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RESUMO




Resumg

Oncogenes s3o genes que afetam o crescimento € desenvolvimento
celular normal. A maioria dos oncogenes se constitui de formas
modificadas de genes normais, denominados de protoncogenes.

O protoncogene RAS, encontrado em diversos organismos, codifica
uma proteina com atividade de ligacdo a Guanina trifosfato (GTP) normail,
sem atividade de GTPase. O gene RAS mutante € encontrado em muitos
seres humanos com cénceres do pulméo, codlon e pancreas; o produto
deste gene mutante é responsavel pela divisdo incontrolada de células
cancerosas.

O dxido nitrico € uma importante molécula sinalizadora sintetizada
em diversos tecidos humanos, por proteinas codificadas em uma familia de
genes da NO sintase . A producéo de NOS pode ser induzida por diversas
substancias tais como, endotoxinas, citocinas, lipopolissacarideos
pacterianos (LPS) e por 1a-interleucina.

O NO ativa a p21™ em células T humanas, como pode ser
observado pelo aumento da ligagdo GTP-p21™°. Recentemente, um grupo
de pesquisadores identificou o sitio de interagéo entre NO e p21™° que é
responsavel pela iniciagao da transmissaoc do sinal.

O presente trabalho teve como objetivo analisar a interacdo do NO
com a proteina p21™*° em células de linhagens leucémicas mieldide
(U937, HL60 e K562) e estudar a expressdo do RAS e da INOS em

pacientes com Leucemia Mieldide Aguda.
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Linhagens leucémicas foram incubadas com o lipopolissacarideo

(LPS) e interferon y (IFNy) indutores da NO sintase. A expresséo da iNOS

e do RAS foi analisada através de imunocitoquimica, western blotting e

citometria de fluxo. Para se confirmar 0 aumento da atividade do RAS foi

analisada a fosforilagcgo das MAPK p42/44. A dosagem de NO dissolvido

no meio foi feita utilizando-se o reagente de Griess.

Analisando os resultados obtidos foi possivel chegar as seguintes

conclusoes:

1.

Células de leucemia mielbide aguda apresentam superexpressio de
iNOS.

O aumento da expressdo da INOS, em pacientes com LMA, é
independente da p21 RAS.

Em linhagens leucémicas com mutacdo no N-RAS houve maior
expressao da iINOS em condicdoes basais e reducdo do NO apés
estimulo com LPS.

As Iinhagens leucémicas K562, U937 e HL60 apresentam uma iNOS
insensivel a estimulacéo por LPS e [FNy, nos tempos e concentracdes

apresentadas.

. A linhagem K562 possui RAS susceptivel a aumento da sua expresséo

por estimulos de LPS e LPS + IFNy nos tempos e concentracdes

apresentadas.



Palavras chaves: oxido nitrico, p21™° oxido nitrico sintase, leucemia,

linhagens leucémicas.
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Introducdo

Oncogene RAS e p21

Oncogenes s&o genes que afetam o crescimento e desenvolvimento
celular normal. A maioria dos oncogenes se constitui de formas modificadas
de genes normais, denominados de protoncogenes, que estdo envolvidos
no controle da proliferacéo e diferencia¢do celular (Thompson et al., 1891).

O protoncogene RAS, encontrado em diversos organismos, codifica
uma proteina monomeérica de 21 kDA chamada p21™°, com atividade de
ligacido a Guanina Trifosfato (GTP) normal (Lehninger et al. et al., 1995).

A proteina normal, p21™°, e um numero de proteinas ligantes de
GTP relacionadas, séo conhecidas por atuarem na transmissao de sinais
liberados por neurotransmissores, hormdnios, fatores de crescimento e
outros sinais extracelulares (Leninger, 1995). O RAS possui duas formas:
uma ativa ligada ao GTP (Guanina tri-fosfato) e outra inativa, ligada ac GDP
(Guanina di-fosfato) (Figura 1). A ativacdo do RAS é estimulada pelo Fator
de Liberacdo do Nucieotideo Guanina (GNRP) e a inativacdo se da pela
proteina ativadora de GTPase (GAP) (Lowy et al., 1993; Lewin, 1997)

(Figura 2).
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Figura 1 — Cristalografia da proteina p21™° mostrando o sitio de ligacao de
GDP e GTP. A seta mostra a molécula de GDP. Fonte PDB.
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Ativacao da
MAFPK

Figura 2 — Esquema da ativacdo do RAS, por fosforilacdo do GDP pelo
GNRP, e desativacdo, por desfosforilagdo do GTP pela GAP, e
ativacao da MAP Quinase (MAPK) pelo RAS-GTP.
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A cascata de ativacdo do RAS se inicia guando, no lado externo da
membrana plasmatica, fatores de crescimento se ligam a receptores de
tirosina quinase (TK). Uma vez ativados, desencadeiam uma cascata de
fosforilacdo da tirosina que resulta na formacdo de uma complexa conexao
do receptor ao RAS, via adaptadores moleculares (Grb2 e Sos). O
resultado dessa ligacdo é a ativagdo do RAS apés a ligacdo do GTP. O
RAS ativado se liga ao fator ativador do RAS (RAF) o qual fosforila o MEK
(conhecida como MAPKK, ou seja, € a quinase que ira fosforilar e depois
ativar a MAPK). Esta cascata de reagdes culmina na ativacdo de fatores de
transcricdo nucleares. Outras quinases sao ativadas pelo RAS mas nao
pelo RAF (Indolfi et al. 1996)

Por outro lado, hormdnios de crescimento se ligam a receptores na
membrana que ativam as G-proteinas as quais se ligaram ao GTP e
ativaram a adenilato ciclase (ac), aumentando assim a produ¢do de cAMP.
Este se liga a proteina quinase (PKC) resultando no langamento de uma
subunidade catalitica, que fosforilara o RAF impedindo assim que este se
ligue corretamente ao RAS, e ainda agira na inibicao ou estimulagao de

fatores de crescimento intracelular (Indolfi et al., 1996) (Figura 3).
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Fatores de crescimento Horménio
".fK ;'K : : _ AN\,:\ - G-proteina
______ érbz @@ = _
MEKK R,{F /
SiK ME'}(
SﬁPK MAJI;K

fatores de
transcrigao

%\

Efeito bioldgico

Figura 3 — Esquema da cascata de ativacao do RAS, modificado de Indolfi
e Cols. 1996

A ativacdo constitutiva do RAS pode ser causada por mutagdes que
permitem que as formas ligadas ao GDP se tornem ativas ou que previnam
a hidrélise do GTP. Muitas mutacdes que conferem esta transformacéao na
atividade inibem a acdo da GTPase. No proto-RAS isso nao tem efeito nas
proteinas que ja tenham sido ativadas por mutacdes oncogénicas. A
inabilidade de hidrolisar GTP pode causar ao RAS uma permanente
ativacdo (Lewin, 1997), estando este processo envolvido com o
desenvolvimento do tumor (Iritani et al., 1997). O gene RAS mutante é

encontrado em muitos seres humanos com céanceres do pulméo, colon e
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pancreas; o produto deste gene é responsavel pela divisao incontrolada de
células cancerosas (Hall et al. 1993 e Barbacid 1987).

Estudos prévios em nosso laboratério detectaram 20% de mutacdes
no gene N-RAS em 40 pacientes com Leucemia Mieldide Aguda (Melo,
1996). Por técnicas imunolbgicas (imunocitoquimica, imunchistoquimica e
western blotting), observa-se que pode ocorrer superexpressao do RAS em
muitos destes casos com mutagdo. Por outro lado, existe a descrigao de
superexpressdo do RAS na auséncia de mutagdes no N-RAS (Cdodon 61),
K-RAS (Cédon 12) e H-RAS (cddon 13). Recentemente, foi observado em
nosso laboratério superexpressdo do RAS em pacientes com LMA e
Mielodisplasias (Silva et al., 1997). Sabe-se também que algumas
linhagens leucémicas, tais como K562, HL60 e U937, expressam de

maneira variada a p217*° (White® et al., 1996; White® et al., 1996).

Oxido Nitrico e Oxido Nitrico Sintase

O oxido nitrico (NO) é uma importante molécula sinalizadora
sintetizada em diversos tecidos humanos por proteinas codificadas em uma
familia de trés NO sintases (NOS) (Xie et al., 1992 e Robinson et al.,
1994): endotelial constitutiva (ecNOS), neuronal (nNOS) e induzida (INOS)
(Michel et al., 1997). A ecNOS e nNOS sao caicio dependentes e
permanentemente expressas em células endoteliais, granulos, células

bastédo do cerebelo e neurdnios do sistema nervoso central. Em contraste, a

7
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iNOS, também chamada de NOS2, é calcio independente, podendo
produzir altas concentragdbes de NO apés ser induzida por citocinas,
Interferon y (IFN) e Lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (Michel et al., 1997;
Nathan et al., 1997).

A Oxido Nitrico Sintase (NOS) produz NO pela oxida¢do de um dos
nitrogénios do grupo guanidino da arginina (ou por outros substratos
guanidinos). Este processo envolve a oxidagédo do NADPH e a reducao de
Oxigénio Molecular (O;). A transformacdo ocorre no sitio catalitico
adjacente ao sitio de ligagédo para a L-arginina da molécula da NOS. Este
sitio catalitico possui um grupamentc heme com atomo férrico (Fe™. O
ferro é reduzido por transferéncia de elétrons do NADPH, e se liga ao
oxigénio molecular, o qual é depois cindido, liberando um atomo de
oxigénio como agua e o outro incorporado ao terminal guanidino da L-
arginina, transformando-a em Hidroxarginina. Outras moiéculas de oxigénio
facilitam a oxidacdo da Hidroxiarginina para a produ¢do de agua, oxido
nitrico e L-citrulina (Southan et ai., 1996) (Figura 4).

O NO & extremamente labil sendo rapidamente convertido para nitrito
e nitrato, através da ligagdo com agua e oxigénio livre (Amano et al., 1995),
e reage com o superoxido (Oy) para a produgéo de peroxidonitrito (ONOO")
(Beckman et al., 1996 e Wizemann et al., 1994) . Apds sua producao
difunde-se a partir da sua célula de origem para as vizinhas onde se liga ao
grupo heme da guanilato ciclase e ativa a enzima que produz a guanina

monofosfato ciclico (¢cGMP) a partir da guanina Trifosfato (GTP). Esta
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ligacéo age como um ativador intracelular da diviséo celular (Ignarro et al,,

1995) (Figura 4).

[ LPS,IFNy
+
Tyrosina Quinase, NF-«B
IRF
e — ./,_‘__,...,. 02_ — ONOO-
~ INQS + - INOS RNAM (
( 4 O \
- NADPH - " HZO .\ - NO —» H2O —» Noz-
0y \ ! 0,
L-Arginia —— ™ L Hidroxi Arginina é——* L-Citrulina
P
NO * H,0
/‘}
o
Guanilato Ciclase
N
GTP = » cGMP
ll\_

Efeito Biolégico

Figura 4 — Esquema da Biossintese do Oxido Nitrico, através da indugéo
por Lipolissacarideo (LPS) e interferon y (IFN).

O NO ativa a p21™ em células T humanas, como pode ser
observado pelo aumento da ligagdo GTP-p21™ (Lander et al.,1995). O
efeito ativador do NO pode ser mediado por interagdo direta com p21™ ou
indiretamente através de fatores adicionais. Recentemente, foi identificado
o sitio de interac@o entre NO e p21™° que é responsavel pela inicia¢ao da
transmisséo do sinal, este esta localizado no fragmento Cisteina 118 da

molécula da p21 (Lander et al., 1996). Esta regido esta implicada na ligagéo
9
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do nucleotideo Guanina e € homéloga a outras proteinas G. Algumas das
mutacdes que ativam o potencial oncogénico do RAS estdo nesta regido

(Lewin, 1997).

Objetivos

Este trabalho teve como objetivo analisar, por métodos imunolégicos,
a expresséo da iNOS e o papel do 6xido nitrico na expresséo e ativacéo da
p21™ em:
a) Linhagens celulares leucémicas, HL60, U937 e K562.

b) Células blasticas de pacientes com leucemia mieldéde aguda.

10
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Casuistica

Participaram deste estudo 15 pacientes portadores de Leucemia Mieldide
Aguda (LMA), um paciente com Linfoma de célutas do manto e quatro
pacientes com Leucemia Linféide Crénica (LLC), atendidos no ambulatorio
de Hematologia do Hemocentrc da UNICAMP, e sete controles normais
(estudantes do Laboratério de Biologia Moiecular € Celular). Os dados
clinicos e laboratoriais dos pacientes encontram-se representados na

Tabela 1.

Cultura de células

Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares leucémicas:
a) K 562 (Eritroleucemia)
b) HL60 (Promielocitica)
c) U937 (Monoblastica)

Estas foram cultivadas em suspensao com a utilizacao do meio de
cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS), a
37°C com 0% de umidade e 5% de CO,. Para os experimentos onde a
dosagem de NO foi necessaria, foi utilizado meio RPMI sem o marcador de

pH vermelho de fenol.

12
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Tabela 1 — Descricdo dos dados clinicos e laboratoriais dos individuos

utilizados neste estudo

Caso Sexo Doeng¢a FAB (%gn Bla;tos ng-;:l)
1 M LMA M2 13 64 7,3
2 M LMA M3 27,6 58 6,9
3 F LMA M3 29 63 6,5
4 F LMA M2 249 95 5,4
5 M LMA M2
6 M LMA M2
7 M LMA M3 16 41 7.8
8 F LMA M3 15 68 9,3
9 F LLC 36 55 12,9

10 F LLC 34 92 12,7
11 M Linfoma 32 84 11,5
12 M LMA M2 26 60 10,3
13 F LMA M1 29 89 8,8
14 F LMA M3 19,8 67 10,1
16 M LMA M2 28 85 11,9
16 F LMA M4 29 95 12,3
17 M LMA M1 27,8 81 49
18 M LMA M5 32 80 12
19 M LLC L2 94 94
20 F LLC L2 78 9
21 M Controle 6 14.8
22 M Controle 6.5 14.7
23 M Controle 7 13
24 F Controle 6.5 13
25 M Controle 75 14
26 F Controle 6 13.7
27 M Controle 6.5 13.5

13
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Coleta de sangue periférico dos pacientes e controles

Foram coletados 10 mi de sangue periférico dos pacientes em
frascos contendo heparina sédica. As células mononucleares foram
separadas por Ficoli-Hipaque e montadas em laminas para microscopia por
citocentrifugacdo. As 1aminas permaneceram congeladas a —20°C até sua

utilizacéo.

Inducédo da iNOS por Lipopolissacarideo e Interferon y

Para a padronizacdo da indugdo da iNOS foram utitizados dois
estimulantes: o Lipopolissacarideo (LPS) e o Interferon y (IFN).

A padronizacio de tempo de incubacio e dosagem dos estimulantes
foi feita incubando-se as células com diferentes concentracoes dos
reagentes, combinados e ndo combinados, em diferentes tempos (Tabela

2).

14
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Tabela 2 — Relacdo dos tempos de incubacdo e concentracéo dos

reagentes.
Tempo LPS IFN
16, 24 € 48 hs 1,0ug/mi -
10ug/mi
100pg/mli
200pg/mi
300ug/mi
16,24 € 48 hs - 100U/ml
200U/mi
300U/ml
500U/mi
16 e 48 hs 10ug/mi 100U/ml
100ug/ml 200U/m|
200ug/ml 300U/mi
300ug/ml S00U/ml
16 horas 300ug/mi 500U/mi

Optou-se entdo pelo tempo de 16 horas com incubac&o conjunta de

LPS e IFN numa concentracao de 300ug/ml e 500U/ml, respectivamente.

Esta concentragdo foi escolhida por ser a maior concentracéo estudada e,

devido ao fato de que nenhuma das linhagens apresentou aumento da

expressao da iINOS em todos os testes de padronizagdo. Outro fato que

contribuiu para esta escolha foi a resposta do RAS na linhagem K562

apresentando aumento da expressdo neste tempo e concentragdo. Os

experimentos foram montados sempre na tarde do dia anterior por volta das

17:00 hs e recolhidos pela manhé seguinte por voita das 9:00 hs.
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Montagem do experimento

As células foram cultivadas até atingirem confluéncia
(aproximadamente 5,0x1 0°/ml). Apds, foram centrifugadas e ajustadas para
uma concentracdo de aproximadamente 2x10° células por mi de meio de
cultura. O experimento foi montado em garrafas de cultura de 10 cm®,
Nestas, foram colocados as células diluidas em 10 ml de meio de cultura
acrescidos de 1,0 mi de soro bovino fetal e rotuladas como “controle”. Nas
garrafas de experimento foram colocados 8,5 mi solugao de meio de cuitura
e células, 1,0 mi de solugdo de LPS, 500ul de solugdo de IFN
(concentragéo final 300ug/ml de LPS e 500U/mi de IFNy) e 1,0 ml de soro
bovino fetal. As garrafas foram entdo colocadas em estufa de cuitura com
5,0% de gas carbdnico (CO,) a 37°C por um periodo de 16 horas.

Apds este periodo, os materiais foram centrifugados e seus
sobrenadantes separados e congelados a —20°C para futuras dosagens da
concentracdo de NO dissolvido. As células foram fixadas em [aminas de
microscopia através de citocentrifugacdo para realizagdo de
imunocitoquimica ou suas proteinas totais foram extraidas para o uso em

Western Blotting.
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Utilizacdo de L-NAME e D-NAME como inibidores da produg¢éo de NO

Os experimentos de inibicdo do NO foram realizados nos mesmos
moldes da inducdo por LPS e IFNy, acrescidos de 1uM de L- ou D-NAME
(N®-nitro-L-Arginina metil ester). O L-NAME inibi a produg@o de NO por ser

analogo a L-Arginina (Figura 5).

Composto R, R, n
R\ R2
C,//
L-arginina NH, NH 3
NH
L-NAME* NH, NNO, 3
(CH2)n
c Hidroxiarginina NH, NOH 3
7\
NHz- CoQ0-

L-Citrulina NH, O 3

Figura 5 — Estrutura quimica da L-arginina, L-NAME, Hidroxiarginina e L-
citrulina. * substituicdo da porcao acida do L-NAME (-COO") por (-
CO-0 CHs). Modificado de Southan, 1996.
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Utilizagcao de Aminoguanidina como inibidor da produgéo de iNOS

A Aminoguanidina € um analogo ao grupo guanidina da L-arginina
(Figura 6), apresenta uma inibigdo mais especifica a iINOS quando
comparada ao L-NAME (Ruetten et al., 1996; Southan et al., 1996 e Wu et
al., 1995)

Os experimentos com Aminoguanidina foram montados de duas
maneiras:

1. 10ml de células na concentracdo de 2x10°/ml, acrescida de

250puM de Aminoguanidina, incubagao por 16 horas em estufa.

2. 10ml de células na concentracdo de 2x10°/ml acrescidas de

LPS+IFNy, montagem padrdo do experimento, e 250uM de

Aminoguanidina. Incubagdo como descrito no item acima.

Em ambos os experimentos, foi utilizado um controle de céluias nao

acrescidas de LPS, IFNy ou aminoguanidina.

NH»

NH

|

C

VAR

HN NH2

Figura 6 — Estrutura quimica da Aminoguanidina
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Utilizagao de Nitroprussiato de Sédio (NPNa) como doador de NO.

Para a padronizagdo do uso do NPNa foram primeiramente
incubados em meio RPMI, sem Vermelho de Fenol, diferentes
concentragbes do doador numa faixa de 0,1 a 10 mM nos tempbs 30
minutos e 24 horas. O NPNa era pesado, e diluido em 1 mi de meio de
cultura logo antes da sua adicio ao experimento.

Em uma segunda fase de experimentos, foi utilizada uma
concentracéo de 2 mM por 5, 15 e 30 minutos. Foi escolhido o tempo de 30
minutos por ter sido neste tempo encontrada a maior concentragdo de NO
dissolvido no meio e por ser este o tempo limite antes das células

mostrarem alteracoes.
Dosagem indireta de NO através de Nitrito dissolvido no meio

A dosagem indireta do Oxido Nifrico foi realizada medindo-se ©
produto estavel da reacéo de produgéo de NO, o Nitrito (NO,) (Stuehr et al.,
1987) dos sobrenadantes de células em cuitura.

A medida foi feita através do reagente de Griess (1% sulfanilamida,
0,1% Naphthylethylene Diamine dihydrocloride, 2,5% HsPO,) (Lu et al.,
1996). Para a leitura da concentragéo de nitrito adicionou-se uma parte do
reagente de Griess e uma parte do sobrenadante. Apos incubacao de 15

minutos & temperatura ambiente, procedeu-se a leitura em
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espectrofotdmetro em 570nm. Como padréo, foi utilizado o Nitrito de Sadio
(NaNO,) numa concentracdo que variava de 0,45 a 65 uM. Ver apéndice

item 2.

Anélise imunologica de RAS, iNOS e MAPK

Para a analise da expressdc das proteinas foram utilizadas trés
técnicas distintas: imunocitoquimica, Imunobloting ou Western Blotting e
Citometria de fluxo. Todas essas técnicas sdo baseadas no reconhecimento
de um antigeno por um anticorpo marcado com um corante para facilitar
sua visualizagdo, chamada de técnica direta. Assim, quanto maior for a
intensidade do corante visualizado maior quantidade de proteina expressa.
Outro tipo de andlise utilizada foi a técnica indireta, que consiste na
utilizagéo de um ou mais anticorpos que reconhegam o anticorpo primario

e que possibilitem sua visualizagéo e andlise.
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10

20

Antigeno; .

s | Anbgeno. 2 At

50

60

Fast red

® o

Figura 7 — Esquema mostrando a utilizacdo de anticorpo secundario para
evidenciacao do antigeno. Técnica imunocitoquimica indireta, Ver
apéndice 2 para técnica detalhada.

Imunocitoquimica indireta (Técnica APAAP)

A imunocitoquimica & uma técnica de identificacdo intracelular de
proteinas especificas. Permite localizar um determinado tipo de molécula
protéica, excluindo-se as outras proteinas existentes na celula. Diferencia-
se da técnica direta por utilizar dois anticorpos, um primario que vai

reconhecer o antigeno dentro da célula e um secundario que reconhece o
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primario e facilita sua visualizagao permitindo assim a evidenciacao de
quantidades minimas de antigenos. Na técnica APAAP o anticorpo
secundario é reconhecido por um complexo biotinilado (complexo ABC), e
este complexo € corado com um substrado cromogeno (Fast Red),
aumentando mais a especificidade da visualizacdo da reacdo (Figura 7,
Apéndice item 3).

A vantagem deste tipo de metodologia €, como ja citado, o
reconhecimento de pequenas concentragdes de antigenos no interior
celular e ndo utiliza isotopos neste reconhecimento. Como desvantagem,
esta técnica ndo tem resolucdo para indicar pequenas variacoes na

expressao das proteinas.

Procedimento

1. Descongelar as laminas por pelo menos 2 horas;

2. Emergir as laminas em formalina 2% por 1 minuto;

3. Deixar secar por 15 - 20 minutos;

4. emergir em solugdo contendo TBS 0,05M pH7.6, TWEEN 20, SBF
(Solucao 1). 2 lavadas de 6 minutos;

5. Incubar em Soro Suino Fetal 1:5 na solu¢do 1 por 30 minutos;

6. Incubar por 3 horas com anticorpo primario V-H-RAS na dilui¢cao de 1:20
ou iNOS 1:500 TBS, 1% SBF;

7. Lavar 2 vezes com TBS por 5 min,;
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8. Incubar 30 min. com anticorpo secundario multilink 1:150 PBS;

9. Lavar com TBS 2 vezes por 5 min;

10. Incubar com complexo streptavidina-Biotina por 30 min.;

11.  Lavar com TBS 2 vezes por 5 min,;

12.  Incubar com solucao reveladora por 30 Min.;

13. Lavar com TBS 2 vezes por 5 min.;

14.  Contra corar com Hematoxilina de Meyer por 8 min.;

15.  Emergir em agua amoniacal 0,2% por 2 min.;

16. Secar e montar as laminas com glicerol gelatina (Glicergel, Dako ou

Glicerol-Gelatin, Sigma).

A presenca e a expressao das proteinas sédo analisadas observando-se
o aparecimento da coloracéo vermelha no interior celular. Dependendo da
intensidade da coloragao é atribuido um valor relativo expresso por cruzes
“+ onde uma cruz representa uma discreta coloracdo avermelhada em
pontos dispersos na célula, o padrao maximo era de quatro cruzes onde
toda a célula estava corada homogeneamente (Figura 8).

A B C D

Figura 8 — Padrao de cruzes para imunocitoquimica. A — Padrao “+' — B —

ll++ll ——C_“+++” _D_ll++++“'
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Imunoblotting ou Western Blotting

E um imunoensaio para a determinagédo de pequenas quantidades de
uma proteina especifica em lisados celulares. Apds a extragao de proteinas
com um tampéo proprio estas s@o submetidas a eletroforese em gel SDS-
poliacrilamida para separagdo das proteinas constituintes. As bandas
resultantes sdo transferidas para uma membrana de polimeros onde seréo
incubadas com anticorpos especificos. Estes anticorpos s&o entdo
marcados com proteina A ligada ao 1'°, e expostos a radioautografia para a
visualizagcéo das bandas.

Ao contrario da imunocitoguimica o Western Blotting identifica
pequenas variagdes de expressao das proteinas estudadas, e as bandas
marcadas das proteinas podem ser quantificadas quanto sua densidade
(Apéndice 4). Como desvantagem temos a utilizacdo de isétopos para
evidenciagdo das bandas. A utilizacdo dos isétopos pode ser excluida com
o uso de imunoflorescéncia, que é a utilizacdo de um corante que emita luz
ao ser estimulado. A grande desvantagem deste método € o custo dos Kits

para imunoflorescéncia.

24



Metodologia

Procedimentos

Para extracdo das proteinas totais, 5x10° células foram colocadas em
200 pl de tampéo RIPA e homogeneizadas de cinco a dez vezes . Estas
células foram centrifugadas por 10 minutos a 4°C a 14000 rpm. O
sobrenadante foi separado, e as proteinas quantificadas através do método
Bradford (Kit Bio-Rad). Para a estocagem das proteinas foram separadcs
400yl de sobrenadante e acrescentados 100 pl de tampao Laemmli + DTT.
Esta solugdo foi fervida por 5 minutos em banho maria e congelada em

freezer - 80°C.

Preparacédo do Gel

Para a corrida das proteinas MAPK p42/44 e RAS foram utilizados

géis SDS-poliacrilamida a 15% e para iINOS a 10%.

Procedimentos para montagem do gel

— Colocar primeiramente o Gel Resolving, deixar um pouco de gel no frasco
para servir de controle (Saber quando esta polimerizado), completar na
placa até 0,5 cm abaixo do pente;

— Apés a polimerizagdo do Resolving colocar o Gel Stacking, € em seguida
encaixar o pente

— O gel pode ser preparado no dia anterior ao experimento, desde que fique

em geladeira até a hora da aplicagéo.
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Corrida e Transferéncia

Montar a cuba de corrida

— Colocar 800 mi de Tampéo de corrida (200 ml de tampé&o 4x e 600 ml de
agua)

— Na cuba central colocar 50ul de B-Mercaptoetanol

Corrida

— Correr o Stacking a 40 V, quando o marcador alinhar € o azul entrar no
Resolving aumentar a poténcia para 80 — 120 V
— A corrida no Stacking e no Resolving dura em média de 3 a 3,5 Horas.

— Parar a corrida quando o azul chegar a 1 ou 0,5 cm do final do gel.

Transferéncia para membrana

Montagem do aparato para transferéncia

- A partir da placa preta:

Colocar 2 espumas, logo em cima 3 papéis de filtro, a membrana de
nitrocelulose (n&o colocar a m&o na membrana) e o gel.

— A montagem deve ser feita em uma cuba contendo tampao de
transferéncia, de modo que a membrana fique sempre molhada

— N&o esquecer de colocar o gelo e trocar de 30 em 30 Min.
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— Correr por 2 horas a 120 V

F [\ Gel
ﬁ embrana

F‘\ \  Placa branca ‘E
: ' ‘ : | ESpuma
Papel de Filtro

s g P apel de Filtro

' ’ Espuma

Esguema para montagemda cuba de transferencia da Bio-Rad.

Bloqgueio

— Retirar a membrana com cuidado do aparato
— Coloca-la, com a face transferida para cima, em um banho com 10 ml de
solucdo de blogueio por, no minimo, 2 horas.

— Lavar 3x por 5 min. com solugéo basal

Incubagédo com anticorpo

— Acrescentar 50ul de anticorpo na solugao para anticorpo e incubar “ over
night’ em camara fria com agitacdo constante.

— O volume de anticorpo pode variar com o tipo e fabricante

— Se houver necessidade do uso de “Bridge”, esta deve ser colocada apds

a incubagéo do anticorpo, no proprio banho em que esta o anticorpo. A
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incubagdo deve durar no minimo 2 horas

Exposigédo ao lodo

— Lavar 3x por 5 min. com solugéo basal

— Colocar a solucdo de lodo e incubar por no minimo 2 horas.

— O volume do lodo depende da sua qualidade e tempo. (por volta de 15 a
20 puly

— Lavar 3x por 5 min. com solugdo basal

Exposicdo em autorradiografia

— Apoés seca, a membrana deve ser fixada em cartolina e embrulhada em
papel PVC.

— Colocar a membrana em um cassete de exposicdo, com filme para
radiografia (A colocagdo deve ser feita em cAmara escura, para n&o velar o
filme)

— Expor em média por 48 horas, a -80°C.
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Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo consiste no reconhecimento de
proteinas in sifu, com um anticorpo marcado com um fluocromo,
comumente ficoeritrina (PE) ou fluoresceina isotiocianato (FITC). Este
fluocromo ao ser estimulado por um feixe de laser emite um foton que €
captado por sensores no aparelho. O citdmetro de fluxo faz analises tanto
qualitativas (quanto de certo produto € expresso por célula) como
quantitativas (quantas células expressam este produto), da mesma amostra
(Owens et al., 1995). Neste trabalho a Citometria de fluxo foi utilizada para

corroborar os resultados obtidos por Western Blotting e Imunocitoquimica.

Técnica resumida

Para a andlise das células em cultura foi primordial que estas fossem
cultivadas em meio sem Vermelho de fenol por um periodo ndo menor que
duas semanas. Este marcador de pH emite fotons proximos ao

comprimento de ondas do FITC utilizado nos anticorpos (Figura 9).
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FITC

A
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Figura 9— Espectro de emissdo para trés fluocromos mais comuns, FITC,
PE e PerCP. O Traco indica a emissae do vermelho de fenol

(530nm).

Procedimentos

Método Direto para marcagao intracitoplasmatica.

1. Foram adicionados a um tubo FACS 12x75 100 pl de sangue periférico
contendo 1,0x10° de leucocitos, a contagem celular foi feita em
hemocitémetro automatico, e a dilui¢do feita com PBS.

2. Em cada tubo foi adicionado 2ml de Solugao lisante BD diluida 1:10,

Vortex por 20 sec.

3. As células foram fixadas adicionando-se 2ml de solugdo de

paraformaldeido a 4% 1:1 e vortex por 10 segundos;

4. As células foram entdo deixadas em repouso por 10 minutos;
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5. As células foram centrifugadas por cinco minutos a 1300 RPMs em
temperatura ambiente, o sobrenadante foi desprezado;

6. O pellet foi entédo ressuspendido em 2ml de PBS com 0,5% de Tween
20, deixado em repouso por 2 minutos, e foi centrifugado 2 vezes por 2
min. a 1300 RPMs;

7. O pellet foi ressuspendido em 50 pi de PBS com 0,5% de Tween 20;

8. Neste ponto foi adicionado ¢ anticorpo monoclonal (iNOS:FITC) e
incubado por 40 minutos;

9. Foi centrifugado duas vezes por 2 min. Com PBS + Tween 20;

10. Ressuspendido em 1 ml de PBS e foi feita a leitura em Citdmetro de

Fluxo

Método Indireto para reconhecimento de RAS

1. Foi sequida a metodologia direta até o tdpico 9 da descrigdo anterior, e
acrescentaram-se 0s seguintes passos

2. O peliet foi ressuspendido em 50 pl de PBS com 0,5% de Tween 20;

3. Adicionado 10ul de anticorpo secundario Goat-Anti-mouse:FITC e
incubou se por 20 min. a temperatura ambiente.

4. A solucdo entéo foi lavada por 3 vezes, para evitar gue ficassem restos
de FITC aderidos inespecificamente as células, com PBS + 0,5% de

Tween 20
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5. As células foram ressuspendidas em 1ml de PBS e lidas no Citdmetro

de Fluxo.

Aquisicdo dos dados no Citbmetro

A calibragéo do aparelho foi feita seguindo se o padréo utilizado pelo
laboratério de Marcadores Citopiasmaticos do Hemocentro da Unicamp.

Para a andlise dos dados dos pacientes com leucemia,
primeiramente foi plotado um grafico de pontos Tamanho vs Granulosidade
(FSC vs SSC). A partir deste gréfico, foram desenhadas as “gates”
(Selegéo dos dados) para analise. Os dados selecionados foram entéo
plotados em um grafico de pontos para fiuorescéncia dos marcadores de
membrana CD14PE e o CD45FITC. Assim, foi possivel a andlise dos dados

pertinentes somente dos leucécitos, excluindo-se os monécitos (Figuras 10

A e B).
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Figura 10 — A — Grafico de pontos mostrando tamanho celutar (FSC) por
granulosidade (SSC); R1: area de selecdo dos dados (Gate); -B:
Grafico de pontos para Fluorescéncia dos marcadores de
membrana dos dados selecionados no Grafico A.
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Ndo houve a necessidade de se fazer marcadores de membrana nas
linhagens pois estas eram apenas de um tipo celular. Nas linhagens foi
plotado apenas um grafico tamanho celular por granulosidade (FSC X
SSC), deste grafico eram apenas desprezadas as células que tivessem fora

da populacéo predomiante (Figura 11).
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Figura 11 — Grafico tamanho vs granulosidade mostrando a area de

selecdo (R3) dos dados em linhagens celulares.

Antes de se procederem as andlises dos dados foi necessario um
controle de isotipos, também chamada de excluséo do “Background’. Para
isto foi feita uma reagdo com o isotipo especifico de cada anticorpo (igG2A
para a iNOS). Esta reacdo foi idéntica a descrita para os anticorpos,

alterando se apenas o tipo de anticorpo utilizado.
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As analises procederam primeiramente plotando-se os dados
referentes ao controle de isotipos em um histograma florescéncia vs n° de
células (Figura 12A). Apbds, os dados referentes ao anticorpos eram
plotados em um outro histograma. Para sabermos qual foi a expressao das
proteinas nas linhagens foi descontada a florescéncia lida no histograma de

controle de isotipos da florescéncia lida nas proteinas (Figura 12B).
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Figura 12 — Histograma do dados do anticorpo a ser estudado, a area M1,
em B, representa o desconto do isotipo marcado no grafico
A; M2 representa a positividade real do anticorpo.
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Resuitados

A. Analise imunolégica da expressdo da iINOS em células leucémicas

1. PACIENTES

Foram utilizadas duas metodologias para a anélise, imunocitoquimica
e citometria de fluxo. Em ambas os resultados obtidos foram os mesmos.
Os pacientes com Leucemia Mielbide Aguda (LMA) apresentaram um
aumento acentuado na expressao da iNOS (Tabela 3 e Figura 13 e 14),
enquanto que nos pacientes com Leucemia Linféide Crénica (LLC) e

Linfoma houve aumento discreto (Tabela 3)
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Tabela 3 - Sumario dos dados clinicos e expresséo da iNOS por citometria
de fluxo e imunocitoquimica dos pacientes com LLC, LMA e

linfoma
Pacienfe Sexo Doenga FAB Blastos WBC Hb Explﬁ\lsg:o da
% ot gy TN mica
1 M LMA M2 13 64 7.3 92% ++++
2 M LMA M3 276 58 8,9 71% 4+
3 F LMA M3 29 63 6,5 32% ++
4 F LMA M2 249 95 5.4 70% ++++
5 M LMA M2 +++
6 M LMA M2 ++
7 M LMA M3 16 41 7.8 73% ++++
8 F LMA M3 15 68 93 +++
9 F LLC 36 55 12,9 +++
10 F LLC 34 92 12,7 31% +++
11 M Linfoma 32 84 11,5 33% ++
12 M LMA M2 26 60 10,3 39% +++
13 F LMA M1 29 89 8.8 ++
14 F LMA M3 19,8 67 10,1 e
15 M LMA M2 28 85 11,9 +++
16 F LMA M4 29 95 12,3 +++
17 M LMA M1 27.8 81 4,9 ++
18 M LMA M5 32 80 12 +++
19 M LLC L2 94 9,4 +4+
20 F LLC L2 78 9 ++
21 M Controle 6 14.8 26,5% +
22 M Controle 6.5 14.7 25% +
23 M Controle 7 13 32% ++
24 F Controle 6.5 13 +
25 M Controle 7.5 14 +
26 F Controle 6 137 +
27 M Controle 6.5 13.5 +
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Figura 13 — Imunocitoquimica indireta mostrando a expressdo da iNOS em
células mononucleares de pacientes com LMA (A,B,C,D); LLC

(E,F,G) e controle normal (H)
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Figura 14 — Histogramas de florescéncia mostrando “background” (M1) e
positividade (M2) da Citometria de Fluxo utilizando anti —
INOS:FITC em Sangue Periférico de pacientes — A — Controle — B
— portador de LMA — C — portador de LLC — D — com linfoma de
células do manto — E — Portador LLC - F — com LMA. Gréficos
representativos de pelo menos trés experimentos independentes.

2. LINHAGENS LEUCEMICAS

Na linhagem K562, a expressao da iNOS foi discreta, antes ou apos a
inducdo com LPS e/ou IFN (figura 15). Nas linhagens HL60 e U937,
observamos expressao acentuada da iINOS, em condi¢coes basais ou apos

inducao com IFN e/ou LPS (figuras 16 e 17).
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K562 INOS incubagio com

K562 iNOS Controle LPS+IFNy por 16 horas
o D

K562 iNOS incubagao com K562 iINOS LPS+IFNy+AGD
LPS+IFNy+L-NAME POR 16hs incubagao 16hs

Figura 15 — Identificagdo por imunocitoquimica da iNOS na linhagem K562.
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U937 INOS incubagao com

U937 iNOS controle LPS"‘IFN POR 16hs

U937 iNOS incubagéo com U937 iNOS incubagao com
LPS+IFNy+L-NAME POR 16hs LPS+IFNy+L-NAME POR 16hs

Figura 16 — Identificagio por imunocitoquimica da iINOS na linhagem U937.
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Figura 17 — |dentificacdo por imunocitoquimica da iNOS na linhagem HL60,
— A — Controle — B — apos tratamento com LPS e IFN.

A. Inducao da iNOS em linhagens leucémicas com LPS e IFN

Western Blotting

Nao houve aumento da expressdo da iINOS apés a utilizacdo de
diferentes concentracbes de LPS e/ou IFN em nenhuma das linhagens

estudadas (Figura 18).

Citometria de Fluxo

Como em Western Blotting ndo foi identificado nenhum aumento da
expressao da iNOS apds tratamento com LPS e IFN. A figura 19 mostra um
grafico representativo da area onde os dados foram selecionados para
analises.

Na citometria de fluxo, viu-se em todos os experimentos o
aparecimento de uma segunda populagdo bastante caracteristica (Figura

20A, marca R1). Este tipo de populagéo € descrita como efeito de ligacdes
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ndo especificas do anticorpo (Owens et al., 1995). Pelo grafico da figura 21
pode se ver que estas células sdo da mesma granulosidade das células

realmente positivas (vermelho), mas emitem maior fluorescéncia (Verde).

Figura 18 - WESTERN BLOTTING mosfrando a expresséo da iNOS em
linhagem HI60, apds incubagdo por 48 horas com A- controle
(sem adicido de LPS), B — 10ug/mi de LPS, C - 50ug/mi de LPS, D
- 100ug/ml de LPS, E - 300ug/ml de LPS, F - 500ug/mi de LPS e
G - Controle iINOS purificada de Macréfago de Rato (Acompanha
0 anticorpo anti — iINOS da Transduction Laboratories). A seta
mostra a proteina INOS com peso molecular de 130 kD. As outras
linhagens repetiram o mesmo padrao de bandas. O grafico indica
a densidade relativa de cada banda.
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Figura 19 — Histograma tamanho vs Granulosidade para sele¢ao dos dados
em cultura de células. Todas as linhagens apresentavam padréo
semelhante a este.
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Figura 20 — Dados de Citometria de fluxo plotados em Grafico de pontos
mostrando positividade da iNOS (quadrante inferior direito) e
Background (quadrante inferior esquerdo) na linhagem K562
sendo — A — Controle — B — Adigdo de 10ug/ml de LPS - C -
50ug/ml — D — 100pg/mi — E — 300pg/ml — F — 500 pg/ml. A
incubacdo foi de 16 horas. Graficos representativos de quatro
experimentos independentes.
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Figura 21 — Grafico de pontos mostrando SSC (granulosidade) vs
florescéncia da iNOS, da area selecionada R1 da figura 20A.

Todas as figuras de citometria de fluxo apresentadas s&o da
linhagem K562, todas as outras linhagens apresentaram o mesmo

resultado.

B. Dosagem indireta de Oxido Nitrico
A dosagem de NO, mostrou aumento na produgdo de NO apés

inducdo, apenas na linhagem K562. As outras linhagens apresentaram um

decréscimo de NO no meio (Gréfico 1).
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Bosagem de nitrito

250 ;

200 i
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3
5
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£
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350 |

0,80 1

Conirole LPS + IFN Controle LPS+IFN Controle LPS + IFN
HLED ugs?

Grafico 1 - Médias das dosagens de NO, nos experimentos de inducio
da iINOS com LPS e IFN por 16 horas. N=10 experimentos
independentes

C. Inibigdo da Liberagio de NO:

t.L-name e D-name: Os experimentos com L-name e D-name

mostraram que ambos diminuem a expressdo da iNOS sugerindo um
fendémeno inespecifico, nao ligado a uma reacdo do NAME.

2 Aminoguadinina: A utilizacdo de aminoguanidina (AGD), inibidor

especifico da iINOS (Wu et al., 1995), demonstrou que as linhagens tratadas
com 250uM de aminoguanidina por 16 horas apresentaram uma queda da
quantidade de NO, medido no meio (Grafico 2). As células cultivadas com
LPS, IFNy e aminoguanidina (300pg/ml, 500U/ml e 250uM
respectivamente) ndo apresentaram alteragfes na dosagem de NO, apés
tratamento (Grafico 3). A expressido da iINOS se manteve inalterada em

todos os experimentos (figuras 15, 16 e 17).
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15 1

05

K562 AGD HLE0 Cort. HLE0 AGD U937 cont.

K562nt, U37 D
Grafico 2 — Dosagem de NO; medidc em suspensao de meio de cultura
apés 16 horas de incubagido com 250uM de AGD. O Gréfico
representa a média e desvio padrdao de oito experimentos
independentes.

2 e -

K562 Cont. K562 HLGO Cort. HL80 Uasv? cort, uasy
LPS+IFN+AGD LPS+IFN+AGD LPS+IFN+AGD

Grafico 3 - Dosagem de NOs medido em suspensdo de meio de cultura
apés 16 horas de incubagido com 300ug de LPS e 500U de IFNy

por ml de meio de cultura e 250uM de AGD. O Gréfico representa
a média e desvio padrao de oito experimentos independentes.
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D. Papel do Oxido Nitrico na expressao e ativacao de RAS

1. Analise imunologica da expressao do RAS

Apébs incubagdo da linhagem HL60 com 1,0ug/mi de LPS por 24
horas, observamos aumento na expressao do RAS (figura 22). Nos demais
tempos e concentragdes este aumento ndo se repetiu. A linhagem U937
ndo apresentou aumento do RAS em momento algum (figura 23). Ja a
linhagem K562 apresentou um aumento da expressao de RAS em todos os
experimentos com LPS, com expressédo maxima em 300ug LPS/ml em 16
horas (Figuras 24 e 25). A utilizacdo da aminoguanidina ngo alterou a
expressdo da p21 RAS. O uso de L-name e D-name diminuiu a expressao

da p21RAS , sugerindo ser este um fenémeno inespecifico.

Figura 22 — Identificagdo imunologica de RAS em HL60 —A— Controle —-B-
estimulada com LPS 1,0ug/mi por 16 horas.
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U937 RAS incubac;élo com

U937 RAS controle LPS+IFNy POR 16hs

Figura 23 — Identificacdo imunoldgica de RAS na linhagem U937

a b c d e f
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Figura 24 - WESTERN BLOTTING mostrando a expressédo de p21RAS em
K562, A — apds incubagédo por 16 horas com 500 U/mi de IFNy a-
controle (sem adi¢do de LPS e IFN), b — 10ug/ml de LPS, c -
50pg/ml de LPS, d - 100ug/ml de LPS, e - 300pg/ml de LPS e f -
500ug/ml de LPS. A seta mostra a proteina p21. O grafico
representa as densidades relativas das bandas. Desvio
apresentado é de 5% (erro padrao do medidor). B — 1. Controle,
2. Marcador de peso molecular 22Kda, 3. Incubagao com LPS
300ug/ml + IFNy 500U/ml por 16 horas. O grafico representa as
densidades relativas das bandas. (emmo padrdo de 5% do
medidor). Figuras representativas de 3 experimentos
independentes.
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Figura 25 — Imunocitoquimica de K562, para identificagéo da p21 RAS, sem a
adicdo de LPS. B Imunocitoquimica de K562, para identificagéo da p21
RAS, apds incubagéo de 16 horas com LPS.

2. Ativacdo da p21RAS:

A p42/44MAPK esteve constitutivamente fosforilada nas linhagens.
Apos a indugdo com LPS e IFNy houve aumento da fosforilacdo somente

em K562 (Figura 26.1). No houve alteracdo da expressdo da proteina em

nenhum experimento (Figura 26.2).

Figura 26 — Western Blotting para a identificacao de p42/44 utilizando se
anticorpo  1.)phospho-p42/44 (evidencia apenas proteina
fosforilada) e 2.) anti-p42/44 (evidencia apenas a proteina MAPK
p42/44) em — A — K562 controle — B — K562 estimulada com LPS
+ IFNy — C — U937 controle — D — U937 estimulada com LPS +
IFNy — E — HL60 controle — F — HL60 estimulada com LPS +
IFNy. O gréfico representa as densidades relativas das bandas.
Figuras representativas de trés experimentos independentes.
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6. Utilizacdo de Nitroprussiato de S6dio como doador de Oxido Nitrico

Foi observado que o aumento da concentracdo de NO era dose
dependente (Grafico 4) e que havia um consumo ou perda deste NO com o
tempo, fato ja descrito na indugédo com LPS e IFNy (Gréfico 5).

Entretanto, o uso de NPNa se mostrou téxico para as células. Apos
30 min de incubagdo com 5 mM de NPNa observaram-se alteracoes
morfolégicas significativas nas linhagens leucémicas (Figura 27) e apés 1
hora de incubacao, todas as células estavam mortas

Foi observado que uma hora apds adicao do NPNa todas ceélulas
estavam mortas, efeito ja mostrado por Jun, 1997. Os experimentos com
doagdo de NO seguiram com uma diminuicdo no tempo de exposi¢ao e na

dose, 2,0 mM de NPNa por 30 minutos.
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Grafico 4 - Concentragcao de NO, medida apés 30 minutos de incubagao
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com NPNa. Liberacdo medida apenas com meio de cultura. N=10
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Grafico 5 — Queda da concentracdo de NO apds 24 horas da adicdo de

NPNa. N=10.
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Figura 27 — Alteracdes morfolégicas apos tratamento por 30 minutos com
5mM de NPNa A — K562; B — U937.

Figura 28 — imunocitoquimica demonstrando localizacdo diferenciada de
RAS e iNOS no citoplasma celular — Linhagem U937; 1- p21RAS ,
2- INOS. Note que ha maior expressdo do RAS ligado a membrana
nuclear. Em contraposicéo, a iNOS esta mais expressa junto a face
interna da membrana citoplasmatica.

54



DISCUSSAO




Discussao

No presente estudo foi observado que ha superexpressdo da iNOS
em células mononucleares de pacientes com LMA, LLC e Linfoma
quando comparados aos controles, assim como em linhagens HLG0 e
U937. Uma das possiveis causas deste achado seria a desregulagdo da
expressdo de fatores de transcricdo, comumente expressos em
leucemias (Nichols et al., 1992), os quais estariam atuando diretamente
na transcricdo da iINOS ou indiretamente, estimulando possiveis
ativadores desta transcrigao.

Em leucemias, diversos genes tem expressdo aberrante
(Papavassiliou et al., 1995). O aumento ou a auséncia do produto génico,
pode resultar de deleg@o ou mutagdo que altera a quantidade, atividade
ou localizacdo de determinada proteina. Outra alteracao frequente nas
anormalidades hematopoiéticas, em especial nas leucemias, é a
expresséo imprépria de fatores de transcricdo (Nichols et al., 1992), tais
como RARs (Receptores de acido retindico), o qual pode induzir a
diferenciacéo da HL60 ,AML1 (expressos em U937) e GATA (Tenen et
al., 1997 : Orkin et al., 1992). Outro fator de franscricdo importante
expresso nas leucemias é o NFxB (Baeuerle et al., 1996). Segundo Lin et
al (1996) o NFkB é o componente regulador da expressdo da iNOS.
Peng et al. (1995) descrevem que o NO endégeno pode inibir a ativagéo
do NF«B, quando em concentra¢des altas. A figura 29 esguematiza a
possivel via de ativacdo do RAS e iINOS dentro das leucemias

estudadas.

56



Discussao

b RAS - GDP -~

[+ 8 7 X
<L L y
3 E

‘. RAS-GTP #

Inativagio Adivacio

dyND

MAPK

Inibicdo T NFKB

|

iINOS MRNA

ONOO-

Guaniiato
Ciclase

GTP cGMP

Figura 29 — Esquema de ativacéo do RAS e iNOS, e possivel causa da

queda dos niveis de NO apresentados.

Todos estes fatores estdo direta ou indiretamente ligados a
proteinas quinases, especialmente tirosina quinases (Lewin, 1997). A

fosforilacéo de proteinas tirosina quinase tem um papel importante nos
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processos celulares de proliferacéo e diferenciacdo. Quando ativadas e
autofosforiladas, os receptores de ftirosina quinase recrutam os
adaptadores protéicos, os quais vao mediar as interagdes de troca do
nuclectideo guanina com proteinas G. Deste modo, podem levar &
ativagdo do RAS por ligacdo do GTP e liberagdo do GDP. A ativagéo,
influenciada por fatores de transcricdo e ndo por mutagdes, do RAS e
consegqliente ativagdo das MAPK, especialmente as ERKSs, tem inicio na
formacgdo do Complexo SHC-Grb2-SOS (adaptadores moleculares) (Rao
et al., 1996).

Proteinas RAS ativadas por mutagdes, muitas vezes estdo
associadas com alteragdes de aminoacidos importantes para a troca de
nucleotideo guanina, assim a ativagdo do RAS pode ser estimulada ou
inibida. Dependendo da localizagdo da mutacdo, pode ocorrer um
aumento da ligacdo de GTP devido a uma diminuicao da atividade de
GTPase {Lowy et al., 1993). Os oncogenes RAS mais comuns s&o
agueles com uma simples mutagéo de ponto nos codons 12, 13 ou 61
(Barbacid et al., 1987).

As linhagens leucémicas utilizadas neste estudo possuem
caracteristicas e mutacdes proprias. A linhagem HL60 é derivada de
leucemia mieloblastica aguda (FAB-M2) com maturagdo (Dalton et al.,
1988), e possui uma mutagio no segundo nuclectideo do cédon 61 do N-
RAS, ocorrendo a substituicdo de uma giutamina por histidina (Chen et

al, 1994; Bos et al, 1984; Clutterbuck et ai, 1998). Por sua vez, a
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linhagem U937, derivada de leucemia monoblastica, apresenta muta¢des
no K- e N-RAS (Gly12Asp e GluBiLys respectivamente), além de
translocacdo do gene MLL (11923) (Mahgoub et al,1998) . E possivel que
estas mutagdes, com conseqiente ativacio da sinalizacdo via p21-RAS,
colaborem para a alteragéo da expressdo de iNOS (Figura 29).

Por outro lado, a linhagem K562, derivada de leucemia mieldide
cronica (Lozzio et al., 1975), apresenta a translocacdo dos cromossomos
9 e 22 [t(9;22)(g34;911)] . Esta translocacéo gera um oncogene hibrido
conhecido como BCR-ABL e duas proteinas BCR-ABL estdo presentes
nesta linhagem, a p210 e p185 (Goga et al.,, 1995); Estas proteinas,
aparentemente ativam RAS, através dos adaptadores Grb2 e Shc (Lewin,
1997). Lewin (1997) descreve a existéncia de mutagdes no H- e K-RAS
em leucemias mieldides cronicas, embora n&o existam dados na
literatura que indiquem estas mutac¢des na linhagem K562.

Nas linhagens estudadas, as proteinas p42/44 MAPK estiveram
constitutivamente fosforiladas. Estas fazem parte da familia das ERKSs, e
sdo diretamente ativadas pelo RAS, via RAF (Figura 29) (Raingeaud et
al., 1995). A ativagdo da proteina p21™ por NO (Lander et al., 1995), por
mutagéo no RAS ou pela proteina de fusdo BCR/ABL, poderiam justificar
a fosforitacdo constitutiva da p42/44 (Lewin, 1997; Cobb et al, 1995).

Apos indugdo das linhagens leucémicas com LPS e IFN, néo
houve aumento da expressdo da iNOS, possivelmente por esta proteina

ja estar superexpressa em condi¢des basais. O IFNy, na presenga de
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RAS e MEK1 (proteina quinase), ativa ERK1/ERK2 (p42/p44) (Nishiya et
al, (1997). Por outro lado, esta ativagdo é necessaria para inducéo da
iINOS por [L-13 e IFNy (Singh et al., 1996). Assim, estando estas
proteinas constitutivamente ativadas, ndo haveria possibilidade de
alteracdo em sua fosforilagdo e consequentemente nac haveria aumento
da expressao da iNOS.

Ressalta-se ainda gue, apds a inducéo, a medida indireta de Oxido
Nitrico demonstrou pequena diminuicdo da produgdo de NO nas
linhagens U937 e HL60. Uma possivel explicagdo, seria a formagao de
peroxidonitritoc (ONOQ), a partir da reagdo do Oxido Nitrico com
Superdxido (Figura 29) (Beckman et al, 1996 ; Wizemann et al, 1994).
Esta ligacdo & facilitada pela presenca de dois elétrons néo
emparelhados, um presente no Superoxide e um no NO (Beckman et al,,
1996). A produgéo de Superdxido, por sua vez, pode ter sido aumentada
pelo LPS, através da ativacdo da NADPH-oxidase (DelLeo et al., 1998).
Corrobora ainda esta hipétese o fato de células peritoniais de rato,
tratadas com L-arginina, precursor de NO, apresentarem uma queda na
producéo de Superdxido, enquanto que os niveis de O, voltam a crescer
guando estas células sdo tratadas com inibidores da produgdo do NO
(Jun et al., 1994). Assim, ao estimularmos a producéo de NO através da
inducdo da iINOS com LPS e IFNy, estimulamos indiretamente a
formagéo de ONOO", um produto mais estavel que o NO (Beckman et al.,

1996) ¢ nao detectavel pela reacdo de Griess (Marzinzig et al., 1997).
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Qutra possibilidade para a formag&o de Superoxido nas linhagens
estudadas seria através do RAS. Sabe-se que o Superdxido € produzido
a partir da ativagao do RAC pelo RAS (Pennisi et al., 1997), e este auxilia
o RAS na transmissao de sinais para o crescimento celular (Irani et al.,
1997). Estudos anteriores demostram que fibroblastos com a isoforma H-
RAS, a qual é constitutivamente ativa, produzem grandes quantidades de
Superdxido (O7) e que esta produgdo € suprimida com a expressdo da
isoforma negativa dominante do RAS (lrani et al., 1997). Assim, &
possivel que nas linhagens estudadas, os baixos niveis de NO
observados decorram também da ativacdo do RAS, conforme ja
discutido, e consequente aumento da producdo de O, somado ainda,
nas linhagens U937 e HL60, a presenga de RAS mutado. Assim, com
mais O, disponivel no meio, mais NO & convertido para ONQQ'.

Como mostrado em todos 0s experimentos com K562 e HLB0 na
concentragdo de 1,0ug/ml de LPS por 24 hs houve aumento da
expressao do RAS sem alterar a expressividade da iNOS. Assim,
possivelmente o aumento do RAS ndo esta ligado a um estimulo da
iINOS e sim a outro mecanismo, como por exemplo a ativagio de fatores
de transcricdo tais como o NFxB (Pennisi et al., 1997) como discutido
anteriormente. Beaty et al. (1994) mostraram que o LPS induz a
fosforilagdo de diversas proteinas tirosina quinase, tais como Lyn e Hck.
Geppert et al. (1994) mostraram que a principal via de ativagédo

responsavel pela transdug&o de sinais do LPS ao nivel de RNAm é a via
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RAS/RAF/MAPK. Uma possivel explicacio para 0 aumento do RAS seria
a estimulacido das proteinas tirosina apds tratamento com LPS. As
linhagens HLB0 e U937 possivelmente ja possuiam RAS ativo e por isso
ndo apresentaram diferenca na sua expressdo ou simplesmente nao
responderam ao tratamento. Geng et al. (1994) mostraram que, em
monécitos, o LPS aumenta a ativagdo do RAS. Buscher et al. (1995),
estudando macrofagos, e Willis € Nisen (1996) estudando mondcitos,
demosiraram que o LPS aumenta a fosforilagdo das MAPK, em especial
as ERKs.

Os experimentos com L-name e D-name mostraram que ambos
diminuem a expressdo da iNOS e do RAS, sugerindo gue a queda da
expressdo do RAS seja um fendmeno inespecifico, ndo ligado a uma
reacéo do L-NAME. A acdo do L-NAME é mais expressiva sobre o
isdmero constitutivo da NOS (Southan et al., 1996). A aminoguanidina,
inibidor mais especifico da INOS (Wu et al.,, 1995), ndo alterou a
expressao da enzima. Estes resultados sugerem que os inibidores das
sintases de NO atuam de forma diferenciada em linhagens leucémicas,
em contraposicdo ao que se observa em macréfagos ou células n&o-
neoplasicas (Wu et al., 1995; Southan et al., 1996).

Na tentativa de minimizar esta ativacdo de fatores foi proposta a
utilizacdo de Doador de NO, ou seja uma substancia que ao invés de
estimular a formacdo de NO no interior celular transrhite-o via extra

celular. Foi escolhido o Nitroprussiato de Sédio, por ser um potente
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doador de NO (Magrinat et al., 1991; Lander® et al., 1896; Jun et al., 1997
e Camels et al., 1997), e de relativa facilidade de aquisicao no mercado
nacional. Este experimento mostrou-se altamente téxico para as células,
provavelmente porque o NPNa possui um grupamento ferricianeto téxico
ou devido a presenga do NO em altas concentracdes fevando as células
a um processo de apoptose (Jun et al., 1997)

No nosso estudo observamos aumento da expresséo da iNOS em
todos o0s casos de LMA, quando comparados aos controles.
Comparando-se estes resultados com outros estudos realizados em
nosso laboratério nestes mesmos pacientes, ndo foi observado
correlacéo entre a expressio de iNOS com mutacdes ou expressdc do
p53 e da p21™, sugerindo que, na LMA, a superexpressdo da iNOS € um
fator independente e universal. Eniretanto, Forrester et al, (1996)
descreveu que o tipo selvagem de p53 regula a ativagdo do promotor da
iINOS.

Ambs et al. (1998) observaram que ha um aumento na expressao
da iINOS em células de cancer de pulméo. A expressao da iINOS (NOS2)
se mostrou também significante em alguns mondcitos infiltrando o
carcinoma de pulmdo. Como em nosso estudo, Ambs et al. néo
encontraram correlacéo da expresséo da iNOS com mutagdes no p53 ou
com o desenvolvimento de carcinomas e canceres no pulmao.

Recentemente, varios autores tem demonstrado o envolvimento da

iINOS em células tumorais. Jenkins et al. (1995) mostraram que o

63



Discussao

aumento da iINOS e NO podem ter uma ag¢do anti-tumoral em
adenocarcinoma de célon, pois ¢ aumento da iINOS e da concentragao
do NO retardam o crescimento do tumor. A utilizacdo de um inibidor da
INOS suprime este efeito. Entretanto, Thomsen et ai. (1995) mostraram
que em cénceres de mama e outros canceres ginecolégicos ha uma
expressdo elevada de iINOS, que se correlaciona a progressdo do tumor,
sugerindo que o NO tem papel na biologia destes tumores. Sherman et
al. (1993) isolaram € sequenciaram o cDNA da INOS de céluias de
adenocarcinoma, comparado-o com cDNAs de iINOS isolados do figado,
bago, musculatura lisa e macréfagos de humanos. Os autores
demonstraram que, geneticamente, s6 ha uma isoforma de INOS
humana.

Resultados da atividade da iINOS em células leucémicas foram
recentemente mostrados por Zhao et al. (1998), descrevendo a
existéncia de uma INOS funcional em células de B-LLC,
espontaneamente ativada, com atividade antiapoptotica. Magrinat et al.
(1992) mostraram que células tratadas com NO se diferenciam, e ha
alteracdo da expressdo de genes, podendo ocorrer interrupgéo da
divisédo de alguns tipos celulares. Demonstraram também que quando
estimulada a expressdo da iINOS na medula 6ssea, com consequente
aumento do NO, pode ocorrer diferenciagéo de células hematopoiéticas
normais e malignas. Estes resuitados foram confirmados por Shami et al.

1996 que observaram um aumento de até 94% do numero de CFU-GM
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Discussao

(Unidade formadora de coldnias de macrdfagos granulécitos) apds
estimulo da iNOS.

Em conclusdo, este é o primeiro estudo que demonstra a
superexpressdo da iINOS em células de leucemia mieldide aguda. O
aumento da expressao da iNOS, observada nos pacientes com LMA, é
independente da p21 RAS. Entretanto, em linhagens leucémicas com
mutacdo no N-RAS, houve maior expressdo da INCS em condicbes
basais e redugao do NO apés estimulo com LPS. E possivel gue, nestas
linhagens, o RAS tenha um papel modulador na expressdo da iNOS.
Mais estudos serdo necessarios para esclarecer o papel da iINOS e do

NO no desenvolvimento e progressdo da LMA.
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Discussao

Conclusdes

1. Células de leucemia mieldide aguda apresentam
superexpressao de iNOS.

2. O aumento da expressdo da iNOS, em pacientes com LMA, é
independente da p21 RAS.

3. Em linhagens leucémicas com mutagéo no N-RAS houve maior
expressdo da iINOS em condigbes basais e redugao do NO
apos estimulo com LPS.

4. As linhagens leucémicas K562, U937 e HL60 apresentam uma
iINOS insensivel a estimulacdo por LPS e IFNy, nos tempos €
concentracbes apresentadas.

5 A Iinhagem K562 possui RAS susceptivel a aumento da sua
expressao por estimulos de LPS e LPS + IFNy nos tempos e

concentracoes apresentadas.
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Summary

Oncogenes are genes which affect the normal cellular growth and
development. Most oncogenes are derived from normal genes, called
protoncogenes.

The protoncogene RAS, found in various organisms, codify a guanine
triphophate linkage protein, without GTPase activity. The RAS mutant is
found in some cancers as lung, breast and colon cancer.

Nitric Oxide is an important signaling molecule synthesized, in many
different human tissues, by a family of three Nitric Oxide Synthases. The
NOS can be induced by addition of Human recombinant Interferon (IFN v),
endotoxins, cytocins and bacterial Lipopolissacharide (LPS).

Nitric Oxide can activate the RAS in Human T cells, by increasing
GTP-p21™° ratio. Recently, the interaction site was found on CYS 118 on
the p21 molecule.

The aim of the present study was to analyze the interaction between
p21 and nitric oxide in myeloid leukemia cell lines (K562, HL60, and U937
and the expression of RAS and iINOS in human acute myeloid leukemia
(AML).

The main conclusions reached by this study were that AML cells
overexpress iINOS, and this is independent of p21™°. Cultured cells with N-
RAS mutation express higher INOS amounts, and decrease the NO amount
when stimulated with LPS plus IFN. At all incubation times and all LPS and

IFN concentrations, INOS was insensible in culture cells. The K562 RAS are
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liable to increase it's expression by stimulation with LPS and LPS+IFNy

treatment at all times and concentrations shown.

Keywords: Nitric Oxide, p21™°, Nitric Oxide Synthase, leukemia, leukemia

cell lines.
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Apéndices

1. Solucbes para montagem da inducédo da iNOS

Solugdo de LPS

L P S e 3,0mg
Meio de CUIUNA ... eaee 1,0 mi

Esta solucdo pode ser armazenada a —20°C por 4 meses.

Solugao de IFN

Apbs o recondicionamento da aliquota de IFN este foi congelado em
aliquotas menores contendo 1500 unidades. Esta aliguota foi diluida em

1500 pl de meio de cultura no momento de sua utilizacao.

2. Preparacgao do reagente de Griess

Sulfanilamida.............. e 0,5¢
Naphthylethylene Diamine dihydrocloride........................o. 0,05¢
HaP O oo 1,25ml
Agua (COMPIEtAr)™ ..o 50,0 ml

*A agua deve ser livre de nitrito e nitrato.
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Padrdo de Nitrito
Utilizar como padréo uma solucdo de Nitrito de Sodio (NaNO,) nas
concentracdes de 0,45 pM a 65 uM disselvido em meio de cultura sem

vermetho de fenol.
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3. Técnica de Imunocitoquimica indireta

3.1. Solugoes

Formalina 10 %

- Formaldeido 37% - 40% 100,0 ML
- Agua destilada 900,0 ml
- Fosfato de Sédio Monobasico 4,0 mg

- Fosfato de Sédio Dibasico 6,5 mg
PBS

- Agua destilada 1,0L

- Cloreto de Sadio (NaCl) 80g

- Fosfato de Sédio Monobasico 40¢

- Fosfato de Sédio Dibasico 1,39

- AJUSTAR O pH PARA 7.4

SOLUCAO 1

-TBS0,05MpH 7,6 250 m!

- TWEEN 20 0,125 mi
- Soro Bovino Fetal 2,5ml
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HEMATOXILINA DE MAYER

- Hematoxilina

- Etanol absoluto ou 90%

- Agua destilada

- lodato de Sédio

- Alimem Amonio ou Potassio

- Acido Citrico

- Hidrato de Cloral

10 mi
1000 ml
0,29
50 g

19
50¢

Adicionar o Alimem de amonio com agitador magnético até dissolver

(+/- 1 hora). Acrescentar a Hematoxilina, depois de completamente

dissolvido adicionar o lodato de Soédio (10 min.). Adicionar o acido Citrico e

depois o Hidrato de Cloral.

TRIS-HCL 0,5 M (SOLUCAO ESTOQUE)

- TrishidroxiMetilaminometano

- Agua destilada
- Ajustar p/ pH 7,6 com HCL concetrado

- Ajustar volume, em baléao volumétrico, para 500 ml

Conservar a 4°C.
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TBS 0,05M COM 1% DE SORO BOVINO FETAL (Solugdo de Trabalho)

- Tris-HCI 0,5M 50 mi
- Soro Fisiolégico (Cloreto de Sédio 0,9%) 450 ml
- Soro Bovino Fetal 5mil

- Ajustar o pH para 7,6.

IMPORTANTE = CHECAR ANTES DE USAR SE O pH ESTAEM 7,6

TAMPAQ TRIS 0,1M pH 8,2
- TrishidroxiMetilaminometano 1,219
- Agua destilada 80 ml

Ajustar o pH para 8,2 com HCL 1 N (+/- 4,8 ML). Completar para 100
ML com agua destilada.

* PODE SER ESTOCADA POR 1 MES A 4°C.

TAMPAO NAFTOL-TRIS

- Naftol AS MX Fosfato 2mg
- N-N dimetilformamida 0,2 ml
- Tampé&o TRIS-HCI 0,1M pH 8,2 9,8 mi
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SUBSTRATO FAST RED (SOLUCAO REVELADORA)

- Fast Red 10 mg
- Levamisole 2,4mg
- Tampao naftol-tris 10 ml

GELEIA DE GLICEROL OU GLICEROL GELATINA

- Gelatina 59

- Agua destilada 65 ml

- Glicerol 35 ml

- Cresol 0,25 ml ou
- Timerosal-merthiolate 10 mg

Dissolver a gelatina em 25 ml de agua destilada por 1 hora em T.A..
Cobrir e colocar em estufa a 59°C, agintando ocasionamente e até que a
gelatina esteja dissolvida. Misturar o glicerol com 40 ML de agua destilada e
cresol. COLOCAR EM ESTUFA 59°C.

Quando toda a gelatina estiver dissolvida, misturar os dois liquidos.
Se necessario filtrar com musselina na estufa e colocar em frascos de
tamanhos convenientes (SML com tampa) que permitam o aquecimento de

55° a 60°C antes do uso.

Também foi utilizado gelatina-glicerol comercial.
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4, Técnica de Western Blotting

Solugébes

TAMPAO RIPA

Deoxicolato de SO0 ..o 1,0g
NACT BM . et e 3,0ml
EDTA O,BM ...ttt e s s 200 pl
TrtON X-100 ..o e e 1,0 mi
T S M e et e r e e e ee b s r e 5,0 ml
OIS 00 oottt ettt e 1,0 ml
Agua deionizada (Completar)...........c.cco oo, 100 mi
APIOtININA™ ... et 1,0 %
P S ™ e ettt e e it 1miut
Ortovanadato de SOdio™ ... 1mM

*Acrescentar na hora do uso

TAMPAQ LAEMMLI

Azul de Bromofenol ... 2,0ml
FOSFato de SOUIO .ooeoeeeeiee et 1,0 mi
GICEIOL ..o 10 mi
SIS oot 20g
Agua deionizada(Completar) ..............cocoirirnereriereeeenn. 20 ml
DTT*(paracada 100ul).............cccoiiinini e 0,015¢g



Apéndices

*Acrescentar somente na hora do uso

GEIS DE POLIACRILAMIDA

Tampaéo para gel de resolu¢ao

EDTA 200MM ..o e e e 40 mi
OIS 1000 ettt 40 ml
B IR E] T 1R 1= L= OO 18169
Agua deionizada (COMPIELAr) .....c...ccoururuieiririee e 2000m

Ajustar o pH para 8,9 com HCI

Tampdo para gel de Stacking

I N0 101 O 20 ml
Y R L) O 20 ml
S £ o= 1= TS 12,1 ¢
Agua deionizada (Completar).............cccoeiieiene e 1000mil

Ajustar o pH para 6,7 com H;PQ,
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Imunoblotting para evidenciacédo do RAS e MAPK

Gel 10% (2 geis de 2,0 mm)

Resolving Stacking
Agua deionizada 1,87 ml 4.2 mi
Glicerol 1,8 mi KXXXX
Tampéao 8,0 mi 56ml
Acrilamida 40% 4,25 ml 1,0 mi
Temed 13,2 ul 8,5 ul
APS 10% 213 ul 200yl

Imunoblotting para evidenciacio da iNOS

Gel 15% (1 gel de 2,0 mm)

Resolving Stacking
Agua deionizada XXXXX 4.2 ml
Glicerol 1,8ml Xxxxx
Tampao 9,0 mi 5,6 mi
Acrilamida 40% 6,3 ml 1,0 ml
Temed 20 pl 8,5 ul
APS 10% 300 pl 200pl
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TAMPAO DE CORRIDA 4X CONCENTRADO

THSMA DASE .. e 4845¢g
€1 Tt = TP PO OO 228 g
D T A ettt 5359
O e e 8,0¢g
Agua deionizada (COMPIELAr) ........coovveeeeree e 2000mi

TAMPAO DE TRANSFERENCIA

B E 1= 1 o= L= PO 6,059
GHGINGL ..o 28,829
O e 044
MELANOL ... 400 ml
Agua deionizada (completar) ...............cccoooeveiiiiee 2000m!
SOLUCAO BASAL

Trismabase TM. . ... 10 ml
NACTBM...e e 30 ml
TWEEN 20 .. oot e e e e e e e e ea e e e e 500 pl
Agua deionizada (COMPIELAN) .....c.c.ooveeririreee e aenen e, 1000ml
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PBS

T 10 OO OO 80g
KL oo 024
NP O 4 e 1444
KHoPO g oeeeee oo ee oo eeeeseseesess s ese e ees s eeereree 0,24 g
Agua deionizada (COMPIELAr) ..., 1000mi

Ajustar pH para 7,2

SOLUCGES PARA MEMBRANA

SOLUCAO BLOQUEADORA (POR MEMBRANA)

SOIUCEAO BaASal.......uoviceeee e 10 mi

17, o | o o T 05¢g

AZIda SOAICA. ... e 0,002 g
(opcional)

SOLUCAO PARA ANTICORPO (POR MEMBRANA)

SolucAo Basal. ... 10 mi
MOBICO . e ettt 0,34

AZida SOUICA..... ..o 0,002 g
(opcional)
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SOLUCAQ PARA IODO (POR MEMBRANA)

SOIUCAO Basal..............cooivieieeeeeeeeee e 10 ml
oY 1] [ oo T OO P 0,19
16 1 O OO USRS 10ul

SOLUGAOQ DE ACRILAMIDA 40%

ACTIlamMIda. ... e 750 ¢g
= L U OO UPOTOTOPOTOPPPIO 20g
Agua deionizada (COMPIELAr) ......c..cocoeveviiie e 2000m|

Filtrar em funil com papel de filiro. Manter em geladeira
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Anotacdes

94



95

Anotacdes




