) tornando-as
mais resistentes a quimioterdpicos, garantindo assim a sua sobrevivéncia e proliferagdo, ja

que estdo protegidas da morte celular [11, 38, 42-46].

1.5 CXCR7, um novo receptor para SDF-1

Recentemente foi identificado um outro receptor para SDF-1, nomeado como
CXCR7 [47-53]. Tem alta afinidade por SDF-1 e interferon-inducible T-cell o
chemoattractant (ITAC), mas ao contrdrio de outros receptores de quimiocinas, CXCR7
ndo se acopla a proteinas G e ndo mobiliza Ca*™ [47, 48, 53-55], porque apresenta
modificagdes Asp-Arg-Tyr-Leu-Arg-Arg/lle-Val [56, 57], mas pode atuar como um
receptor de P-arrestina [53, 58, 59] e / ou funcionar como um receptor de limpeza para
CXCL12 e CXCL11 [56, 58, 60]. Esta descoberta foi possivel apds observar que células do
figado fetal murino CXCR4-knockout ainda podiam se ligar a SDF-1 [17, 50]. O gene deste
receptor estd no cromossomo 1 em camundongos € no cromossomo 2 humano, onde o0s
genes CXCR1, CXCR2 e CXCR4 estao localizados [17, 50]

Em tecidos humanos, a expressdo de CXCR7 tem sido descrita em células
endoteliais associadas a tumor (CE), em muitos tipos de tumores e tem se mostrado
essencial para a sobrevivéncia e crescimento das células tumorais [47, 49, 50, 53, 57, 61,
62]. Cada vez mais provas indicam um papel para CXCR7 na proliferacdo de células
cancerosas € migra¢do, mas sua contribuicdo para efeitos mediados por SDF-1 ainda ¢é
pouco conhecida [48, 52, 63-66]. E amplamente aceito que todas as respostas dependendes
da sinalizagcdo CXCR?7 sdo dependentes do orgdo e tecido em que ele estd localizado, entdo

sua funcdo pode variar com o tipo de célula. Tem sido mostrado que respostas a SDF-1
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induzidas por CXCR7 levam ao aumento da motilidade e quimiotaxia [53, 67, 68]. Todas
estas caracteristicas sugerem que como CXCR4, CXCR?7 apresente um papel na regulacao
da imunidade, angiogénese, trafego de células-tronco e metastase [17].

Os niveis de expressdo relativa de CXCR4 e CXCR7 podem ser cruciais para
determinar como a célula responderd a SDF-1 [48]. Estudos recentes sugerem que CXCR7
forme dimero com CXCR4, modulando assim a func¢do deste receptor. [48, 55, 59, 64, 69].
Luker et al. [59] demonstraram que CXCR4 e CXCR7 podem formar homo e
heterodimeros [59]. Além disso, co-expressao de CXCR4 com CXCR7 resultou na
modulagdo da sinalizacio CXCR4 mediada por proteina G. Além disso, Décaillot et al. [47]
demonstraram que o complexo de CXCR4-CXCR?7 constitutivamente recruta (-arrestina
levando a um aumento de migracdo de células de cancer de mama que expressam CXCR4

[47] (Figura 3).
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Figura 3. Via CXCL12. CXCL12 se liga a CXCR4 e CXCR7, que sdao GPCRs que
podem formar homo e heterodimeros. Neste ultimo caso, CXCR7 muda a
conformacgdo do complexo CXCR4/proteina G e modula a sinalizacdo desse receptor.
A ativagdo de CXCR4 por CXCLI12 leva o acoplamento a proteina G e sinalizacao
através das vias PI3K/Akt, IP3, e MAPK, que promovem a sobrevivéncia celular,
proliferacdo, e quimiotaxia. Além disso, a via -arrestina pode ser ativada através de
GRK para internalizar CXCR4. Quando CXCL12 se liga a CXCR7 a cléssica
mobilizacio de Ca+ ndo ocorre, e a ativacdo da via [B-arrestina pode levar a
eliminagdo de CXCL12. Em determinadas células cancerigenas (por exemplo,
gliomas), CXCR?7 pode sinalizar através de PLC/MAPK aumentando a sobrevivéncia
das células (Adaptado de Duda et al. 2011).

1.6 Proteina quinase C isotipo zeta, PKC(

Apesar do aumento da descrigdo do papel de SDF-1/CXCR4 na regulacdo de
células progenitoras hematopoéticas, ha pouca informagdo sobre as vias de transducdo de
sinal induzidas por essa interacdo, o que torna imprescindivel o seu estudo e de novas
proteinas que participem desta via, para assim ser possivel a identificacdo de novos alvos

teraupéuticos.
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A superfamilia da PKC serina-tirosina quinase apresentam 12 enzimas as quais
sdo divididas em 3 grupos de isoenzimas, de acordo com o seu modo de ativacdo. As PKCs
convencionais (a, [3, y) sdo ativadas por diacilglicerol (DAG), célcio, ou fosfatidilserina; as
PKCs novas (0, €, 1, € 0) sdo ativas somente por DAG ou fosfatidilserina; enquanto que as
PKCs atipicas ({ e M) sdo independentes de cédlcio e DAG [70-72]. Ativagdao de PLC,
mobilizacdo de cdlcio e ativagdo de PKCs DAG-dependentes por quimiocinas tém sido
propostos como reguladores de adesdo e migragdo celular [71, 73]. A ativacdo da via PCL e
o aumento de célcio intracelular em resposta a SDF-1, de fato sugerem um papel para PKC
na quimiotaxia de SDF-1 [71, 74].

A proteina quinase C isotipo zeta ({) vem sendo apontada como central na
sinalizacdo SDF-1/CXCR4. Petit et al., 2005 investigaram o papel de PKC na migracao
através de SDF-1 de células progenitoras humanas CD34" e células leucémicas (de LLA) e
identificou que PKCC tem um papel importante na sinalizacdo SDF-1, ji que a inibicdo
desta proteina, utilizando peptideos que imitam o substrato que se liga a esta isoforma
deixando-a na sua forma inativa, resultou na reducdo significativa e dose-dependente da
migracdo destas células em resposta a SDF-1[71]. Além disso, PKC( controla a expressao
membranar de CXCR4, pois o efeito de cAMP sob esta expressdo € dependente desta
quinase [75] (Figura 4). Observou-se também que a ativacdo de PKCC(, através da sua
fosforilagdo, se dd a partir da ativacdo de proteinas downstream do receptor CXCR4

(proteina G e PI3K) [71, 72].
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Figura 4. Via de sinalizacao SDF-1/CXCR4. A ativacdo de proteinas a jusante do
receptor CXCR4 (proteinas G e PI3K) resulta na ativacdo da proteina quinase C
isotipo zeta (PKC (). PKCC ativa, por sua vez ird modular uma série de eventos tais
como proliferacdo, adesdo celular e quimiotaxia, bem como controlar a expressdo
membranar de CXCR4 (Adaptado de Petit et al., 2005).

Em vista que a sinalizagdo SDF-1/CXCR4 € desregulada em pacientes com

sindromes mielodisplésicas e leucemias [67], e a recente descoberta de CXCR7 como outro

receptor de SDF-1, a investigacdao da expressao e funcdo de CXCR7 em SMD e leucemias

se fez necessaria. Além disso, a tentativa de elucidar se CXCR7 potencializa a resposta de

CXCR4 a SDF-1 e o papel de novas proteinas, como PKCC nesta via de sinalizagdo nestas

doencas hematoldgicas é imprencidivel, pois podem servir como marcadores de diagndstico

e/ou prognoéstico ou como alvos terapéuticos.
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2.1 Objetivo Geral
Investigar e caracterizar a funcdo de CXCR7 em Sindromes Mielodispldsicas e

Leucemias Agudas.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Caracterizar a expressdo génica e protéica de CXCR7 em células
hematopoiéticas normais, células hematopoiéticas de pacientes com SMD, LMA

e LLA e linhagens leucémicas linfoblasticas e mieldides.

2.2.2 Em linhagens linfoblasticas:

a) Caracterizar a expressao de CXCR4;

b) Verificar a localizacdo de CXCR7 e CXCR4;

¢) Avaliar a migracido em resposta a SDF-1;

d) Avaliar os efeitos da inibicdo de CXCR7 na migracdo em resposta a SDF-1;
2.2.3 Em linhagens miel6ides:

a) Caracterizar a expressao de CXCR4;

b) Verificar a localizacdo de CXCR7 e CXCR4;

c) Avaliar os efeitos da hiperexpressao de PKC( na migracdo em resposta a SDF-1.
2.2.4 Em linhagens linfoblasticas e mieloides:

a) Caracterizar a expressao de PKCC.
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3.1 Células hematopoiéticas normais

As células hematopoiéticas normais foram obtidas de sangue periférico (n=4)
ou de medula 6ssea (n=13) de doadores normais, incluindo 9 homens e 3 mulheres, com
idade mediana de 35 anos (18-56 anos) do Hemocentro da Unicamp com aprovagdao do

Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado.

3.2 Células hematopoiéticas de pacientes com diagnéstico de Sindrome

Mielodisplasicas e Leucemia Aguda

As amostras foram obtidas de medula 6ssea de pacientes atendidos no
ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa e consentimento informado. As amostras foram coletadas no momento
do diagnéstico de mielodisplasia ou de leucemia aguda, antes de qualquer tratamento.
Utilizamos neste estudo as amostras que foram que apresentavam os dados hematolégicos
do diagndstico, confirmacdo do diagndstico de mielodisplasia ou de leucemia aguda através
de mielograma, citoquimica, imunofenotipagem, bidpsias, e que apresentavam RNA de boa
qualidade no momento da realizagdo dos experimentos. O diagndstico e a coleta foram
realizados pela Dra. Fabiola Traina do Centro de Hematologia e Hemoterapia, da
Universidade Estadual de Campinas. Foi incluido um total de 50 pacientes com diagndstico
de SMD e 40 pacientes com diagndstico de leucemia aguda, sendo 29 LMA e 11 LLA. As
caracteristicas dos pacientes com SMD e com leucemia aguda estdo descritas nas tabelas 1

e 2, respectivamente.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com diagnostico de SMD

Numero

Pacientes 50
Sexo

Masculino/Feminino 34/16
Idade (anos), mediana (faixa) 62,5 (20-85)
FAB

AR/ARSA 22/8

AREB/AREBt 14/6
WHO

CRDU/CRDM/ARSA 6/16/8

AREB-1/AREB-2 14/6
Numero de Citopenias

0 ou 1 citopenia 22

2 ou 3 citopenias 28
IPSS

Baixo risco/INT-1 31/9

Alto risco/INT-2 6/4

Citogenética
Normal 44
Monossomia 7
Trissomia 8
-Y

Complexo

w - = -

Abreviagoes: SMD: sindrome mielodisplasica; FAB: French-American-British, AR:
anemia refrataria; ARSA: anemia refrataria com sideroblastos em anel; AREB:
anemia refrataria com excesso de blastos; AREBt: anemia refrataria com excesso de
blastos em transformagdo; WHO: World Health Organization, CRDU: Citopenia
refratdria com displasia unilinear, CRDM: citopenia refrataria com displasia
multilinear, ARSA: anemia refrataria com sideroblastos em anel, AREB-1: anemia
refrataria com excesso de blastos-1, AREB-2: anemia refrataria com excesso de
blastos-2, LMA: leucemia mieloide aguda, IPSS: International Prognostic Scoring
System, INT-1: intermediario-1, INT-2: intermediario-2.
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Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com diagnéstico de leucemia aguda

Nudmero

Pacientes com LMA 29

Sexo
Masculino/Feminino 14/15
Idade (anos), mediana (faixa) 52(26-88)

FAB
MO
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7

W = W A~ N O© N O

—_
—_

Pacientes com LLA

Sexo
Masculino/Feminino 6/5
Idade (anos), mediana (faixa) 31(23-60)

FAB
LLA-T 8
LLA-préB 2
LLA-B 1

Abreviacoes: LMA: leucemia miel6ide aguda; FAB: French-American-British.
LLA: leucemia linfoblastica aguda

3.3 Linhagens Celulares

Linhagens celulares humanas de leucemias agudas foram adquiridas no ATCC,
Philadelphia, USA. Foram utilizadas linhagens linfoides (Molt-4, Jurkat, Raji e Daudi) e
linhagens mieloides (P39, K562, KG1, e U937). A descri¢do das linhagens leucémicas esta
na Tabela 3.
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Tabela 3. Descricao das linhagens leucémicas

Linhagem Descricéo

Molt-4 LLA -T

Jurkat LLA -T
Raji LLA - B/Linfoma de Burkitt

Daudi LLA - B/Linfoma de Burkitt

P39 Leucemia mielomonocitica secundaria a mielodisplasia

K562 Leucemia mieloide crnica em fase blastica, t(9;21)
KG1 Eritroleucemia
ua37 Leucemia mielocitica aguda
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4. Material e Métodos
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4.1 Processamento das amostras

Para obtencao de RNA, células de medula 6ssea (MO) foram coletadas em
EDTA e submetidas a lise de hemécias com tampao contendo cloreto de amdnio. A seguir,
as células foram submetidas a extracdo de RNA. Estas células foram também submetidas a
extracdo protéica.

Para separacdo de progenitores CD34+, as células mononucleares de sangue
periférico foram isoladas em gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO) e
separadas através de colunas de imunoafinidade MIDI-MACS, de acordo com as instrucdes
do fabricante (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha). Apds purificacdo, as

células foram submetidas a extragdo protéica.

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

Trizol é um reagente que apresenta uma solucdo monofésica de fenol e isotiocianato de

guanidina. A extracdo de RNA com esse reagente € uma adaptacdo do método
desenvolvido por Chomczinki e Sacchi [76]. Ao precipitado de células, contendo 5x10 6 a
1x107 células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra foi homogeneizada até que se
tornasse bastante fluida. A purificacdo do RNA deu-se segundo o protocolo do fabricante.
A quantificagdo do RNA obtido foi realizada através da leitura da densidade optica (DO) de
uma aliquota da amostra em espectofotometro com comprimento de onda equivalente a 260
nm, considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 ug/mL de RNA. A relacdo entre as
leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parametro na estimativa do grau de
contaminagdo do RNA por proteinas, e esse varia normalmente entre 1,6 e 1,8. A qualidade
das amostras de RNA obtidas ap0s a extracdo foi avaliada através de eletroforese em gel de
agarose denaturante com formaldeido 1,2% e as bandas 28 e 18S foram visualizadas em luz

ultratioleta (Figura 1).
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Figura 5. Gel de agarose denaturante a 1,2% de RNA total. As setas indicam as
subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A presenca das subunidades € indicativa do
grau de integridade da amostra.

4.3 Tratamento do RNA total com DNAse I

O RNA total de células foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/uL (Life
Techologies), utilizando 1 U da enzima para tratar 5 ug de RNA por 15 minutos a
temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contaminacdo deste material com
DNA gendmico. A reagdo foi interrompida pela adicdo de uma solu¢do de EDTA com

concentracdo final de 2 mM. A enzima foi inativada por uma incubac¢do de 10 minutos a

65°C.

4.4 Transcricao em cDNA
As amostras de RNA total, contendo 5 pg de RNA e tratadas com DNAse I,

foram transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-cDNA) em uma reacdo de
volume final de 20 uL (Life Techologies). A reacao foi iniciada adicionando aos 5 pug de
RNA tratado 1 uL de oligonucleotideo (dT) 500 pg/mL e 1uL da mistura (10 mM) de
cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi
aquecida por 5 minutos a 65°C, e, em seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, entdo, 4
puL do tampdo de reacdo 5x, contendo 250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCl, 15
mM MgCI2 e 0,1 M DTT, e 200 U enzima transcriptase reversa SuperScript II, que

catalisa a reacdo de extensdo da fita complementar. Essa mistura foi incubada por 50
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minutos a 42°C. A seguir, foi feita a desnaturagcdo da rea¢do por 15 minutos a 70°C e
finalmente foram adicionadas 40 unidades de Rnase H e a solug¢do incubada por 20
minutos a 37°C. As amostras de cDNA foram quantificadas através do

espectrofotometro NanoDrop e 20 ng foram utilizados por reacdo.

Como controle da transcri¢do em cDNA foi realizado uma PCR para o gene
2—microglobulina. A PCR para amplificagdo de f2—microglobulina foi realizada para
um volume final de 50 uL de reagdo que contém: 1,5 uLL do cDNA sintetizado, 5 ul de
tampdo de reacdo, 3 uL MgCl2 50 mM, 2,5 unidades de Taq polimerase e 200 nM de
cada iniciador. Foi realizado um controle negativo, sem adi¢do de cDNA. As sequéncias
dos iniciadores de 2—microglobulina utilizados foram: FW:
ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT; RV: CCTCCATGATGCTGC TTACATGTC.
O programa foi composto de 5 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguido por 35 ciclos de
40 segundos a 94°C, 40 segundos a 55°C e 40 segundos a 72°C, com uma fase final de
72°C por 7 minutos, os fragmentos resultantes contém 300 pb e foram visualizadas em

luz ultravioleta em gel de agarose 2%.(Figura 2).
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Figura 6 Produtos resultantes do PCR para amplificacio de P2—microglobulina
visualizados em gel de agarose. 1: marcador de peso moledular 100 pb, 2: controlenegativo,
3 — 8: amplicons. As setas indicam a presenca da banda de 300 pb correspondente ao
amplicon de B2 —microglobulina. A presenca das bandas € indicativa que a sintese de cDNA
foi bem sucedida.
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4.5 PCR quantitativo (PCRq)

Iniciadores foram desenhados usando o programa PRIMER3 (versdo 0.4.0)
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) com os dados das sequéncias publicadas no banco de
dados do NCBI. Para encontrar a melhor concentracdo de iniciadores, diluicdo seriada de
150 a 600nM de cada par de iniciador foi realizada, considerando reagdes de amplificacao
do produto génico no menor ciclo (C;) como sendo a melhor concentracdo, evitando sobra
de reagente e formagdes de dimeros. Em seguida, a eficiéncia da amplificacdo foi
verificada através da curva de diluicdo seriada de cDNA (1:2), consideradas eficientes
reacOes de amplificacdo maiores que 95% e inclinacdo de -3,30 a -3,34. Os genes HPRT e
GAPDH foram selecionados como controles endégenos por ndo alterarem os seus niveis de
expressdo em todas as amostras de estudo. Além disso, sua complementaridade com os
genes alvos foi verificada, através da curva de dispersdo, que utiliza os valores de AC; (C;
avo — Ct endégeno) (08 valores de C; sdo gerados na curva padrdo de eficiéncia), em
comparagdo ao log de entrada (log da dilui¢do do cDNA utilizada), as eficiéncias das duas
reacoes de PCR foram consideradas equivalentes quando apresentaram inclinag¢do entre -
0,1a0,1.

Para a andlise PCRq, Power SYBRGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems) foi usado de acordo com instrucdes do fabricante, e as reagdes foram corridas
no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) por 40 ciclos. Cada
amostra foi feita em triplicata e o controle negativo sem amostra foi incluido em cada par

e - . . AN
de iniciador. A expressio relativa foi calculada como 244¢

t, onde AAC; € a diferenca do o
valor de C; para cada paciente normalizado pela média do C; da diferenca de C; das

amostras dos individuos saudaveis (método C; Comparativo AAC,) [77].
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Tabela 4. Concentracao e Seqiiéncia dos Iniciadores

Gene Concentracao Seqliéncia dos Iniciadores

CXCR7 450 nM FW:5 GGC TAT GAC ACG CACTGC TA 3
RW: 5" CTC ATG CAC GTG AGG AAG AA 3

HPRT 150 nM FW: 5 GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTGA 3
RW: 5 TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3

GAPDH 150 nM FW: 5 GCA CCG TCAAGG CTGAGAAC 3
RW:5 CCACTT GATTTT GGA GGG ATC T 3

4.6 Extracao de proteina

As células foram lisadas em tampao RIPA (150mM NaCl, S0mM Tris-Cl, 0,5%
deoxicolato, 0,1% SDS e 1% NP-40, pH7.,4) contendo inibidores de protease (10mM
PMSF, 1 pg/mL leupeptina, ImM ortovanadato de sédio e 1 ng/mL pepstatina A) e
mantidas em gelo por 30 minutos. Em seguida, os lisados foram centrifugados a 10.000g
por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos de 1,5 mL e o
conteudo protéico foi quantificado utilizando reagente BreadFord 20% (BioRad), seguindo

especificacdes do fabricante.

4.7 Western Blot

Western Blot foi realizado para andlise da expressao protéica. Foram utilizados
quantidades de extratos protéicos correspondentes a 50 pg e adicionados 5% do volume
final de tampao de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e estes foram aquecidos a
100 °C por 10 minutos. Em seguida, foram fracionados em gel de poliacrilamida 12%-SDS-
PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).
Ap0s a corrida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Millipore)
por 2 horas a 120 volts (constante) em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad.

As membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente em solucdo de TBS-T
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(50mM Tris (pH 7,5), 150mM NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado
para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida foram incubadas com anticorpo primério
de interesse por 16-18 horas a 4 °C. No dia seguinte as membranas foram lavadas em TBS-
T por trés vezes de 10 minutos. Os anticorpos primarios utilizados foram obtidos da Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA): anticorpo policlonal que reconhece PKCC (sc-
216) e anticorpos policlonais que reconhecem a actina (sc-1616) e GAPDH (sc-32233).
Anticorpos monoclonais que reconhecem CXCR7 (ab72100) e CXCR4 (ab2074) foram
obtidos da Abcam apl (Abcm,Cambridge, MA, USA). O sistema de revelacdo usado foi
baseado em quimiluminescéncia, e realizado de acordo com orientacOes do fabricante,
ECLTM Western Blot Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as
membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secunddrio, conjugado a HRP
(Horseradish peroxidase), lavadas novamente para retirada do excesso de anticorpo, e entao
submetidas ao substrato da enzima, resultando em um produto luminescente, detectado por
auto-radiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY), utilizando-se o
reagente ECL (GE Healthcare, Amersham, UK).

Quando houve necessidade de quantificacdo das bandas de western blot
utilizou-se o programa UN-SCAN-IT gel™ — 6.1 (Silk Scientific Corporation), que fornece
a média de pixel/area de cada banda. As intensidades foram normalizadas pelas bandas

correspondentes de -actina ou GAPDH de cada amostra.

4.8 Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal

Células foram mobilizadas em laminulas de vidro previamente tratadas com
Img/ml de poli-L-lisina. As células foram fixadas em solu¢do de PBS-paraformaldeido
(PFA) 4% por 15 minutos (TA), e entdo foram lavadas em PBS 3 vezes (5 minutos, sob
agitacdo). Para evitar ligacdo inespecifica do anticorpo primdrio e permeabilizar as células,
foi realizado bloqueio em solug¢do de PBS contendo 3% de leite desnatado e 0,6% de triton
X-100 (1 hora, TA). A incubag¢do com o anticorpo primdrio de interesse foi realizada em

camara umida por 16-18 horas (4°C). O anticorpo monoclonal que reconhece CXCR7
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(ab72100) foi obtido da Abcam apl (Abcm,Cambridge, MA, USA) e o anticorpo policlonal
que reconhece CXCR4 (sc-6190) foi obtido da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA). Apo6s o periodo de incubagdo, as laminulas foram lavadas em PBS (3 vezes de 5
minutos, sob agitacdo). Seguiu-se a incubag¢do com o anticorpo secunddrio anti-coelho
AlexaFluor 488 e anti-camundongo AlexaFluor 555 (Molecular Probes, Leiden, The
Netherlands) por 1 hora a TA. Apds a udltima lavagem em PBS, as laminulas foram
montadas em laminas utilizando-se o meio de montagem para fluorescéncia.
Independentemente do protocolo utilizado, as 1aminas foram analisadas por escaneamento a
laser em um LSM-510 (Zeiss) montado sobre um microscépio Axioplan (Zeiss), utilizando

as objetivas de 63X de imersdao em 6leo.

4.9 Citometria de fluxo

1x10° células (Molt-4 e Jurkat) foram coletadas, lavadas em PBS 2 vezes,
incubadas com o anticorpo PE anti-human/mouse CXCR7 (BioLegend, San Diego, CA,
USA) por 20 min (temperatura ambiente, no escuro) e entdo ressuspendidas em 200 puL de
paraformaldeido a 1%. Para a coloracdo intracelular, apdés a marcacio da membrana
plasmatica, como jd descrito, as células foram fixadas com 100 uL de paraformaldeido 4%
(10 min, temperatura ambiente), peletadas e permeabilizadas com 100 puL de solucdo de
permeabilizacdo contendo 0,2% BSA, azida 0,1%, saponina 0,5% dissolvida em PBS (5
minutos, temperatura ambiente) e novamente incubadas com o articorpo de interesse.
Células ndo marcadas e células marcadas com PE anti mouse IgG2b, x Isotype Citrl
(BioLegend, San Diego, CA, USA) foram usadas como controle da reagdo. As células
foram analisadas em um FACSCalibur (Becton—Dickinson, CA, USA). Os dados foram
analisados usando o programa FACSDiva (version 4.0.1, Becton—Dickinson, CA, USA).
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4.10 Transducao de lentivirus

Células Molt-4 e Jurkat foram transduzidas com lentivirus contendo short
hairpin RNA controle GFP (sc-108084) ou shRNA alvo CXCR7 (sc- 94573-V) da Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e nomeadas
como células Controle e CXCR?7 inibido, respectivamente. Resumidamente, 2x10° células
foram transduzidas com lentivirus através da técnica de inoculagdo através da
centrifugacdo, que consiste em centrifugar as células por 30 minutos a 800g na presenca de
3 ug/mL de polibrene (Sigma, St. Louis, MO, EUA). O nimero de particulas virais por
célula (multiplicity of infection; MOI) foi igual a 0,5. Apds a transducdo as células Molt-4
e Jurkat foram selecionadas com 0,3 ug/mL e 0,75 ug/mL de puromicina (Sigma, St. Louis,

MO, EUA), respectivamente, por 15 dias antes dos experimentos.

4.11 Tratamento com o antagonista do receptor CXCR4 (AMD3100)

Células Molt-4 (controle ¢ CXCR7 inibido) e Jurkat (controle e CXCR7
inibido) foram incubadas com 1,25 pg/mL de plerixafor (AMD3100) por 1 hora para a
inibi¢do da atividade do receptor CXCR4.

4.12 Ensaio de migracao

Células Molt-4 (controle ¢ CXCR7 inibido) e Jurkat (controle e CXCR7
inibido), tratadas ou ndo com AMD3100, e células U937 e P39 (hiperexpressando ou nao
PKCC) foram submetidas a ensaios de migracdo em placas Transwell (membranas com
poros de 5 uM). As membranas de policarbonato das placas foram recobertas com 1
mg/mL de poli-L-lisina em 4gua por 1 hora a 37°C. Apés este periodo, as membranas
foram lavadas com 4gua destilada estéril por duas vezes. As células foram cultivadas em
meio RPMI até a obtencdo do nimero adequado de células.

Ap6s este periodo foram lavadas 2 vezes com RPMI sem soro 0.1% BSA,

4, . . .
contadas e 5x10" células foram colocadas por membrana. Aos compartimentos inferiores
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das placas Transwell adicionamos meio RPMI sem soro 0,1% BSA (Controle negativo de
migracdo) ou meio RPMI sem soro 0,1% BSA contendo SDF-1 (200 ng/MI) como quimio-
atrativo. Apds 24 horas, a quantidade de células da parte inferior da membrana (células que
migraram) foi contada em cdmara de Neubauer.

Os experimentos foram realizados em triplicatas e foram realizados trés

experimentos independentes para cada clone.

4.13 Analise Estatistica

A comparagdo dos valores da quantidade relativa de expressdo do RNAm de
CXCR7 entre os pacientes € com os doadores normais € os resultados dos ensaios de
migracdo foram analisados através do teste estatistico de Mann-Whitney disponivel no
programa GraphPad Prism versdao 5.0. Valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5. Resultados
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5.1 Resultados do estudo da expressio de CXCR7 em células hematopoiéticas

normais, mielodisplasicas e leucémicas

5.1.1 Padronizacio para os iniciadores para CXCR7 para PCRq

Para a verificagdo da concentracio ideal dos iniciadores para CXCR?7, diferentes
concentracdes dos iniciadores (150 nM, 300 nM, 450 nM e 600 nM) foram testadas, com o
objetivo de identificar a concentracdo que apresentasse o menor Ct (ciclo de amplificagao)
e o maior ARn (intensidade de fluorescéncia). Para tanto, foi utilizada a amostra de cDNA
da linhagem leucémica T98G, pois a expressdo de CXCR7 ja havia sido brevemente
descrita nesta linhagem celular [78]. A concentracio escolhida para o gene CXCRY7 foi de
450 nM (Figuras 7 e 8). As reagdes de PCRq foram realizadas no 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems).
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Figura 7. ARn e ciclos de amplificacio do gene CXCR7. As curvas de
amplificacdo sdo ilustradas na figura. O eixo y indica o ARn (intensidade de
fluorescéncia) e o eixo x indica o ndmero de ciclos.
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Figura 8. Curva de dissociacio do CXCR7 baseada na temperatura de
anelamento. As temperaturas resultantes da curva de dissociagdo estdo
demonstradas na figura. A presenga de apenas um pico na curva demonstra a

especificidade dos iniciadores.

A eficiéncia dos iniciadores para CXCRY7 foi verificada através de uma curva de
diluicdo na ordem de 1:2 com 5 pontos. O experimento foi realizado em triplicata e a
concentragdo inicial da amostra foi de 100 ng. A eficiéncia ideal € de 100% com valores
tolerdveis de 10 % a mais ou a menos, com uma inclinacdo em torno de -3,32. Apds
analise, os iniciadores foram considerados com 6tima eficiéncia, a curva de eficiéncia e a

inclinag@o dos iniciadores CXCRY7 sao ilustradas na Figura 9.
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Figura 9. Curvas de eficiéncia de CXCR?7. A figura ilustra os 5 pontos obtidos
no teste de eficiéncia. O eixo y indica o Ct e o eixo x a concentragdo do cDNA
utilizado. Ambos o0s iniciadores apresentaram 100% de eficiéncia e uma
inclinacao de -3,32.

5.1.2 Selecao e verificacio de compatibilidade entre CXCR7 e controles

enddgenos para normalizacao da expressao génica

O teste de compatibilidade entre controles endogenos com CXCRY foi realizado
conforme recomendando pela Applied Biosystems, para se verificar qual gene endégeno
apresenta a melhor cinética de reacdo em relacdo aos genes CXCR7. Os controles
endogenos testados foram HPRT e GAPDH, as sequéncias dos iniciadores sdo descritas na
Tabela 4.

Ambos os genes endogenos HPRT e GAPDH apresentaram boa cinética de
reacdo com CXCR7 (Figura 10). O gene HPRT tem sido utilizado com freqiiéncia na
andlise da expressao de genes por PCRq, inclusive em doengas onco-hematoldgicas [79,
80], além disso, o gene HPRT apresentou um Ct de expressdo muito proximo ao do gene
alvo e teve a menor variagdo entre as amostras, e foi um dos genes escolhidos para
normalizagdo de expressdo relativa de CXCR7. Como € importante a escolha de dois genes

endégenos para maior confiabilidade do experimento, nés escolhemos também o gene

GAPDH.
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Figura 10. Testes de Compatibilidade de CXCR7 com GAPDH (A) e HPRT
(B). O eixo y indica os valores de ACt obtidos na formula Ct de CXCR7 - Ct do
controle endégeno, o eixo x indica o log das diluicdes de cDNA utilizadas no
teste. Ao se tragar uma linha de tendéncia no gréfico se obtém a férmula y=ax+b,
que indica o valor de referéncia para a compatibilidade onde o valor de “a” deve
ficar entre -0,1 e 0,1 para ser considerado compativel para analises. O valor de “a”
para GAPDH (A) foi de -0,1101 e para HPRT (B) foi de 0,0152, valores muito
proximos de 0,1 indicando boa compatibilidade entre ambos os endégenos para
analises com CXCRY.

5.1.3 Analise da expressao génica de CXCR7 em amostras de MO e pacientes

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

O RNAm de CXCR7 apresentou-se altamente expresso em amostras de
MO de pacientes com diagnéstico de LLA, quando comparadas as amostras de
células hematopoéticas normais (703 [809,84 - 600,09] versus(vs.) 0,75 [14,1 - 0,17],
P<0,0001) e quando comparadas as amostras de pacientes com SMD e LMA,
respectivamente (703 [809,84 - 600,09] versus(vs.) (1,7 [20,00 — 0,03]; 2,18 [8,69 — 0,02],
P<0,0001). Nao foi observada diferenca na expressao de CXCR7 em pacientes com SMD e
LMA quando comparados as células hematopoiéticas normais (Figura 11). Em adigdo,
quando comparamos a expressao deste receptor entre os pacientes de SMD e LMA também
nao encontramos diferenca na sua expressao.Nos pacientes com diagndstico de SMD, nio
foram observadas diferencas na expressdo de CXCR7 entre os pacientes SMD baixo e
SMD alto risco de acordo com as classificacoes FAB e WHO e IPSS (Figura 12). J4 entre
os pacientes com diagndstico de LLA, os com o subtipo LLA-t apresentaram maior

expressdao quando comparados com os demais subtipos LLA-préB e LLA-B (761,45
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[809,84 — 629,89) versus(vs.) 600,09; 637,89 [647,83 — 627,92] (Figura 13). Os resultados

sdo apresentados como mediana [maximo - minimo].
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Figura 11. Expressio do RNAm de CXCR7 em células hematopoiéticas de doadores
normais e de pacientes com SMD, LMA e LLA. PCRq foi realizado a partir de cDNA de
células totais de MO de pacientes com diagnéstico de SMD (n=50), LMA (n=29) e LLA
(n=11) ou de doadores normais (n=12). O eixo “y” representa a intensidade relativa de
expressdo do RNAm de CXCR7. Uma amostra de doador normal foi utilizada como amostra
calibradora. As linhas horizontais representam a mediana. Note que a expressdo do RNAm
de CXCR?7 foi significativamente maior em pacientes com LLA, quando comparadas a
expressao em cé€lulas hematopoiéticas normais, SMD e LMA (P< 0.001). Nao foi observada
diferenga na expressdo em pacientes com SMD e LMA quando comparados as células
hematopoiéticas normais. Em adi¢do, quando comparamos a expressdo entre os pacientes de
SMD e LMA também nao encontramos diferenca.
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Figura 12. Expressao de CXCR7 em células totais de medula dssea de pacientes com
SMD, de acordo com as classifica¢des franco-americana-britanica (FAB) (A) e Organizagao
Mundial da Satde (World Health Organization; WHO) (B) e de acordo com o sistema de
indice progndstico internacional (International Prognostic Scoring System, IPSS) (C). As
linhas horizontais representam a mediana. Uma amostra de doador normal foi utilizada como
calibradora.
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Figura 13. Expressio de CXCR7 em células totais de medula dssea de pacientes com
LLA. Pacientes com LLA-t apresentaram maior expressio de CXCR7 quando comparados
com os demais subtipos, LLA-preB e LLA-B.
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5.1.4 Analise da expressao protéica de CXCR7 em amostras de MO e
pacientes com SMD e LMA, através da técnica de Western Blot

O estudo da expressao protéica de CXCR7 em células hematopoiéticas normais

de MO e leucémicas revelou a auséncia de expressio de CXCR7 em células de MO de

doador normal (MON) (n=01), de paciente com SMD (n=01) e de pacientes com LMA

(n=01). Estes dados corroboram os resultados obtidos através de PCRq. Células CD34 +

(n=4) de sangue periférico de doadores normais também ndo apresentaram expressao de

CXCR7 (Figura 14).

SMD MON(NL) LMA CD34+ (NL)

1 1 1
-

Figura 14. Expressao protéica de CXCR7 em células hematopoiéticas normais e de
pacientes com SMD, LMA e LLA. Andlise por Western Blot da expressdo protéica de
CXCR7 em células hematopoéticas normais (NL) [medula 6ssea normal (MON) (n=01) e
células CD34 + de sangue periférico de doadores normais (NL) (n=4)] e de pacientes com
SMD (n=01) e LMA (n=01). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-
CXCR7 (42 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma
membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). A membrana de nitrocelulose
foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Note a auséncia de expressdo protéica
de CXCR7 nos paciente com SMD e LMA, em células de MO e células CD34+ de doadores
normais.

IB: actina
(42k Da)

1 2 3 4
IB: CXCR7
(42k Da)

5.1.5 Analise da expressao protéica de CXCR7 em linhagens leucémicas,
através da técnica de Western Blot

A expressao protéica de CXCR7 foi analisada em extrato total de linhagens de

células leucémicas humanas linfobldsticas T (Molt-4, Jurkat), linfoblasticas B (Raji e

Daudi) e mieloides (U937, P39, K562 e KG-1). Através de Western Blot, observou-se que a
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expressdo de CXCR?7 esteve presente em todas as linhagens leucémicas analisadas, porém
CXCR?7 € mais expresso nas linhagens linfoblasticas T Molt-4 e Jurkat quando comparadas
com as demais linhagens. Analisamos também a expressdao do outro receptor do SDF-1,

CXCR4, e sua expressdo foi positiva em todas as linhagens leucémicas estudadas (Figura

15).

Linhagens mieldides Linhagens linfoblasticas

U937 P39 K562 K Daudi Raji Molt-4  Jurkat

G-1
" w— s s | <— 1B: CXCR7
(42k Da)
.‘ <— IB: CXCR4
E e - (42k Da)
L . . 3 <« IB:actina
! (42k Da)

Figura 15. Expressiao de CXCR7 e CXCR4 em linhagens leucémicas. Andlise por
Western Blot da expressdao das proteinas CXCR7 e CXCR4 em 50 pg de extratos de
linhagens leucémicas linfobldsticas (Molt-4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (U937, P39,
K562, e KG-1). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-CXCR7 (42
kDa) e anti-CXCR4 (42kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a
mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). A membrana de
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Note a expressao
protéica positiva de CXCR7 em todas as linhagens leucémicas estudadas, porém
apresentando-se mais expresso nas linhagens linfoblasticas T Molt-4 e Jurkat, enquanto que
CXCR4 apresenta-se expresso em todas as linhagens.

5.2 Resultados do estudo da funcdo de CXCR7 em linhagens linfoblasticas e

mieloides

5.2.1 Avaliacao da localizacio de CXCR7 e CXCR4 em células Molt-4 e
Jurkat
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As linhagens leucémicas Molt-4 e Jurkat foram escolhidas para dar
continuidade ao estudo com as linhagens leucémicas linfoblasticas, pois sdo células
leucémicas linfoblésticas T e estas células apresentaram maior expressdo génica e proteica
de CXCRT.

A andlise por microscopia confocal mostrou que enquanto CXCR?7 se localiza
mais préximo a membrana citoplasmatica de células Molt-4, ele encontra-se mais
frequentemente no citoplasma nas células Jurkat. Adicionalmente observou-se a localizagao
do outro receptor, CXCR4, e este apresenta localizacdo mais frequentemente membranar
em ambas as linhagens (Figura 16).

Estes resultados foram comprovados por citometria de fluxo que mostrou que
menos que 1% das células Molt-4 apresentam CXCR7 localizado no citoplasma e o restante
(98%) apresentam-no na membrana citoplasmdtica. Enquanto que na Jurkat 67% das

células apresentam CXCR7 no citoplasma e 19% na membrana citoplasmatica (Figura 17).
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Células Molt-4 Células Jurkat

Figura 16. Localizacio de CXCR7 e CXCR4 em linhagens linfoblasticas Molt-4 e
Jurkat. Andlise por Microscopia confocal da localizagdo de CXCR7 e CXCR4 em linhagens
leucémicas linfobldsticas Molt-4 e Jurkat. Células previamente imobilizadas em laminulas
foram incubados com anticorpos primdrios anti-CXCR7 e anti-CXCR4 e anticorpos
secunddrios anti-coelho 488 e anti-camundongo 555. As laminas foram analisadas por
escaneamento a laser em um LSM-510 (Zeiss) montado sobre um microscopio Axioplan
(Zeiss), utilizando a objetiva de 63X de imersdo em O6leo. Note a localizagdo membranar e
freqlientemente citoplasmatica em células Molt-4 e Jurkat, respectivamente. A expressiao de
CXCR4 mostrou-se mais frequentemente membranar em ambas as linhagens.
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Células Molt-4 Células Jurkat

Molt-4 Jurkat
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Figura 17. Localizacio de CXCR7 em linhagens linfoblasticas Molt-4 e Jurkat. Anilise
por citometria da localizacio de CXCR7 em linhagens leucémicas linfobldsticas Molt-4 e
Jurkat. Utilizamos esta técnica para demonstrar a diferenca de localizacdo encontrada entre
as linhagens por microscopia confocal. Resultado foi considerado satisfatério, pois 98% das
células Molt-4 apresentaram CXCR?7 localizado na membrana citoplasmatica, enquanto que
67% das células Jurkat apresentaram este mesmo receptor localizado no citoplasma.

5.2.2 Avaliacdo da migracao em resposta a SDF-1 em células Molt-4 e Jurkat

Os experimentos de migracdo celular foram realizados em placas Transwell
(Costar) contendo filtros com poros de 5 pm em triplicatas. Os resultados apresentados sao
médias e desvios padroes de ao menos dois experimentos independentes. Células Molt-4
demonstraram uma razdo média migratéria (mr) de 53,29% =+ 5,33, enquanto as células
Jurkat demonstraram mr de 24,11% % 3,33 mostrando que as células Jurkat apresentam
uma menor capacidade migratéria a SDF-1 (Figure 18).

A diferenca na capacidade migratéria entre as linhagens Molt-4 e Jurkat
mostrou-se significativamente estatistica (P=0.0079) indicando que a localizacdo
citoplasmatica de CXCR7 encontrada nas células Jurkat pode ser um dos fatores que

reduzem a capacidade migratdria em resposta a SDF-1.
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Figura 18. Migracao de células Molt-4 e Jurkat em resposta a SDF-1. Células Molt-4 e
Jurkat foram submetidas a experimentos de migracdo em placas Transwell (Costar) por 24
horas, e células Jurkat apresentaram menor capacidade migratéria em resposta a SDF-1 (+
SDF-1). A diferenca na capacidade migratéria entre as linhagens linfoblasticas €
estatisticamente significativa (Mann-Whitney * = P< 0,05).

5.2.3 Avaliaciao do silenciamento do CXCR7 em células Molt-4 e Jurkat por
shRNA mediado por lentivirus

Com o objetivo de avaliar os efeitos do silenciamento de CXCR7 na migracao

de células linfoblasticas T, células Molt-4 e Jurkat foram transduzidas com shRNA

mediado por lentivirus especifico para CXCR7 (shCXCR7) ou controle adequado

(shGFPcontrol). Apds a selecdo por puromicina, a expressdo de CXCR7 foi determinada

por PCRq e Western blot. Reducgdo significativa na expressdo génica (+60%) e protéica

(£52%) de CXCR7 foi detectada nas células Molt-4 CXCR7 inibido quando comparados

com células Molt-4 controle. O mesmo efeito foi verificado nas células Jurkat que também

apresentaram reducdo significativa na expressdo génica (+40%) e protéica (£64%) ao

comparar células CXCR7 inibido com células controle (Figura 19).
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Figura 19. ShRNA especifico para CXCR7 mediado por lentivirus resultou no
silenciamento efetivo de CXCR7 em células Molt-4 e Jurkat. A quantificacio da
expressdo de CXCRY7 nas células CXCR?7 inibido em relagdo a células controle. Expressdao
dos niveis de CXCR7 foi normalizada pelos controles end6genos HPRT ¢ GAPDH (A). Os
resultados foram analisados usando 2 -AACT. (B) Anélise por Western Blot de extratos
protéicos de células CXCR?7 inibido e células controle. A membrana foi incubada com
anticorpos anti-CXCR7 (42 kDa) ou anti-GAPDH (37 kDa) como controle da quantidade
de proteina aplicada no gel. A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western
Blot Analysis System. Os graficos de barras representam a quantificagdo das intensidades de
bandas. A expressdo protéica de CXCR7 foi corrigida pela expressio de GAPDH
correspondente (UN-SCAN-IT gel™ —6.1).

5.2.4 Avaliacio do silenciamento do CXCR7 na migracao de células Molt-4 e
Jurkat em resposta a SDF-1

Células Molt-4 controle e CXCR7 inibido e células Jurkat controle e CXCR7

inibido foram previamente tratadas com o antagonista para CXCR4, AMD3100 para serem

avaliados também os efeitos da inibicdo de CXCR4 na migragdo dessas células.
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Células Molt-4 controle, Molt-4 CXCR7 inibido, Molt-4 CXCR4 inibido, Molt-
4 CXCR7 e CXCR4 inibidos e células Jurkat controle, Jurkat CXCR7 inibido, Jurkat
CXCR4 inibido e Jurkat CXCR7 e CXCR4 inibidos foram submetidas a ensaios de
migracdo. Em ambas as linhagens linfobldsticas T as células que apresentaram CXCR7
inibido mostraram uma menor resposta migratéria em relacdo as células controle. Células
Mol-4 controle e Jurkat controle demonstraram um mr de 53,28% =+ 5,33 ¢ 21,55 + 3,33,
enquanto que células Molt-4 CXCR?7 inibido e Jurkat CXCR?7 inibido demonstraram um mr
de 40,89% + 4,17 e 17,22% + 3,16, respectivamente. A inibi¢do de CXCR4 promoveu o
mesmo efeito ja que células Molt-4 CXCR4 inibido e Jurkat CXCR4 inibido demonstraram
um mr de 29,84% + 5,88 e 11,59% =+ 3,05, respectivamente. Porém a inibicao de ambos os
receptores, CXCR7 e CXCR4, exibiu um efeito sinérgico, células Molt-4 CXCR7 e
CXCR4 inibidos e Jurkat CXCR7 e CXCR4 inibidos apresentaram um mr de 12,45% +
4,12 e 8,34% + 2,77, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Migracao de células Molt-4 controle, Molt-4 CXCR?7 inibido, Molt-4 CXCR4
inibido, Molt-4 CXCR7 e CXCR4 inibidos e células Jurkat controle, Jurkat CXCR7
inibido, Jurkat CXCR4 inibido, Jurkat CXCR7 e CXCR4 inibidos em resposta a SDF-
1. Células foram submetidas a experimentos de migragdo em placas Transwell (Costar) por
24 horas. A inibi¢do de CXCR7 ou CXCR4 resultou na reducdo da capacidade migratéria de
ambas as linhagens linfobldsticas T, porém a inibicdo de ambos, CXCR7 e CXCR4 resultou
em um efeito sinérgico (Mann-Whitney, * e **=P<(,05).

5.2.5 Avaliacao dos efeitos da hiperexpressio de PKC{ na expressao de
CXCR?7 e CXCR4 em células P39

Sabe-se que células CD34+ de pacientes com SMD nao sao atraidas a SDF-1

mesmo expressando niveis normais de CXCR4 [31]. Além disso, a proteina PKC({

desempenha um papel crucial no turn over de CXCR4 para a membrana celular [75]. Em

vista disso, nos interessou verificar se a hiperexpressio de PKC(C (PKCCwt) alteraria a

expressdao de CXCR7 e CXCR4 em células mieldides P39 (modelo bem estabelecido de
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SMD). A hiperexpressdao de PKCC foi realizada em nosso laboratério pela Dr* Carolina
Louzao Bigarella durante o seu pds doutorado.

O estudo da expressao proteica de CXCR7 e CXCR4 em células P39 controle e
células P39 PKCCwt revelou que a hiperexpressdo de PKC( ndo altera a expressdo destes

dois receptores em células P39 (Figura 21).

P39 controle P39 PKCEwt

<— IB: CXCR4
(42k Da)

<— IB: CXCR7
(42k Da)
. = <— IB: actina
il (42k Da)

Figura 21. Expressdo protéica de CXCR7 e CXCR4 em células P39 controle e P39
PKCEwt. Andlise por Western Blot da expressdo das proteinas CXCR7 e CXCR4 em 50 pg
de extratos de células P39 e células P39 PKCCwt. Extratos totais de células foram incubados
com anticorpo anti-CXCR7 (42 kDa) e anti-CXCR4 (42 kDa). Como controle da quantidade
protéica aplicada no gel, a mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42
kDa). A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western BlotAnalysis System.
Note a semelhanga de expressdo de CXCR7 e CXCR4 entre as células P39 controle e P39
PKCECwt mostrando que a hiperexpressio de PKCC ndo altera a expressdo dos receptores
CXCR7 e CXCRA4.

5.2.6 Avaliacao dos efeitos da hiperexpressio de PKC{ na localizacao de
CXCR?7 e CXCR4 em células P39

A andlise por microscopia confocal mostrou que enquanto células P39

controle apresentam CXCR7 e CXCR4 localizados no citoplasma, células P39 PKCCwt

apresentam ambos o0s receptores preferencialmente localizados na membrana

citoplasmadtica, sugerindo que a hiperexpressdo de PKC{ promoveu o direcionamento

dos receptores para a membrana das células P39 (Figura 22).
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Figura 22. Localizacdo de CXCR7 ¢ CXCR4 em células P39 e P39 PKCCwt. Anélise por
microscopia confocal da localizagdo de CXCR7 e CXCR4 em células P39 e P39 PKCCwt.
Células previamente imobilizadas em laminulas foram incubados com anticorpos primarios
anti-CXCR7 e anti-CXCR4 e anticorpos secunddrios anti-coelho 488 e anti-camundongo
555. As laminas foram analisadas por escaneamento a laser em um LSM-510 (Zeiss)
montado sobre um microscépio Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva de 63X de imersdo
em Oleo. Note a localizacdo citoplasmética de CXCR4 e CXCR7 em células P39 controle e a
localizagdo principalmente membranar em células P39 PKCCwt sugerindo que a

hiperexpressdao de PKCC promoveu o direcionamento dos receptores para a membrana das
células P39

5.2.7 Avaliacao da hiperexpressdo de PKC{ na migracio de células P39 em
resposta a SDF-1

Células P39 controle e P39 PKC{wt foram submetidas a ensaios de migragao.

Células P39 controle demonstraram uma razdo média migratéria (mr) de 2,73% + 5,11,

enquanto as células P39 PKCCwt demonstraram mr de 27,89% + 18,01 mostrando que as

células P39 PKC{wt apresentam uma maior capacidade migratéria a SDF-1, sugerindo que

a hiperexpressdo de PKCC resgata a capacidade migratdria de células P39 (Figura 24).
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Figura 23. Migracao de células P39 controle e P39 PKC{wt em resposta a SDF-1. Células
P39 controle e P39 PKCCwt foram submetidas a experimentos de migracdo em placas
Transwell (Costar) por 24 horas, e células P39 PKCCwt apresentaram maior capacidade
migratoria em resposta a SDF-1 (+ SDF-1). A diferenca na capacidade migratoria entre as
células P39 controle e P39 PKCCwt € estatisticamente significativa (Mann-Whitney * = P<
0,05).

5.2.8 Avaliacdo da localizacao de CXCR7 e CXCR4 em células U937

Sabe-se que células mieldides U937 expressam os receptores CXCR7 e CXCR4

[68] e sdo atraidas por SDF-1 [81]. Estes dados foram comprovados por nosso laboratério

pela Dr* Carolina Louzdo Bigarella durante seu pds doutorado. Em vista disso, nos

interessou em investigar a localizacdo destes receptores nestas células para posterior
comparacdo com os resultados obtidos em células P39.

A analise por microscopia confocal mostrou que células U937 apresentam

CXCRA4 preferencialmente localizado na membrana citoplasmética e CXCR7 localizado

no citoplasma, sugerindo que a presenca de CXCR4 na membrana celular é essencial

para a migracdo das células miel6ides em resposta a SDF-1 (Figura 24).
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U937

Figura 24. Localizacdo de CXCR7 e CXCR4 em células U937. Analise por Microscopia
confocal da localizacio de CXCR7 e CXCR4 em células U937. Células previamente
imobilizadas em laminulas foram incubados com anticorpos primarios anti-CXCR7 e anti-
CXCR4 e anticorpos secundérios anti-coelho 488 e anti-camundongo 555. As 1aminas foram
analisadas por escaneamento a laser em um LSM-510 (Zeiss) montado sobre um
microscopio Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva de 63X de imersdo em 6leo. Note a
localizacdo preferencialmente membranar de CXCR4 e localizacdo citoplasmdtica de
CXCR7 em células U937.

5.3 Avaliacao da expressao de PKC( em células P39, U937, Molt-4 e Jurkat
O estudo da expressdo proteica de PKCC em células mieloides P39 e U937
revelou a presenca de expressdo de PKCZC em ambas as linhagens, porém esta proteina €

mais expressa em células U937 (Figura 25).

Ja em células linfoblasticas Jurkat e Molt-4 ndo houve diferenca de expressao

da proteina PKCC.
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Figura 25. Expressao protéica de PKCE em células P39, U937, Molt-4 e Jurkat. Andlise
por Western Blot da expressdo da proteina PKCC em 50 pg de extratos de células P39, U937,
Molt-4 e Jurkat. Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-PKCC (68
kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma membrana foi
incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). A membrana de nitrocelulose foi revelada
com ECL Western BlotAnalysis System. Note a diferenca de expressdo de PKCC entre as

células P39 e U937, estas células expressam mais esta proteina. Ja entre as c€lulas Jurkat e
Molt-4 ndo foi obervvada diferenca de expressao desta proteina.
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Quimiocinas desempenham um papel significativo no crescimento, producido e
migracdo celular. Estudos anteriores mostraram uma correlacdo significativa de receptores
de quimiocinas em canceres humanos e/ou metdstases em uma variedade de tumores
malignos tais como carcinoma hepatocelular (CCR6), carcinoma géstrico (CCR7),
carcinoma renal (CXCR3), cancer de ovario (CXCR4), osteossarcoma (CXCR4), cancer
coloretal (CCR7 e CXCR4), e melanoma maligno (CXCR3 e CXCR4) [52]. Neste trabalho
nds investigamos a expressdo do receptor de quimiocina nomeado CXCR7 em SMD e
leucemias agudas. Descobrimos que CXCR?7 foi expressa em células da medula dssea de
pacientes com SMD e leucemia aguda, sendo a mais alta expressdo observada em células
de paciente com LLA, que foi confirmado por niveis de proteinas por Western Blot.
Aumento da expressdo de CXCR7 em células de leucemia linfoblésticas detectado neste
estudo é um fendmeno observado em uma variedade de tumores sélidos, tais como cérebro,
pulmdo, mama, prostata, células renais e glioma e € significativamente associada com o
comportamento agressivo do tumor [49, 62]. Em acordo com nossas descobertas sobre a
baixa expressio da CXCR7 detectada em células normais de MO, Berahovich e
colaboradores [82] recentemente ndo encontraram nenhuma expressdo génica e protéica de
CXCR?7 em leucécitos de camundongos e humanos adultos.

A funcdo bioldgica que o receptor CXCR7 desempenha pode ser especifico do
tipo celular e dependente de tecidos e orgaos que ele estd localizado [68]. Enquanto que em
tumores solidos ele apenas aumenta a proliferacdo de células malignas [63, 83] foi
demonstrado aqui, um papel importante desse receptor na influéncia no comportamento
migratério das linhagens leucémicas linfoblésticas. Suportando nossos dados, Tarnowski e
colaboradores [84] mostraram participagdo de CXCR7 na migragdo/adesao de células
hematopoéticas malignas, mas nio na proliferacao.

Relatos na literatura t€m demonstrado constantemente uma fung¢do crucial de
CXCR7 no controle da migracdo de células CXCR4" através de SDF-1 por seqiiestro de
SDF-1 em excesso. Excesso de quimiocina pode resultar em dessensibiliza¢ao do receptor
de quimiocinas e bloqueio da migragdo celular, portanto, o seqiiestro de SDF-1 por CXCR7

pode ser de importincia vital para a migra¢io de células CXCR4" [56, 60, 85, 86]. Da
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mesma forma, um trabalho recente de Cruz-Orengo e seus colegas [60, 87] mostrou que a
expressdao de CXCR7 em células endoteliais inflamadas do SNC foi essencial no controle
da entrada de leucocitos CXCR4" no tecido. Além disso, varios estudos tém demonstrado
que a expressdo de CXCR7 em células endoteliais influencia positivamente a migracdo
trans-endotelial de células CXCR4"™ Nossos dados também sugerem que a presenca de
CXCR7 em células leucemicas linfoblasticas agudas é importante para potencializar a
migracao promovida por SDF-1/CXCR4. A potencializagdao de SDF-1/CXCR4 por CXCR7
pode ser devido a heterodimerizagdo com CXCR4 [48, 56, 88, 89]. Porém dados na
literatura a respeito do papel de CXCR7 na migracdo celular sd@o contraditérios, pois
também ha relatos que este receptor ndo desempenha um papel importante na migracio de
células T de pacientes com leucemia linfobldstica cronica (LLC) [90].

Linfécitos tém sido usados como modelo celular para estudos de CXCR7,
porém os resultados sdo contraditérios [68]. Um estudo inicial mostrou alta expressio de
CXCR?7 em linfécitos humanos T [51], a qual € apoiada por nossos dados, que mostrou
alta expressdo do gene CXCR7 em células des pacientes com LLA e alta expressdo proteica
em células de linhagens linfoblasticas. No entanto, Hartmann et al. [61] relataram niveis
muito baixos de CXCR7 nestas células. Esta diferenca pode estar relacionada a diferentes
protocolos utilizados: nosso estudo detectou CXCR7 intracelular além da membrana, como
mostrado por imagens de confocal e citometria de fluxo; receptores intracelulares sdo
enriquecidos na drea submembranar chamados endossomos, que é acessivel aos anticorpos
ap6s a permeabilizacdo celular. No estudo de Hartmann, as células ndao foram
permeabilizadas [61] e CXCR?7 s6 foi detectado na membrana.

Nos relatamos uma diferente distribui¢do subcelular de CXCR7 entre linhagens
celulares Molt-4 e Jurkat. Enquanto CXCR7 estd localizado mais proximo a membrana das
células Molt-4, em células Jurkat ele se apresenta mais frequentemente no citoplasma. Esta
localizagc@o celular pode estar relacionada com o maior comportamento de migracdo de
células Molt-4, ja CXCR4 foi localizado na membrana em ambas as linhagens celulares.
Quando induzidas por SDF-1 estas células mostraram tanto CXCR4 e CXCR7 no

citoplasma (dados nao publicados), indicando que ambas as linhagens celulares transduzem
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a sinalizacdo SDF-1. Este padrdao de distribui¢do subcelular ndo € confirmada em outros
canceres, como de vesicula biliar e pancreas, que ttm CXCR4 e CXCR7 no citoplasma da
célula, sem a estimulagdo por SDF-1, porém estes estudos nao analisaram a capacidade
migratéria destas células [49, 53].

A maioria dos estudos sobre o envolvimento de quimiocinas e seus receptores
no tropismo de células leucémicas tém-se concentrado sobre a interacdo de SDF-1 e seu
receptore CXCR4. Dado que as células estromais da MO sd@o grandes produtoras de SDF-1
e € sugerido que a expressdao de CXCR4 e CXCR?7 € superior em blastos residentes na MO
que em blastos circulantes, interacdes SDF-1/CXCR4 provavelmente facilitam a retengdo
de blastos na MO [91]. Como € sabido que blastos LLA tém altos niveis de CXCR4 e aqui
nos detectados altos niveis de CXCR?7, € possivel que esse receptor potencialize o homing e
retencdo desses blastos na MO. Entdo, uma inibicdo de ambos os receptores poderia
diminuir o homing de blastos leucémicos no microambiente medular e estaria associada a
melhor progndstico do que bloqueando apenas um receptor [49].

Nossos dados indicam que CXCR7 provavelmente tem um papel importante na
transformacgdo de células leucemicas linfoblésticas j4 que a potencializagdo da resposta
CXCR4 para SDF-1 causada por ele pode aumentar o homing e retencao dessas células no
interior da medula éssea. Assim, a menor expressao dos receptores CXCR4 e CXCR7 pode
estar relacionada a melhor progndstico em doencas malignas hematopoiéticas.

Depois que foi descoberto que um grande nimero de moléculas intracelulares
sdo ativadas ap0s a ligacdo do SDF-1 a CXCR4 em muitos tipos celulares, a via especifica
(direcional) passou a ser descartada [71]. Uma vez que € bem estabelecido que células
CD34" de pacientes com SMD ndo sdo atraidas pelo gradiente de SDF-1, apesar de terem
expressao normal de CXCR4, e que a proteina PKC({ vem sendo apontada como central na
sinalizacdo SDF-1/CXCR4 [31], nos interessou investigar qual a localizacdo de CXCR4
nas células SMD e se esta irresponsividade estava associada a PKCC. Proteina quinase C é
uma familia de enzimas que modulam vias de sinalizacdo de alguns receptores. Elas
controlam muitas funcdes celulares importantes, tais como proliferacao, sobrevivéncia e

migracdo celular [92]. PKCC, um subtipo atipico da familia de PKC foi encontrado ser
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envolvido em muitos tipos de canceres [93]. Apesar disso, hd poucos dados na literatura a
respeito do papel de PKCC em doencas hematoldgicas, como SMD e leucemias.

Migracao celular direcionada e polarizacdo celular sdo cruciais para muitos
processos bioldgicos como respostas imunes, bem como processos patoldgicos [94]. Noés
utilizamos células miel6ides P39 e U937 as quais sdo modelos bem estabelecidos de SMD
e LMA, respectivamente. N6s fomos os primeiros a demonstrar que a hiperexpressdao de
PKCC pode restabelecer a capacidade migratéria de células P39 por ocasior a translocac¢io
de CXCR4 para a membrana celular nestas células, porém a importancia de PKCC na
migracdo celular de células cancerigenas j4 foi relatado em outros estudos [71, 94-96]. A
inibicdo da expressio de PKCC por siRNA na quimiotaxia prejudicou severamente a
capacidade migratéria de células LN-229 [94]. J4 o efeito de transloca¢do ocasionado por
PKC( observado aqui ja foi descrito por Goichberg e colaboradores [75], que observaram
que a expressao membranar de CXCR4, ou seja, a diminuicao da endocitose deste receptor,
em células progenitoras estimuladas por niveis de cAMP dependem de PKCC, ja que na
linhagem celular B1 (deficiente de PKCC) o nivel de CXCR4 nio foi afetado e nas células
CD34" com PKC( inibido a expressio membranar do receptor foi foi totalmente
interrompida. Além disso, Lauanna e colaboradores [97]reportaram o papel de PKCC na
migracdo de neutréfilos. E dentre as outras isoenzimas PKC, somente a inibicdo desta
quinase altera a expressio de CXCR4 e processos como quimiotaxia [72, 75]. Embora
muito importante este processo ainda é pouco estudado e merece mais atencio, ja que
normalmente a relacdo de PKCC com a migracdo celular é pouco documentada e a sua
funcdo € atribuida a outros fatores, como por exemplo, regulacio do rearranjo do
citoesqueleto, adesao celular e expressao da metaloprotease MMP-9 [72, 94].

As vias intracelulares que levam ao recrutamento e posterior retencao de células
CD34" humanas para a cavidade da medula Gssea ainda permanecem incertas. Um estudo
mostrou que a migragdo de células primitivas (CD34") para a medula ssea é dependente da
via PI3K e PKCC( [74]. A junc¢do destes dados com os de Matsuda e colaboradores [31] e os

do nosso trabalho aqui apresentado sugerem que a irresponsividade de células CD34" de
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pacientes com SMD deve ser devido a um defeito na via de sinalizacio PKCE/CXCRA4, ja
que PKCC estd diretamente ligado a via das GPCRs, afetando o homing das células
progenitoras para a MO e resultando numa hematopoese ineficaz.

Além disso, observamos que células U937, respondem a SDF-1 e apresentam
mais PKCC endégeno do que células P39, sugerindo que este pode ser um dos fatores
relacionados ao pior progndstico de doengas hematopoéticas. Este achado estd de acordo
com artigos sobre glioblastomas que demonstraram que a hiperexpressao de PKC( pode
estar envolvida com o fenétipo maligno desta doenca, embora niveis de proteina ndo
representem niveis de atividade enzimatica [94]. Além de gliobastomas, a expressdo de
PKCC ¢ importante em inumeros canceres, como por exemplo, de ovdrio, c6lon, mama,
prostata e pulmao [72, 98-100], sendo vidvel o uso de inibidores desta quinase para a

ocorréncia de um melhor progndstico em leucemias.
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7. Conclusao
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O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes

conclusoes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Nao ha diferenca na expressdo de CXCR7 entre as amostras de medula éssea de
pacientes com SMD, LMA e controles normais, porém a expressdo de CXCR7 esta
aumentada em amostras de MO de pacientes com LLA em relacdo aos controles
normais e pacientes com SMD e LMA.

CXCR?7 esta expresso em todas as linhagens mieldides e linfoblasticas, porém estd
mais expresso em LLA-T.

CXCR7 apresenta diferentes localizagdes entre as linhagens linfobldsticas T Molt-4
e Jurkat, enquanto ele se apresenta mais proximo da membrana de células Molt-4,
em células Jurkat estd mais freqiientemente no citoplasma.

Células Molt-4 e Jurkat apresentam diferenca na capacidade migratéria em resposta
a SDF-1. Molt-4 respondem mais a esta quimiocina sugerindo que a localizacdo
citoplasmatica de CXCR7 pode reduzir a migracao celular.

Em células Molt-4 e Jurkat a inibicio de CXCR?7 € efetiva e reduz a capacidade
migratoria. A inibicdo de CXCR4 provoca o mesmo resultado. Além disso, a
inibicdo de CXCR7 apresenta um efeito sinérgico com CXCR4 na migragao celular.
Em células mieléides P39 a hiperexpressio de PKCC nao altera a expressao de
CXCR7 e CXCR4, porém aumenta a expressao de CXCR4 e CXCR7 na membrana
celular destas células.

Células P39 ndo respondem a SDF-1, mas a hiperexpressio de PKCC resgata a
capacidade migratoria destas células. Além disso, células mieldides U937
respondem a SDF-1, apresentam CXCR4 localizado na membrana e maior
expressao de PKC( enddgeno em relagdo as células P39, sugerindo que a
irresponsividade das células P39 se deve a baixa expressdo de PKC, resultando em
uma menor expressdo membranar de CXCR4 nestas células.

Diferente das células mieléides, ndo h4 diferenca na expressio de

PKCC enddgeno entre as células linfoblasticas T.
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PARECER PROJETO: N° 124/2005

I-IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “INVESTIGACAO FUNCIONAL E CARACTERIZACAO DO
ENVOLVIMENTO DE NOVOS GENES ALVO E NOVAS TERAPEUTICAS NAS
SINDROMES MIELODISPLASICAS E EM LINHAGENS LEUCEMICAS”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Terezinha Olalla Saad

INSTITUICAO: Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia - UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/05/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/05/06

I1 - OBJETIVOS

O projeto visa a investigagio funcional de novos genes alvo e novas terapéuticas nas
mielodisplasias. Em vista de ndo haver modelos de células ou animais com mielodisplasias, para
cumprimento de alguns objetivos serdo utilizados linhagens leucémicas. Analisar a regulacdo da
expressio dos genes ARHGAP10, MASK em linhagens leucémicas submetidas a diferentes
agentes terapéuticos cultivadas em suspensdo. Analisar a expressao diferencial dos genes
ARHGAP10 e MASK em células de pacientes com SMDs cultivadas em suspensdo e um
ambiente de células estromais submetidas a diferentes terapias anti-tumorais. Huperxpressar
MASK e ARHGAPI10 em células hematopoéticas e verificar o perfil de expressdo génica por
microarray. Induzir Ros e verificar a expressdo de MASK, ARHFGAP10, formita, APAF e
FLIP. Verificar a expressio das isofarmas de APAF e FLIP em células de medula Ossea de
pacientes com mielodisplasias e correlacionar com subgrupo e IPSS. Verificar a expressio de
formita em células linfoides de pacientes com SMD e correlacionar com padréo de celularidade
da medula 6ssea, grau de anemia, subgrupo de SMD e IPSS. Verificar a expressdo de WT1 e
PRAME e correlacionar com su'bgrupo de SMD e IPSS. Verificar o crescimento de coldnias a
partir de células precursoras de medula Ossea de pacientes com SMD, em culturas de longa
duragdo, submetidas a tratamento com diferentes drogas. Verificar a expressdo de citocinas ¢
moléculas de adesio em células aderente da cultura de longa duragdo. Verificar o perfil de
expressio génica de células CD34 + de pacientes co SMD, utilizando conjunto de genes
conhecidos e transcritos humanos novos, imobilizados em 1aminas de microarrays. Verificar a
capacidade da célula dendritica de SMD, derivada de célula mononuclear, induzir
imunogenicidade quando transformada com mRNA de WTI. Investigar mutagdes nos genes
PTPN11, AML-1, FLT3 e GATA-1 ¢ verificara se estas mutagdes se relacionam com subgrupo
de SMD, IPSS, progressio para leucemia.
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111 - SUMARIO

Para esse estudo participardo, no minimo, 34 pacientes, 23 mulheres, 11 homens, com
idade entre 18 e 89 anos; sendo que pacientes novos admitidos no servigo serdo convidados a
participar. Serdio incluidos no estudo os pacientes com diagnostico de Sindrome Mielodisplasica,
acompanhados no Ambulatorio de Hematologia do Hemocentro da Unicamp por pelo menos 6
meses. o diagnéstico sera feito com base em critérios clinicos e morfologicos, utilizados no
servigo ha pelo menos 15 anos, com exclusdo de causas como caréncias vitaminicas, doengas
inflamatérias, infecciosas, hepaticas, renais, endocrinas e outras neoplasias. Os pacientes e
controles que aceitarem voluntariamente em participar do estudo serdio submetidos a coleta de
Smi de medula 6ssea para extragio de mRNA; citometriade fluxo para analise de PRAME,
formina em leucocitos e células dendriticas; cultivo de células estromais (apenas em pacientes
com idade acima de 65 anos), tratamento i vitro de células em suspensdo com agentes
terapéuticos (apenas pacientes com idade acima de 65 anos); tratamenti in vitro com agentes
terapéuticos em ambiente de células estromais (apenas pacientes com idade acima de 65 anos);,
extragio de DNA para investigagdo das mutagdes.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

E um projeto bem elaborado, condizente com as normas do CEP e do CONEP. Apresenta
bibliografia atualizada; o orgamento tem como fonte financiadora a FAPESP, no valor de R$
250.000,00. Apds modificagdes o TCLE ficou adequado.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presenie caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1 f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto a0 sujeito
participante ou quando constatar a supetioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3 ).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS ltem V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
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centro) e enviar notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, ltem 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de maio de 2005.

Profa. Dra. Carrqe;l Si'l_viaf'Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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