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RESUMO

A leucemia linféide aguda (LLLA) é a neoplasia mais freqiiente na infincia. As
interagdes dos blastos da LLLA com as células do estroma da medula 6ssea (MO) tém um
impacto positivo na sobrevivéncia das células e resisténcia a quimioterapia. A LLA estimula
as células do estroma da MO que reciprocamente promovem a sobrevivéncia da leucemia.
Para identificar moléculas envolvidas na interagdo leucemia-microambiente foi realizada
andlise do perfil de expressdo génica de células mesenquimais (MSC) da MO estimuladas
com células primdrias da LLA. O estimulo da LLA nas MSC ativou vdrias quimiocinas pro-
inflamatérias, incluindo CCL2 e IL-8. Os niveis plasmdticos de CCL2 e IL-8 em criangas
com LLA ao diagnéstico foram significativamente maiores do que em controles normais. A
maioria das amostras de LLLA primédria expressou transcritos dos receptores de CCL2 e IL-S.
Ensaios funcionais in vitro demonstraram que a LLLA ndo € afetada pela adi¢cao de CCL2, IL-
8 ou anticorpos neutralizantes. Porém ambas as quimiocinas demonstraram estimular a
sobrevivéncia das MSC em meio sem soro e aumentar sua proliferacdo em meio com
quantidades limitadas de soro. Para explorar o efeito da IL-8 no microambiente da MO
leucémica foi sintetizado um antagonista do receptor CXCR2 da IL-8, denominado
SB225002 (N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-N’-(2-bromophenyl)urea). 0] SB225002
demonstrou efeito deletério contra as linhagens da LLA (Nalm6, REH, Jurkat, CEM e
Molt4). Mas nem todas as linhagens da LLA sensiveis ao SB225002 expressaram o receptor
CXCR?2, sugerindo que seu mecanismo de agdo ocorreria através de receptor alternativo.
Recentemente foi descrito que o SB225002 também se liga a outros receptores acoplados a
proteina G, dentre eles os receptores da histamina e dos canabindides. Ambos foram testados
in vitro e o receptor CNR2 dos canabindides demonstra desempenhar fun¢cdo no mecanismo
de acdo do SB225002. Além disso, para identificar moléculas envolvidas na resposta celular
ao SB225002 foi realizada a andlise do perfil de expressdo génica de células Jurkat tratadas
com SB225002. Eventos celulares de resposta inicial ao SB225002 incluiram (i) ativacdo de
phospho-p44/42 ERK e (ii) ativagdo de GLIPRI que demonstrou mediar a indu¢ao de morte
do SB225002. Em conclusdo, este trabalho indica a importancia das quimiocinas CCL2 e
IL-8 no microambiente da LLLA, e demonstra o potencial do SB225002 como agente anti-

leucémico.
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ABSTRACT

The interactions of Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) blasts with bone marrow
(BM) stromal cells have a positive impact on leukemia cell survival and resistance to
chemotherapy. ALL stimulates BM stromal cells, which reciprocally promote leukemia cell
survival. To identify molecules critically involved in leukemia—microenvironment crosstalk,
we performed gene expression profiling analyses of primary BM mesenchymal stem cells
(BMMSC) following stimulation by primary ALL cells. Leukemia stimulation of BMMSC
up regulated the expression of several inflammatory chemokines, including CCL2 and IL-8.
Secretion of these molecules was confirmed by ELISA assays of in vitro co-culture
experiments and in BM plasma samples from pediatric ALL patients. Most primary ALL
samples were found to express mRNA for CCL2 and IL-8 receptors. In vitro functional
studies revealed that primary ALL cells co-cultured with BMMSC were not affected by
addition of CCL2, IL-8 or neutralizing antibodies to these chemokines. On the other hand,
both chemokines were found to enhance BMMSC survival in serum-free medium and to
increase their proliferation in serum-starved conditions. To further explore the effect of IL-8
in the ALL-BM microenvironment the CXCR?2 -IL-8 receptor- antagonist SB225002 (N-(2-
hydroxy-4-nitrophenyl)-N’-(2-bromophenyl)urea) was synthesized. SB225002 had a
deleterious effect against ALL cell lines (Nalm6, REH, Jurkat, CEM, and Molt4).
Suprisingly, not all the ALL cells lines that were sensitive to SB225002 expressed CXCR?2
receptor. This find suggested that the SB225002’s mechanism of action occurred through a
different receptor. SB225002 was recently described to also bind histamine and cannabinoid
receptors that were investigated in ALL and the CNR?2 cannabinoid receptor demonstrated to
play a role in SB225002 mechanism of action. To identify molecules involved in the cellular
effects promoted by SB225002, gene expression profiling analyses was performed of Jurkat
cells treated with SB225002. Early cellular effects enhanced by SB225002 included (i)
activation of phospho-p44/42 ERK and (ii) up regulation of GLIPR1 that shown to mediate
SB225002-induced apoptosis. In conclusion, this work support a significant role for the
chemokines CCL2 and IL-8 in the ALL-BM microenvironment, and demonstrate

SB225002’s therapeutic potential.
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1. INTRODUCAO

A correta diferenciacdo celular e a arquitetura funcional dos tecidos sdo mantidas
gracas a constante troca de informacao das células entre si € com a matriz extracelular. No
processo cancerigeno, este equilibrio € interrompido via interacdes defeituosas propagadas
pelas células tumorais, muitas vezes mimetizando alguns dos eventos normalmente
desencadeados por ferida ou infec¢do. A interacdo do tumor com o contexto celular do
hospedeiro (microambiente tumoral) € reciproca, o tumor estimula o seu microambiente e
este dltimo potencializa a sobrevivéncia, proliferacio e invasividade tumoral (1). A simples
ocorréncia de mutacdes génicas ndo € suficiente para o desenvolvimento do cancer. De
fato, individuos sauddveis podem apresentar células acometidas por alteragdes no DNA
caracteristicas do cancer (2-4), sem, contudo, vir a desenvolver a doenca. Além disso,
pequenos tumores quiescentes podem ser encontrados na necropsia de individuos sem

sintomatologia clinica de cancer (5).

Apenas recentemente a progressao tumoral passou a ser compreendida como um
processo de interacdo entre as células do tumor e as células adjacentes do tecido de suporte,
também denominado de estroma tumoral. A matriz extracelular tumoral compreende
células do sistema imune e inflamatdrias, fibroblastos e células precursoras da angiogénese
(6). O estudo do microambiente tumoral, e a identificacdo das moléculas mediadoras da
interacdo do tumor com o microambiente circundante, t€m permitido o desenvolvimento de
novas drogas, anticorpos e peptideos, alguns dos quais ja em fase de testes clinicos, com o

intuito de inibir a interacdo do tumor com as células normais do hospedeiro (7).

1.1. A leucemia linféide aguda

A leucemia linféide aguda (LLA) consiste em uma proliferacdo clonal maligna de
células precursoras linféides de etiologia desconhecida, que leva a substituicio da
hematopoese normal por células linféides indiferenciadas -linfoblastos- capazes de infiltrar
linfonodos, bago, figado e outros 6rgdos (8). A patogénese da LLA estd associada a
ocorréncia de vdrias alteragdes genéticas em células progenitoras linfoides, incluindo
alteracOes celulares responsdveis por conferir uma capacidade ilimitada de auto-renovagdo,

de bloqueio de diferenciacdo estdgio-especifico e de resisténcia aos sinais de apoptose (9,
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10). A transformagdao maligna pode ocorrer durante qualquer estdgio de diferenciacdo das
células blasticas, caracteristica que torna a doenga muito heterdgenea (11), compondo
varios “subtipos” de LLLA que diferem quanto a resposta a quimioterapia (12).

A LLA ¢ uma doenc¢a maligna que afeta criangas e adultos sendo, no entanto, mais
comum entre menores de 15 anos, com pico de prevaléncia entre 2 e 5 anos (10). Entre as
criangas a doenga € mais comum em individuos de cor branca e do sexo masculino (13).

O uso intensivo e combinado de diferentes quimioterdpicos tem permitido a cura em
cerca de 70-80% das LLAs da infancia, entretanto, novas modalidades terapéuticas sio
necessdrias para os 20-30% dos pacientes restantes que atualmente sofrem recaida da
doenga. Aliado a isso, o uso combinado de terapia adicional poderia possibilitar a adocdo
de um regime quimioterdpico menos intenso para cerca de 40-50% das LLLAs consideradas
de baixo risco, que se beneficiariam pela diminuicdo das seqiielas decorrentes do uso
intensivo de quimioterdpicos e dos gastos com internacdes e medicamentos.

A classificacdo da LLA baseia-se em aspectos morfolégicos, imunofenotipicos e
citogenéticos. A classificacdo morfolégica do Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB)
subdivide os linfoblastos leucémicos em trés subtipos: L1, L2 e L3, com base no didmetro
celular, na forma do nucleo, no numero/protuberancia dos nucléolos e na
quantidade/aspecto do citoplasma (13).

A Organizacdo Mundial de Satde (14) prop6s uma classificagdo para a LLLA baseada
em aspectos imunofenotipicos e citogenéticos dos blastos. Assim, a LLA-B pode ser
classificada em: B sem alteracdes genéticas especificas e B com alteracdes genéticas
recorrentes, sendo estas tltimas: LLA-B com t(9;22)(q34:;q11.2), BCR-ABL I; LLA-B com
t(v;11g23), rearranjo do MLL; LLA-B com t(12;21)(p13;922), TEL-AMLI(ETV6-RUNX]I);
LLA-B com hiperdiploidia; LLA-B com hipodiploidia; LLA-B com t(5;14)(q31;q32), IL3-
IGH; LLA-B com t(1;19)(q23;p13.3), TCF3-PBXI. A LLA-T, por sua vez, ndo foi
subdividida de acordo com as alteracdes genéticas detectadas, pois, apesar de 50 a 70% dos
pacientes com LLA-T apresentarem cariétipo anormal e de signifcado patogénico, estas
alteracdes ndo sao diretamente associadas com caracteristicas bioldgicas da doenca (14).

As alteracOes citogenéticas sdo as caracteristicas de impacto progndstico mais
significativo nos resultados terapéuticos da LLLA. Estas alteracdes cromossdmicas ativam

genes especificos, na sua maioria fatores de transcri¢do, que desencadeiam os fendomenos
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de bloqueio de diferenciacdo e estimulo de proliferacdo e, freqiientemente codificam
proteinas centrais em importantes vias de sinalizacdo celulares (10). A detec¢do de
translocagdes cromossomicas € realizada ao diagndstico, utilizada na estratificagcdo de risco
dos pacientes e também como marcadores bioldgicos para estudo de doenca residual

minima.

1.2. As citocinas e quimiocinas

As citocinas sdo proteinas produzidas e secretadas por um vasto ndmero de tipos
celulares, incluindo leucdcitos, células endoteliais, fibroblastos e células do estroma.
Participam de vdrias fungdes celulares, dentre elas, reagdes imunes e inflamatorias (15). As
quimiocinas sdo predominantemente pequenas moléculas (8 a 12 kDa) e formam uma
grande familia de citocinas estruturalmente homologas que desempenham importante papel
na ativagao, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (16). Uma série de achados, discutidos
por Struyf et al. (17), indicam que as quimiocinas € seus receptores desempenham
importante papel na invasividade e sobrevivéncia de tumores hematoldgicos.

A familia de quimiocinas inclui atualmente mais de 50 membros subdivididos em
quatro subfamilias, com base no arranjo do residuo de cisteina do peptideo maduro. Sao
elas: a familia C possui uma unica cisteina, a familia CC possui duas cisteinas adjacentes
proximas a por¢ao amino-terminal da proteina, a familia CXC possui um aminodcido
separando as cisteinas e, a familia CX3C com trés aminodcidos localizados entre os dois

residuos de cisteina (18, 19).

1.2.1. CCL2

Dentro da familia de quimiocinas com residuos CC, a subfamilia dos recrutadores de
mondcitos (monocyte chemoattractant protein, MCP) inclui: CCL2 (também denominado
MCP-1), CCL8 (MCP-2), CCL7 (MCP-3), CCL13 (MCP-4), MCP-5, CCL5 (RANTES),
CCL20 (MIP-o) e CCL4 (MIP-P), revisado por Craig e Loberg (20).

Além de potente recrutador de mondcitos, CCL2 também atua sob linfécitos T,
baséfilos e células natural killer (21). Em humanos, CCL2 € relacionado a CCL8, CCL7 e

CCL13 por compartilharem atividade bioldgica e ativarem o mesmo receptor: CCR2 (22).
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CCR2, receptor de CCL2, é uma molécula que possui sete dominios transmembrana,
ligada a ativacdo da proteina G (23). Duas formas deste receptor sdo expressas na superficie
celular, CCR2a e CCR2b, resultado de processamento alternativo do gene CCR2 (23). As
duas variantes diferem apenas no dominio citoplasméatico c-terminal da proteina, e a
trandu¢do de sinal de CCR2 ocorre através do aumento dos niveis de fons cdlcio
intracelulares (24). A sinalizacdo dos receptores de quimiocina também leva a ativacdo da
via do AKT e, portanto, pode estimular a sobrevivéncia celular (25). CCR2b é a forma
predominante do receptor embora ambas as formas possuam alta afinidade de ligacdo a
CCL2 (26). Mesmo com alta afinidade a CCR2, a molécula CCL2 também pode ligar-se ao
receptor CCR4. Por sua vez, CCR4 possui alta afinidade aos ligantes CCL5 e CCL20 (27).

Existem evidéncias de que CCL2 participa ativamente da formac¢do de um
microambiente favordvel de metdstases no osso. Diversos tipos tumorais (incluindo células
de cancer de prdstata e mama e, células de mieloma miltiplo) foram detectados
expressando CCR2, bem como secretando elevados niveis de CCL2, promovendo assim um
looping autdcerino e pardcrino no microambiente tumoral (28).

CCL2 também possui papel importante no processo de angiogé€nese e
conseqiientemente na progressao tumoral (21). O papel de CCL2 na angiogénese pode ser
direto, atuando sobre células do endotélio ou indireto, via efeito quimiotético e ativagdo de
mondcitos (21, 22). A acdo de CCL2 na migracdo de células mononucleadas sugere sua
importancia como regulador da inflamacdo (22). Além disso, CCL2 pode ser secretado
pelas préprias células tumorais ou por células do estroma, estas tltimas quando estimuladas

pelas células tumorais [Figura 1, modificado de Conti e Rollins (22)].
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Figura 1 — Modelo da a¢do de CCL2 sobre a progressdao tumoral. O processo pode ser indireto
através do recrutamento de leucdcitos que promovem sinais de crescimento ou anti-apoptdticos as
células tumorais ou direto, com CCL2 agindo de forma autdcrina, ou com as células tumorais

estimulando o estroma a secretar CCL2 de forma pardcrina [modificado de Conti e Rollins (22)].

Na leucemia ainda ndo estd elucidado o perfil de expressdo e o papel de vérias
quimiocinas e seus receptores. Na leucemia mieléide aguda foram detectados altos niveis
plasmaticos de CCL2 em pacientes ao diagndstico, comparados com grupo controle de
individuos sauddveis (p<0,01; referéncia 29). CCL2 também foi detectada em altos niveis
na LLA pedidtrica em amostras de liquor de pacientes com envolvimento de sistema
nervoso central (SNC) comparados com pacientes sem envolvimento de SNC (p=0,0008;
referéncia 30). Corcione et al. (31) ndo detectaram a expressdo de CCR1, CCR2, CCRS e
CCR6 em casos de LLA-B analisados por citometria de fluxo mas detectaram CXCR3, ao

contrario do publicado anteriormente por Wong e Fulcher (32).

1.2.2.IL-8

A IL-8 é uma quimiocina membro da subfamilia CXC com func¢@o principal na
atracdo de neutr6filos, mondcitos e eosindfilos a local de injdria, inflamacg@o ou infec¢io
(33). As principais células a produzirem IL-8 sdo mondcitos, neutréfilos, fibroblastos e

células endoteliais ativadas (34). A IL-8 tem papel fundamental na patofisiologia de
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diversos processos incluindo defesa do hospedeiro contra infec¢des bacterianas, doencas

auto-imunes e estimulo da angiogénese (35).

Dois receptores funcionais foram descritos para a IL-8, e atuam ligados a ativacio da
proteina G: CXCR1 e CXCR?2 (36, 37). CXCRI liga-se com alta afinidade a IL-8 e a GCP-
2, enquanto CXCR?2 liga-se a IL-8 e a outras quimiocinas da familia CXC, sendo elas:
GRO-0, GRO-B, GRO-y, peptideo 2 ativador de neutréfilos e peptideo 78 ativador de
neutréfilos derivado de células epiteliais. A desensitizacdo e internalizagcdo de CXCR2
ocorrem mais rapidamente e dependem de menores concentracdes de IL-8 quando
comparada a CXCRI1 (38). CXCR1 e CXCR2 compartilham 78% de homologia na
seqiiéncia de aminoécidos (39).

As quimiocinas que se ligam ao CXCR2 sdo sabidamente pré-angiogénicas (40, 41).
O implante de tumores em camundongos knock-out para CXCR2 tem crescimento
reduzido, dreas necrdticas por falta de vascularizacdo e menor incidéncia de metdstases
(42). Neutrofilos, mondcitos e diversas outras células, incluindo neurdnios e varios tipos de
cancer, respondem a IL-8. A acdo da IL-8 sobre as células endoteliais e seu papel na
angiogénese também sdo conhecidos hd muito tempo (43). Estratégias bloqueando a
atividade angiogénica da IL-8 demonstraram ser efetivas na inibicdo da angiogénese,
metéstase e progressao tumoral em modelos animais (44).

A literatura demonstra que a LLA expressa os receptores da IL-8. Moser et al. (45)
detectaram a presenga de CXCR2 em células Jurkat, linhagem de LLA-T. Wu et al. (46)
detectaram, em pacientes com LLA ao diagnéstico, a presengca de CXCRI e CXCR2 em
linfoblastos, € ndo nas células do estroma. Além disso, dados recentes de Corcione et al.
(31) obtidos através de citometria de fluxo demonstraram a presenca de CXCR2 em casos
de LLA-B.

A IL-8 tem sido bastante estudada nas leucemias miel6ides, mas muito pouco se sabe
sobre seu papel nas leucemias linféides apesar da expressao de seus receptores pela LLA.
Contudo, resultados da literatura tém sugerido uma associacdo desta quimiocina com a
progressdo das leucemias linféides. Niveis plasmaticos de IL-8 estdo associados a pior
evolucdo clinica na leucemia linféide cronica (47). A expressdo de transcritos da IL-8

diferencia um grupo de LLA-T de adultos com pior evolucdo clinica (48). Niveis de IL-8
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acima de 100 ng/L no sangue periférico caracterizam pacientes de LLA com pior taxa de

remissao (49).

1.3. Os receptores acoplados a proteina G

Um grande espectro de moléculas, como neurotransmissores, quimiocinas,
hormonios, entre outros, exercem seus efeitos em células e organismos através da ligacao a
receptores acoplados a proteina G. As proteinas G sdo moléculas heterotriméricas
constituidas de subunidades o, B e 7. Cada subunidade é codificada por vdrios produtos
génicos, sendo a subunidade a por 20, B por 6 e y por 12 produtos génicos (50). Quatro
classes principais de proteinas G podem ser identificadas: Ggs, que ativa a via da adenilil
ciclase; Goio, que inibe a via da adenilil ciclase; Gy/11, que ativa a via da fosfolipase C e,
Goi2/13, envolvido na sinalizacdo por GTPase através da familia de proteinas Rho. Foi
recentemente demonstrado que subunidades Go. podem, de forma independente, alterar a

conformacdo do seu receptor para afetar a afinidade e a sinalizag¢do do ligante (51).

Resumidamente, a sinalizacdo através da proteina G ocorre quando um ligante
associa-se ao recetor acoplado a proteina G (GPCR) e provoca uma mudanca alostérica na
subunidade Ga, que causa a substituicdo de uma molécula de GDP (localizado no sitio de
ligacdo da subunidade G quando do receptor em seu estado inativo) por uma molécula de
GTP. A presenca do GTP ativa a subunidade Go, levando a sua dissociacdo das
subunidades Gfye, ativa a molécula efetora de uma cascata de sinalizacdo e,

consequentemente, seus respectivos mensageiros secundarios (50).

Os GPCRs com sete dominios transmembrana correspondem a maior familia de
receptores de superficie celular (52). Estes receptores sdo conhecidos por exercerem suas
atividades de sinalizacdo intracelular através da ligacio a uma proteina G. Os GPCRs
apresentam diferentes conformacdes estruturais, entre elas conformagdes capazes de ativar
proteinas G, e conformagdo incapaz de ativar uma proteina G (53). Em geral, na auséncia
de um ligante os receptores adotam um estado inativo. Entretanto, muitos GPCRs
apresentam uma ativacdo constitutiva, detectada independente da presenca de um ligante

(54, 55). Nos casos de ativagdo constitutiva, um ligante agonista funciona estabilizando
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conformacionalmente o receptor ativo e aumentando a propor¢do de receptores ativos em
comparacdo a receptores inativos. Por outro lado, um ligante agonista inverso atua

reduzindo a ativagdo constitutiva do receptor (53).

Foi demonstrado que os GPCRs podem formar homodimeros e heterodimeros com
outros GPCRs e, estas interagdes podem influenciar a funcionalidade dos receptores (56-
58). A sinalizacdo decorrente de heterodimeros de GPCRs é um alvo terapéutico
recentemente especulado para o desenvolvimento de novas drogas, pois sua atividade
funcional é dependente do estado ativo de cada receptor do dimero e, portanto, altamente

especifico (56, 57).

1.4. O microambiente da medula dssea

O microambiente da medula 6ssea (MO) compreende o estroma e as células do
sangue. O estroma da MO € formado por células endoteliais, fibroblastos, reticulécitos,
mondcitos, osteoclastos, osteoblastos e adipdcitos. Os efeitos que as células do
microambiente exercem sob as células progenitoras hematopoéticas sdo tanto por contato
direto célula-célula como através da liberacdo de fatores soliiveis no ambiente (16). Deste
modo, as células do microambiente desempenham, além da fungdo estrutural, um
importante papel na proliferacdo, maturacdo e trafego das células hematopoéticas na MO,
através da secrecdo de diversos fatores de crescimento e expressdo de componentes da

matriz extracelular e moléculas de adesio (59-62).

O controle da auto-renovacdo e diferenciacdo de progenitores hematopoéticos €&
realizado por interacdes especificas entre estas células e o0 microambiente da MO (63). Em
reciprocidade, as células hematopoéticas também produzem fatores tréficos para as células
do estroma (64). Acredita-se que as células do estroma organizam-se em nichos sendo
capazes de regular a hematopoese in vivo (16).

Diversos fatores soliveis sdo altamente expressos por células do estroma,
independente de sua origem (a saber, medula 6ssea, corddo umbilical e tecido adiposo),
entre eles: IL-6, IL-8, CCL2, G-CSF, GRO (growth-related oncogene), TIMP-1 (tissue

inhibitor of metalloproteinase) e TIMP-2 (63). Estes fatores interagem com as células do
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microambiente e, associados ao contato célula-célula, determinam eventos especificos de
interagdo destas células com seu nicho (63).

Especificamente, as células do estroma da MO secretam um interessante conjunto de
quimiocinas no microambiente, sendo elas: CCL2, CCL4, CCLS5, CCL17, CCL20, CCL21,
CCL25, CXCLS8, CXCL12 e CXCL13 (16). E interessante notar que as células do estroma
e mesenquimais da MO também apresentaram a expressao dos receptores de quimiocinas
CCR1, CCR2, CCR7, CCR8, CCR9, CXCRI1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCRS5 e
CXCRS6 (16, 64). A expressao destes receptores pelas células do estroma suporta a idéia de
que os fatores soluveis produzidos e liberados no microambiente da MO ndo sdo essenciais
apenas para a hematopoese normal, mas também num looping autdcrino, possuem um
importante papel no desenvolvimento das células do estroma da MO (16).

As quimiocinas secretadas no microambiente da MO e que encontram receptores
funcionais na superficie das células do estroma, sdo responsaveis por induzir a ativacio de
importantes vias de sinalizacdo celulares, entre elas a mitogen-activated protein kinase
(MAPK) e/ou focal adhesion kinase (FAK) e a ativacdo seletiva de fatores de transcri¢do da
via STAT (16). Além disso, células mesenquimais da MO migram de maneira dose-
dependente quando estimuladas com IL-8 mas ndo migram quando estimuladas com CCL2
(64).

Sabe-se que sdo necessdrias alteracdes nas células do estroma para que existam
formacdo e progressdao tumoral. A expansdo de células da LLLA na MO estd associada ao
rompimento da arquitetura celular normal e ao desenvolvimento de novos vasos sanguineos
(65, 66). Mas o estroma nao atua isoladamente, sendo necessdrio que as células leucémicas
estimulem as células do estroma. Esta relacdo de dependéncia pode ser comprovada pela
ocorréncia de angiogénese na medula leucémica, processo caracterizado pela ativacdo das
células endoteliais da MO (BMEC, bone marrow endothelial cells), formacdo de novos
vasos, € aumento dos niveis plasmadticos de fatores angiogénicos como VEGF, B-FGF,
TNF-a e HGF (65, 66). A inibicdo das células endoteliais com agentes anti-angiogénicos
provoca diminuicdo na progressdo da leucemia em modelos animais (67-70), indicando,
portanto, que a leucemia ndo apenas estimula como se torna dependente da angiogénese.

A interagdo leucemia-estroma ocorre em nichos celulares especializados,

caracterizados pela expressao de E-selectina e SDF-1 (71), lembrando os nichos das células
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tronco hematopoéticas. Este é um processo dindmico, com a participacdo de vdrias
moléculas que atuam progressivamente, a medida que vai se estabelecendo uma interagao
(72). A interacdo da LLLA com o microambiente da MO contribui para a proliferacio e
resisténcia das células leucémicas ao regime quimioterdpico. Desvendar o papel que o
microambiente desempenha na progressdo e protecdo das células tumorais alojadas na

medula pode ajudar no desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas.
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. OBJETIVOS

Identificar genes diferencialmente expressos pelas células de estroma da medula 6ssea,
ao contato com células de leucemia linféide aguda priméria (LLA);

Selecionar genes de proteinas secretadas, com possivel papel na modificacdo pro-
leucemia do microambiente da medula Ossea;

Confirmar expressao diferencial de alguns dos genes (objetivo 2) quanto a sua traducdo
em proteina, analisando amostras de plasma de pacientes com LLA;

Realizar estudos funcionais in vitro com células de LLA e do estroma da medula dssea,
avaliando efeito das proteinas em estudo na proliferacdo, sobrevivéncia e/ou migracao

das células, e avaliando também o efeito de possiveis inibidores.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local do estudo, pacientes e aspectos éticos

Amostras de pacientes com LLA coletadas para o Laboratorio de Biologia Molecular
do Centro Infantil Boldrini foram objeto deste trabalho. Como previsto no projeto, as
coletas foram realizadas como rotina e ndo foram feitas coletas adicionais especificas para
o presente estudo. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro Infantil Boldrini
em 16/12/2005 (CAAE - 0004.0.144.000-05) e pelo CONEP em parecer 246/2006 a 07 de
abril de 2006 (Anexo I). O termo de consentimento livre e esclarecido foi entregue ao
paciente ou responsavel quando da confirmagdo do diagndstico, antes da coleta de amostra

bioldgica.

3.2. Obtencdo e manutencido em cultura de células de estroma, mesenquimais e
endoteliais

Para obtencdo de células do estroma, mesenquimais e endoteliais da medula dssea
foram usadas amostras obtidas de doadores normais do Centro Infantil Boldrini. As bolsas
contendo o sangue com a medula foram lavadas com soro fisiolégico 0,9% seguido de
centrifugacdo a 1600 rpm. O pellet precipitado foi ressuspenso e foram adicionados soro
fisiologico e HESPAN (Frezenium) na propor¢do de 6:1, este ultimo utilizado para a
exclusdo das hemdcias através da sedimentacdo diferencial. Aproximadamente 1x10’
células foram semeadas em frascos de cultura contendo meio DMEM-10 (Sigma) acrescido
de 10% de soro fetal bovino — SFB (Cultilab) e 0,2% de penicilina e estreptomicina
(Cultilab) para as células do estroma, e MSCGM (Cambrex) para as células mesenquimais.
Para a obtencio de células endoteliais, cada 107 células foram marcadas com 20ul de micro
esferas imunomagnéticas CD105 (Miltenyi), de acordo com as especificacdes do fabricante.
As células CD105+ foram mantidas em meio EGM-2-MV (Cambrex). Todas as células
foram cultivadas a 37°C e 5% CO,. Ap0s sete dias as células ndo aderidas foram removidas
e o meio de cultura renovado. A replicagem e subcultura das células foi feita com tripsina
na concentracdao de 0,25% (GibcoBRL) e EDTA 1 mM. Aliquotas de 1 a 2x10° células
foram criopreservadas entre a primeira e terceira passagens em 10% DMSO (Sigma) e 90%

SFB e descongeladas quando da utilizagdo nos experimentos.
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3.3. Anadlise da expressao génica (microarranjos de DNA) de células mesenquimais da
medula éssea em sistema de co-cultura com LLA primaria

Células mesenquimais da medula ¢ssea foram estimuladas por 1x107 células blasticas
primdrias de trés pacientes com LLA por 6 horas. Células mesenquimais ndo estimuladas,
incubadas nas mesmas condicdes, foram utilizadas como controle. Apds incubacdo, as
células de LLLA foram separadas gentilmente das células mesenquimais por pipetacdo e as
células mesenquimais foram utilizadas para extracdo de RNA total (Qiagen). As amostras
de RNA foram analisadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent) quanto a qualidade e
concentracdo. Uma aliquota contendo 10 pg foi utilizada na preparagdo da sonda de RNA
complementar biotinilado (Bio-cRNA), através de sintese de cDNA seguida de
amplificacdo por transcricio in vitro, segundo recomendacdes da Affymetrix
(www.affymetrix.com/products/small_sample_prep_tn. html). Uma aliquota contendo 15
pg da sonda foi hibridizada contra microarranjos de oligonucleotideos HG-U133 Plus 2.0
(Affymetrix). Foram hibridizados um total de seis microrranjos HG-U133 Plus 2.0, sendo 3
com amostras de células mesenquimais estimuladas com a LLA e 3 com amostras controles
de células mesenquimais.

As lavagens, revelacdo e digitalizagdo foram feitas seguindo recomendacdes do
fabricante. As imagens digitalizadas dos arrays foram analisadas com o auxilio do software
GeneSpring (versdao 10.0.2, Agilent) e o algoritmo RMA foi utilizado para normalizacao.
Foram considerados genes diferencialmente expressos aqueles que apresentaram fold
change (nivel de expressdo do transcrito como miltiplo do controle) 22 ou <2, para hiper
ou hipo-expressdo, respectivamente. Os softwares GeneSpring e Ingenuity Pathways
Analysis (IPA 4.0, www.ingenuity.com) foram utilizados para termos de ontologia e
andlise de vias de sinalizacdo. A localizacdo sub-celular de cada gene de interesse foi
identificada através do banco de dados UnitProt Knowledgebase (http://www.uniprot.org).
Os experimentos de microarranjos das células mesenquimais foram realizados no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas/SP, em colabora¢do com o Dr. Nilson

Zanchin.
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3.4. Quantificacao de CCL2 e IL-8 por ELISA em amostras de plasma de LLA

O plasma de amostras consecutivas de LLA ao diagnéstico foi separado por
centrifugacdo (1100 rpm por 10 min.) do sangue total, filtrado (22 puM, Millipore) e
estocado a -70°C. Os ensaios de ELISA foram feitos com os kits Human MCP-1 ELISA Set
e Human IL-8 ELISA Set (BD), seguindo as recomendacdes do fabricante, consistindo de:
incubacdo do anticorpo de captura em tampao de carbonato de sédio 0,IM (pH=9,5),
bloqueio com PBS acrescido de 10% de SFB, incubacdo das amostras de plasma ou
dilui¢des da curva padrao (fornecida pelo kit), incubacdo da solucdo de detec¢do (anticorpo
de deteccdo acrescido de SAv-HRP), incubacdo da solucdo do substrato TMB
(tetrametilbenzidina) e per6xido de hidrogénio, e da solu¢do de parada de reacdo (H,SOy4

IN). A leitura foi realizada a 450 nm, com referéncia em 570 nm.

3.4.1. Analise estatistica: diferencas entre os grupos (plasma de pacientes com LLA
ao diagndstico versus plasma de doadores saudéveis) foram calculados pelo teste de Mann-
Whitney (a=5%). A associacdo dos niveis plasmaticos de CCL2 ou IL-8 com caracteristicas
clinicas e bioldgicas dos pacientes com LLA foram analisados pelos testes de Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis (a=5%). As varidveis bioldgicas analisadas foram: idade, sexo,
leucometria ao diagndstico, envolvimento de sistema nervoso central ao diagndstico,
imunofendtipo e ocorréncia de evento desfavordvel. O seguimento dos pacientes foi
analisado através de resposta completa a inducdo (remissdo), sobrevida global e sobrevida
livre de evento. As curvas de sobrevida foram construidas no programa GraphPad Prism 4,
plotadas de acordo com o método de Kaplan-Meier e comparadas com o teste de log-rank

(a=5%).

3.5. Isolamento do RNA, tratamento com DNase I e transcriciao reversa

Amostras de aspirado de medula dssea ou sangue periférico foram processadas para
isolamento do RNA total, pelo método fenol-isotiocianato de guanidina e hidratado em
dgua Milli-Q tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC). A quantificacdo das amostras foi
realizada através de leitura em espectrofotomero (BioPhotometer, Eppendorf), sendo a
concentracdo estimada a partir de leitura a 260 nm e, corrida eletroforética (100 V, 20 min.

em tampao Tris-Borato-EDTA) utilizando padrdes de esperma de salm@o com concentracao

34



conhecidas. A digitalizacdo da imagem e quantificagdo comparativa da intensidade de
banda foi realizada através do programa Kodak 1D versdo 3.5.4.

Uma aliquota contendo 2 pug do RNA quantificado foi tratada com a enzima DNase |
(Fermentas) a 37°C por 1 hora. O DNA complementar (¢cDNA) foi sintetizado a partir de 1
ng de RNA total tratado usando a enzima transcriptase reversa M-MLV (Promega)
convenientemente diluida em seu tampao de reacdo e adicionado de 25 mM MgCl,, 10 mM
dNTP's (Invitrogen), iniciador randomico N(6) e dgua Milli-Q tratada com DEPC para um
volume final de 20 pul. Apds incubagdo por 5 min. a temperatura ambiente as reacdes foram
submetidas as seguintes condi¢des de incubacgdo: 42°C por 60 min. e 70°C por 15 min.
Uma aliquota de 5 pl do cDNA sintetizado foi diluido em 20 pl de dgua Milli-Q tratada
com DEPC para uso nas reagdes de amplificagao.

Para as amostras de linhagens de LLLA, o RNA total foi extraido utilizando-se os kits
QIAshreder (Qiagen) e RNeasy Mini Kit (Qiagen). O RNA foi quantificado no NanoDrop
(Thermo Scientific) e a sintese de cDNA foi realizada a partir de 3 ug de RNA total usando
Ready—to—GoTM You-Prime First-Strand Beads (GE Healthcare).

3.6. Amplificacao qualitativa de amostras de LLA primaria

A amplificacio qualitativa dos genes CCL2 (n = 50), IL-8 (n = 50), CCR2a (n = 96),
CCR2b (n = 96), CXCRI (n = 50), CXCR2 (n = 50) e ABL, este ultimo utilizado como
controle de amplificacio de todas as amostras, foi realizada em amostras de LLA ao
diagnéstico. As condi¢Oes de amplificacdo (Tabela 1) foram otimizadas de acordo com o
contetido de bases guanina e citosina (conteido GC) de cada primer (descritos na Tabela
2). Os iniciadores de amplificagdo (primers) para CCL2, IL-8, CXCRI, CXCR2 e ABL
foram baseados em Do et al. (73), Wu et al. (74), Wu et al. (46), Ringe et al. (64) e Lion
(75), respectivamente. Os primers para CCR2a ¢ CCR2b foram desenhados no software

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm).
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Tabela 1 — Protocolos de termociclagem utilizados para amplificagdo dos genes IL-8,

CCL2, CCR2a, CCR2b, CXCRI, CXCR2 e ABL.

Protocolos
Etapas CCR2alb e CCL2/1IL-8 ABL
CXCR1/2
Desnaturacao Inicial 94°C - 60s 94°C - 60s 94°C - 30s
Desnaturagio” 94°C - 30s 94°C - 30s 94°C - 30s
Anelamento” 55°C -30s 52°C - 30s 60°C — 30s
Extensdo” 72°C - 30s 72°C - 30s 72°C - 30s
Extensao Final 72°C — 7 min. 72°C — 7 min. 72°C — 7 min.

"Ciclos repetidos 33 vezes para todos os genes, exceto para CXCR1/2 que foram repetidos por 35
vezes.

Para amplificacdo foram utilizados os seguintes reagentes: Taqg DNA Polimerase
(VJR, Sao Paulo, SP, Brasil) convenientemente diluida em seu tampao de reacdo acrescido
de 2 mM MgCl,, 10 mM dNTP’s (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), primers especificos,
cDNA diluido (1:4) e d4gua Milli-Q tratada com DEPC para um volume final de 25ul.

Tabela 2 — Genes analisados por RT-PCR para realizacio das andlises com células

primdrias de LLA.
Gene Seqiiéncia do primer (5’-3) Tamanho do produto
CCL2 GCCTCCAGCATGAAAGTCTC F 233pb
CAGATCTCCTTGGCCACAATG R
IL-8 CTGTGTGAAGGTGCAGTTTT F 176pb
CAGAGCTCTCTTCCATCAG R
CCR2a AACTGTGAAAGCACCAGTCAA F 248pb
TTTCCTTTTCCACGACCATC R
CCR2b AACTGTGAAAGCACCAGTCAA F 174pb
TGGACATTGTTTGCAGAAGC R
CXCRI CCGGTGCTTCAGTTAGATCA F 186pb
GGCATAGGCGATGATCACAA R
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CXCR2 AGGTCAGAAGTTTCATCGTCAAG F
AAAGCTGTCACTCTCCATGTTAA R

ABL TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTA F 193pb
GATGTAGTTGCTTGGGACCCA R

227pb

F = forward; R = reverso; pb = pares de bases.

Os produtos amplificados foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta,

apos corrida eletroforética em gel de agarose 1 ou 2%, corado com Brometo de Etidio.

3.7. Imunofenotipagem de células por citometria de fluxo

A detec¢do da percentagem de células que expressam o receptor de superficie CCR2
foi realizada por citometria de fluxo, com o anticorpo monoclonal para CCR2 marcado com
Phycoerythrin - PE (R&D Systems) ou Alexa Fluor 647 (BD Pharmingen). Noventa e trés
amostras de aspirado de medula 6ssea de pacientes com LLA ao diagndstico foram
submetidas a separagc@o por gradiente de Ficoll e a trés lavagens, sendo uma com PBS e
duas com PBS azida. Com a concentracio de células ajustada para 1x10° foi adicionado 10
ul do anticorpo anti-CCR2 conjugado a PE ou Alexa. A incubagdo das células com o
anticorpo foi realizada por 10 min. em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada
uma lavagem com PBS azida para remog¢do do anticorpo conjugado ndo ligado e, entdo,
realizada a leitura em citometro FACSCalibur (Becton-Dickinson). Os controles utilizados
foram os anticorpos de camundongo IgG;g conjugados a PE (Chemicon International) ou

Alexa 647 (BD Pharmingen).

3.8. Extracao de proteinas de células de LLA primaria

Blastos leucémicos de dez casos de LLA ao diagndstico foram separados a partir do
gradiente formado com Ficoll. As células leucémicas foram adicionados 500 ul de tampao
fosfato (PBS) 1x, que foram estimuladas com a adicdo de 1 pl de solu¢do de CCL2 [1 ng/
10 pl] (R&D Systems) ou IL-8 [1 pg/ 10 pl] (Chemicon International) por incubacgdo a
37°C por 5, 10 e 20 min. Como controle, células ndo estimuladas também foram incubadas

durante 5 min. Apds sedimentagdo, as células foram lisadas com tampao RIPA-like [SO0 mM

Tris ph=7,7; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% phosphatase inhibitor cocktail I (Sigma);
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1% phosphatase inhibitor cocktail Il (Sigma); 1% protease inhibitor cocktail (Sigma); 1%
NP40; 0,1% SDS; 0,5% deoxicolato de sédio e PBS 1x].

Nas amostras de LLA ao diagnédstico, a quantidade de células utilizadas variou de
acordo com a contagem de blastos do paciente ao diagndstico (3 a 10 milhdes de células),
mas manteve-se a proporcao de tampao RIPA-like em funcdo da quantidade de células. As

amostras foram estocadas em freezer a -70°C para andlise por western blot.

3.9. Western blot de amostras de células da LLA primaria

Os ensaios de western blot foram realizados de acordo com técnicas rotineiras
descritas em manual de laboratério (76). A quantificacdo das amostras protéicas foi
estimada em curva de Bradford obtida por espectrofotometria a 595 nm. De cada amostra,
100 pg foram aplicadas em gel de SDS-PAGE (Acrilamida 10%) e submetidas a
eletroforese 100 V, 1 hora em tampao Tris-Glicina-SDS.

Em seguida, realizou-se a transferéncia para membrana de nitrocelulose. Quando
necessario, para verificagdo da eficiéncia de transferéncia, algumas membranas foram
coradas por 5 min. com Ponceau. Seguiram bloqueio, incubagdo com anticorpo primadrio,
incubacdo com anticorpo secunddrio, revelacio com kit SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) e exposicao a filme (Kodak) por tempos varidveis (30
seg. a 60 min). Os anticorpos primdrios utilizados, adquiridos da Cell Signaling, foram:
phospho-AKT®™  AKT ndo fosforilado, phospho-p44/42 MAP Kinase ™22 ¢
p44/42 MAP kinase (ERK 1/2).

3.10. Medida da concentracao de calcio intracelular

A medida da concentragdo de cdlcio intracelular foi realizada utilizando-se o
indicador fluorescente de cdlcio fura-2, descrito por Grynkiewicz et al. (77). A linhagem
celular Jurkat foi centrifugada (1200 rpm por 10 min.), lavada uma vez com tampao PBS e
ressuspendida em tampdo KREBS sem célcio, suplementado com Pluronic 68. As células
foram incubadas a 37°C e 5% de CO, com 4 pM de fura-2 por 45 min., com
homogeneizagdo delicada a cada 10 min. Apds incubagdo, as células foram centrifugadas
(1200 rpm por 10 min.) e o pellet de células ressuspendido em tampao KREBS sem célcio
suplementado com Pluronic 68 para concentracdo de 2x10° células/ml. Aliquotas de 1 ml

da suspensao de células foram utilizadas para estimulo e leituras. A concentracio de célcio
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foi medida em fluorimetro, usando como comprimento de onda de excitacao 340 e 380 nm
e, comprimento de onda de emissdo 510 nm. A concentracdo de cdlcio foi calculada através
da equacdo de Grynkiewicz et al. (77), como se segue: [Ca2+] =Ky (F - Fuin /Frax - F). Para
calcular a intensidade maxima de fluorescéncia (Fn.x) em cada amostra, uma leitura foi
realizada com Triton X-100, para destruir as membranas celulares. O quelante de célcio
EGTA foi adicionado a cada amostra lisada para obtencdo do nivel minimo de

fluorescéncia (Fiyin.).

3.11. Co-cultura de blastos leucémicos com células de estroma, mesenquimais ou
endoteliais da medula 6ssea

Para os ensaios foram realizadas as etapas descritas a seguir:

3.11.1. Preparacao da camada de células do estroma, mesenquimal ou endotelial:
por serem aderentes, células de estroma, mesenquimais ou endoteliais foram digeridas com
tripsina a 0,25% e EDTA 1 mM, e em seguida lavadas com meio RPMI-1640-10%SFB e
plaqueadas a uma densidade de 3.000 células/pogo em placas para 96 amostras de fundo
plano, no meio especifico de cada tipo celular. Os experimentos de co-cultura foram

iniciados quando as células apresentaram 80 a 90% de confluéncia.

3.11.2. Preparacao das células leucémicas e co-cultura: células de LLA foram
rapidamente descongeladas a 37°C, lavadas em meio RPMI-1640-10% SFB, avaliadas
quanto a viabilidade por exclusao de trypan blue (solucdo 0,2%) e células mortas foram
removidas por selecio imunomagnética (MACS, Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Os blastos leucémicos foram diluidos em meio
AIM-V (GIBCO/Invitrogen) sem soro. O acréscimo de CCL2 (R&D Systems) foi testado
nas concentragdes finais de 1, 10 e 50 ng/ml e IL-8 (Chemicon International) nas
concentracdes de 10, 100 e 500 ng/ml. O anticorpo neutralizante anti-CCL2 (R&D
Systems) e anti-IL-8 (R&D Systems) foi testado na concentracdo final recomendada pelo
fabricante. Cada tratamento foi realizado em triplicata, tendo como controle células

semeadas em co-cultivo nao tratadas.
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3.11.3. Contagem de células por citometria de fluxo: apds a recuperacio de cada
amostra, por pipetagem vigorosa, e raspagem das células aderidas, as células foram
transferidas para tubo de 5 mL, e dissolvidas em 500 pL de paraformaldeido a 0,5%. A
contagem consistiu em determinar o nimero de células vidveis (delimitado por gate) que
passaram pelo leitor em um intervalo de 30 segundos. Como controle, foi retirado o tempo

1h em triplicata de cada amostra.

3.12. Ensaio de migracao celular

A quimiotaxia da populacdo de células leucémicas foi analisada através de ensaio de
migracdo celular em placas de cultura tipo franswell (membrana de policarbonato com
poros de 5-um, Corning Life Sciences). As células de LLLA foram descongeladas a 37°C,
lavadas com PBS e a viabilidade analisada pela exclusdo de azul de trypan. Células mortas
foram removidas por selecdo imunomagnética (Miltenyi), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Entre 2,5 e 3x10° células foram dispensadas na cAmara superior e diferentes
tratamentos ou meio foram adicionados a camara inferior, a camara superior ou a ambas.
Os controles adicionados a camara inferior foram meio de incubacio (controle negativo) ou
meio adicionado de 100 ng/ml de SDF-1 (controle positivo para quimiotaxia de mondcitos).
As quimiocinas foram testadas nas concentragdes finais de 50 ng/ml (CCL2) e 300 ng/ml
(IL-8 72aa e 77aa).

As placas foram incubadas a 37°C por 2 horas e as células de LLA foram detectadas
por marcagdo com o anticorpo monoclonal CD19, imediatamente antes e apds a
recuperacdo das células que migraram.

Os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados analisados de acordo
com a percentagem de células que migraram da camara superior para a inferior (razao entre
o numero de células dispensadas na cadmara superior € o nimero de células recuperadas na
camara inferior), durante o periodo de incubag¢do. A comparacdo entre os grupos foi

realizada através de 2-way Anova.

3.13. Viabilidade de células do estroma da medula éssea
Células mesenquimais e endoteliais primdrias foram tripsinizadas e semeadas em
placas de 96 amostras (na propor¢do de 3.000 células/po¢o) com meio MSCGM ou EGM-

2-MV (Cambrex), respectivamente. Apds incubacdo por uma noite, as células foram
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lavadas com tampao PBS e cultivadas em 100 pl de meio RPMI-1640 sem soro, RPMI-
1640 com 1% de soro ou RPMI-1640 com 10% de soro na presenca das quimiocinas CCL2,
IL-8 72aa ou IL-8 77aa nas concentracdes de 50, 100 e 300 ng/ml. O nimero e a
viabilidade de células foi estimado em diferentes tempos de incubacdo (2 e 4 dias) através
do ensaio de MTS (Promega). Brevemente, foram adicionados 20 pl do reagente MTS
[1,90 mg/ml] por amostra e a absorbancia a 570/620 nm dosada em intervalos de uma hora,
até o limite de 4 horas de incuba¢do. O nimero de células foi calculado em comparacdo a

uma curva padrdo para cada tipo celular.

3.14. Cultura e manutencao das linhagens de células

As linhagens de LLA utilizadas no estudo foram: Nalm6 e REH (LLA-B); Jurkat,
CEM e Molt-4 (LLA-T). A linhagem celular Jurkat foi gentilmente cedida pelo Dr. George
C. Tsokos, do Beth Israel Deaconess Medical Center (Boston) e, a linhagem REH foi
gentilmente cedida pela Dra. Leslie E. Silberstein, do Children’s Hospital (Boston). As
linhagens Nalm6, CEM e Molt4 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Alexandre Nowill,
CIPOI/UNICAMP.

As células foram mantidas em meio RPMI-1640 (Fisher/Thermo Scientific/Cultilab)
suplementado com 10% SFB e 50 U/ml penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina (GIBCO).
A contagem de células e a troca de meio foram realizadas a cada dois dias. As células
adicionais aos experimentos foram criopreservadas em aliquotas de 1 a 2x10"/célula em
90% SFB acrescido de 10% DMSO.

Outras linhagens de células utilizadas no estudo foram: 786-O (cancer renal), A498
(cancer renal) e DU-145 (cancer de prostata). Os meios de cultura utilizados para estas
linhagens foram DMEM (Thermo Scientific) suplementado com 10% SFB e 50 U/ml
penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina (GIBCO) para 786-O; e MEM (Thermo Scientific)
suplementado com 10% SFB e 50 U/ml penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina (GIBCO)
para A498 e DU-145. A sub-cultura foi realizada através de digestdo com tripsina a 0,25%
e EDTA 1 mM. Todas as células foram incubadas a 37°C e 5% de CO,.

3.15. Avaliacao do SB225002, antagonista do receptor CXCR2 da IL-8
Uma molécula antagonista do CXCR2, conhecida por SB225002 (N-(2-hydroxy-4-

nitrophenyl)-N’-(2-bromophenyl)urea), foi sintetizada segundo o método descrito por
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White et al. (78) pelos nossos colaboradores Dr. Paulo C. Leal, Dr. Ricardo J. Nunes e Dr.
Rosendo A. Yunes, do Depto. de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina. Em
alguns momentos o SB225002 foi adquirido comercialmente (Calbiochem). Além da
sintese do SB225002, moléculas andlogas foram sintetizadas de acordo com procedimento
de Topliss (Figura 2). Tais andlogos foram testados pelo grupo do Dr. Joao B. Calixto
(UFSC) em modelo animal de inflamagdo e dois dos andlogos que mostraram alguma
atividade antiinflamatéria (comunicacdo pessoal) foram escolhidos para testes contra a
leucemia, a saber, o 4-Bromo e o 3,4-Cloro. O resultado de andlise de RMN da molécula de
SB225002 sintetizada, demonstrando o sucesso da sintese e a pureza do produto obtido

encontra-se no Anexo II.

Substituigao do anel

Esquema de Topliss

A O

H H H

Figura 2 — SB225002 e estratégia de sintese dos andlogos 4-Bromo e o 3,4-Cloro seguindo método
de Topliss. Trabalho feito por colaboradores do Depto. de Quimica da Universidade Federal de

Santa Catarina (Dr. Paulo C. Leal, Dr. Ricardo J. Nunes e Dr. Rosendo A. Yunes).

As linhagens de células de LLA foram contadas em camara de neubauer,
ressuspensas em meio RPMI 1640 - 10% SFB - 0,2% penicilina/streptomicina e

distribuidas em placas de 96 amostras de fundo chato, na densidade de 30.000 células/poco.
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O SB225002 foi testado nas concentragdes de 1 a 100 pM e os andlogos 4-Bromo e
3,4-Cloro foram testados nas concentracoes 1, 10 e 100 uM. A IL-8 (Chemicon
International) foi testada nas linhagens de LLLA-T nas concentragdes de 10 e 100 ng/ml e a
histamina foi testada nas concentracoes de 10 e 100 pM. As moléculas AM251 (Sigma) e
AMG630 (Tocris), antagonistas dos receptores CNR1 e CNR2, respectivamente, foram
testados nas concentracdes 10, 20, 30 e 50 uM para o AM251 e, 1, 2,5 ¢ 5 uM para o
AMO630. Os inibidores da via de NFkB (Calbiochem) testados foram Wedelolactone (10 e
20 uM) e 6-Amino-4-(4-phenoxyphenylethylamino) quinazoline (11 e 20 nM). Os
inbidores de MEK-ERK testados foram PD98059 (5 e 10 uM, Cell Signaling), U0126 (10 e
20 pM, Cell Signaling) e 3-(2-Aminoethyl)-5-((4-ethoxyphenyl)methylene)-2,4-
thiazolidinedione (25 e 50 uM, Calbiochem). Todas as incubacdes foram realizadas por 48
horas a 37°C e 5% de CO..

3.15.1. Ensaios de proliferacdo: foi adicionado a cada amostra 20 ul do reagente
MTT (Smg/ml, Sigma) ou MTS (1,90 mg/ml, Promega), sendo a placa incubada por 4,5 h e
4h a 37°C, respectivamente. Para 0 MTS, como o composto formado € solivel em meio de
cultura, ap6s a incubacdo foi feita a leitura da placa a 570 nm com referéncia 620 nm. Para
o MTT, foi adicionado a cada amostra 100 pl de SDS 10%-0,01 M HCI e a placa incubada
por uma noite a 37°C. A leitura da placa foi realizada, apds esta incubagdo, a 570 nm sem

referéncia.

3.15.2. Ensaio de ciclo celular: células Jurkat foram tratadas com SB225002 [20
uM] ou DMSO por 6, 9 e 24 horas como descrito no item 3.14. Apés o periodo de
incubacdo, as células foram lavadas com tampao PBS, fixadas em etanol 70% e estocadas a
-20°C até o dia seguinte. As células foram entdo lavadas duas vezes em tampao PBS e,
marcadas com 1 ml de solu¢do de iodeto de propideo [3,8 mM de citrato de s6dio; 50 pg/ml
de iodeto de propideo (Sigma) em PBS] suplementado com 50 pl de RNase A [10 pg/ml]
por 3 horas a 4°C. A andlise foi realizada em citometro de fluxo FACScan cell sorter
(Becton Dickinson) com a aquisicio de 1x10* células por tratamento. O perfil de ciclo

celular foi calculado através do software FCS Express (versao 3.0, De Novo Software).
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3.16. Quantificacao de IL-8 por ELISA em amostras de meio de cultura

Amostras de meio de cultivo de células Jurkat tratadas com SB225002 nas
concentracoes finais de 20 pM e 100 pM, ou veiculo (DMSO) por 6h, 9h, 24h e 48h foram
utilizadas para quantificacdo dos niveis de IL-8 através de ensaio de ELISA (kit Human IL-

8, BioLegend), seguindo as recomendagdes do fabricante.

3.17. Andlise da expressao génica (microarranjos de DNA) de linhagem de LLA
tratada com SB225002

Células Jurkat foram tratadas em duplicata com 20 pM de SB225002 ou veiculo
(DMSO), durante 6h e 9h, em meio RPMI-1640 com 10% de SFB. O RNA total foi
extraido utilizando-se os kits QIAshreder (Qiagen) e RNeasy Mini Kit (Qiagen),
quantificado em NanoDrop (Thermo Scientific) e verificado quanto a integridade em gel de
agarose a 1%.

O RNA complementar biotinilado (Bio-cRNA) foi preparado na Affymetrix
GeneChip Array Station usando os kits GeneChip HT One-Cycle cDNA Synthesis e
GeneChip HT IVT Labeling (Affymetrix). Os cRNAs biotinilados foram hibridizados aos
chips HG-U133A24 ¢ HG-U133B24 (Affymetrix). Foram hibridizadas um total de 8
amostras, sendo elas: Jurkat tratada com 20 pM de SB225002 incubada por 6h e Sh e,
Jurkat tratada com 20 pM de veiculo incubada por 6h e 9h. Todos os tratamentos foram
realizados em duplicata. As lavagens e a hibridizacdo dos microarranjos foram efetuadas
com a GeneChip Array Station seguindo protocolo robético, de acordo com as instrugdes
do fabricante (Affymetrix). Os microarranjos foram digitalizados no GeneChip HT scanner
(Affymetrix). As imagens digitalizadas foram examinadas visualmente para deteccido de
possiveis defeitos do chip ou artefatos na hibridiza¢do e entdo analisadas com o software
Affymetrix GeneChip Microarray Analysis Suite 5.0 - MASS (Affymetrix). Os
microarranjos com alta qualidade de imagem foram analisados através do algoritmo Probe
Logarithmic Intensity Error (PLIER). Quando dois grupos de amostras foram comparados
para identificacio de genes enriquecidos (hiper ou hipo expressos) em determinado
fenétipo, se 90% do menor intervalo de confianga de ligacdo (LCB) do fold change entre os
dois grupos foi acima de 1,2, o gene correspondente foi considerado diferencialmente

expresso.
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Além disso, para compreensdo dos mecanismos biolégicos afetados pelos transcritos
que foram hipo ou hiper regulados pelo tratamento com SB225002, foram realizadas
andlises funcionais in silico e de vias de sinalizacdo no software Ingenuity Pathways
Analysis (IPA 4.0) (www.ingenuity.com). Os experimentos de microarranjos das células
Jurkat tratadas com SB225002 foram realizados no Beth Israel Deaconess Medical Center,
Boston/MA, sob a co-orientacdo do Dr. Luiz Zerbini e em colaboracdo com o Dr. Towia

Libermann.

3.18. Amplificacao quantitativa (RQ-PCR)

Amostras de linhagens de LLLA foram quantificadas em termociclador LightCycler®
480 Real-Time PCR System (Roche Applied Science). Em um volume final de 25 pl por
reacdo, adicionaram-se 0s seguintes reagentes, para as concentragoes finais citadas: tampao
de reacdo [10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM KCl e 2 mM MgCl,], 250 uM dNTP (Roche),
5 pmol de cada primer (Tabela 3), 0,5X SYBR Green I (Molecular Probes) e 1U Taq DNA
polymerase (Promega) com 2 pul ¢cDNA [0,1 pg]. Os ciclos de termociclagem consistiram
de desnaturagdo inicial a 95°C por 3 min.; seguida por 40 ciclos de desnaturac¢do a 95°C por
30 seg., anelamento a 56°C por 30 seg., e extensdo a 72°C por 1 min. Foi adicionado um
ciclo de curva de melting a 95°C por 15 seg., 65°C por 2 min., 97°C continuo e etapa final
de refrigeracdo a 10°C por 30 seg. A curva de melting foi utilizada para andlise da
especificidade da amplificacio e o gene GAPDH ou ABL amplificado como controle
endogeno para normalizacdo das amostras. Para cada corrida, dilui¢des seriadas de DNA
plasmidial do gene GAPDH foram utilizadas como padrdes para constru¢do de curva
padrdo e estimativa do nimero de transcritos de cada gene. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata e os dados apresentados como a razdo gene/GAPDH. Para as
amostras amplificadas com o gene ABL como controle enddgeno, a estimativa do nlimero

de transcritos foi realizada através do método 24T (79, 80).
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Tabela 3 — Genes analisados por RQ-PCR para realizagdo das andlises com linhagens de

células da LLA.

Gene Seqiiéncia do primer (5’-3’) Tamanho do
produto
CXCR2 AGGTCAGAAGTTTCATCGTCAAG F 227pb
AAAGCTGTCACTCTCCATGTTAA R
CX3CR1 GACGGTTGCATTTAGCCATT F 182pb
TGCTCAGAACACTTCCATGC R
GLIPRI AGCTGCACCCAAACTTCACT F 173pb
ATCTGCCCAAACAACCTGAG R
BACH2 GAAAACGATGCTGCCATTTT F 199pb
TTGGTGCACACTTCTGCTTC R
JUN CCCCAAGATCCTGAAACAGA F 168pb
CCGTTGCTGGACTGGATTAT R
HCRTR1 CGATGCTCCATCTCCAAAAT F 159pb
GACTGAAGCCACAGCCTTTC R
MC4R  CCAGTGAGTCCCTTGGAAAA F 216pb
ATCCATTTGAAACGCTCACC R
MCHRI AGCCCAGTTTGCTAGGAGGT F 208pb
ACACCGGGCACTAGAATGAC R
CCRS GTGGCCTCTGAAGATGGTGT F 188pb
GCCTTGGTCTTGTTGTGGTT R
CNRI1 AAGACCCTGGTCCTGATCCT F 188pb
CGCAGGTCCTTACTCCTCAG R
HTRIB GTGATTGCCACAGTGTACCG F 171pb
CAGCCAGAAGTCACAGACCA R
HRHI  CACACTGAACCCCCTCATCT F 151pb
GGCCTTCGTCCTCTATTTCC R
HRH2  AGGAACGAGACCAGCAAGGGCAAT F 198pb
GGTGGCTGCCTTCCAGGAGCTAAT R
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HRH3  ATGGTGTCCCAGAGCTTCAC F 188pb
AGGAGCCAGAAGGAGGTTTC R

HRH4  GACAAAAACCTTAGACATCGAAG F 164pb
AACAGATAGTCAGTAGTGAGCCA R

IL-1 GGGCCTCAAGGAAAAGAATC F 205pb
TTCTGCTTGAGAGGTGCTGA R

CX3CL1I GACCCCTAAGGCTGAGGAAC F 205pb
CTCTCCTGCCATCTTTCGAG R

ITNF TCCTTCAGACACCCTCAACC F 173pb
AGGCCCCAGTTTGAATTCTT R

GAPDH CCATGGAGAAGGCTGGGG F 377pb
CAAAGTTGTCATGGATGACC R

ABL TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTA F 193pb
GATGTAGTTGCTTGGGACCCA R

F = forward; R = reverso; pb = pares de bases.

3.19. Extracao de proteinas e western blot de linhagem de LLA tratada com SB225002

Lisado de células totais de amostras de Jurkat tratada com SB225002 [20 uM] ou
veiculo (DMSO) por 3h, 6h, 9h e 12h foram preparados com tampdo de lise (Cell
Signaling) suplementado com inibidor de fosfatase e protease (Roche). Um controle de
células ndo estimuladas também foi realizado. Foram utilizadas de 1 a 2x10’/célula por
tratamento. Seguiu-se eletroforese em gel de SDS-PAGE (10% acrilamida, Bio-Rad) de
amostras contendo de 100 a 300 pg de proteina e, apds corrida, realizou-se a transferéncia
para membrana de PVDF (Millipore) em tampao 50 mM Tris-base, 20% metanol e 40 mM
glicina. As membranas foram incubadas em tampao PBST (fosfato 100 mM, KCI 27 mM,
NaCl 1,37 M, ph 7,4 apés diluicao 1X; 0,2% Tween-20) suplementado com 5% de leite
sem gordura (Sigma) por 1 hora. As membranas foram incubadas com anticorpo primario
por uma noite a 4°C em PBST com 2% BSA e, posteriormente, incubadas com anticorpo
secunddrio conjugado a peroxidase (Cell Signaling). A deteccdo foi realizada com o kit
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce/Thermo Scientific) e

visualizada através de autoradiografia apds exposicdo de 30 seg. a 30 min. Os anticorpos
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primdrios utilizados, adquiridos das empresas Santa Cruz Biotechnology, Novus
Biologicals e Cell Signaling, foram: phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2), p44/42 MAPK
(ERK1/2), phospho-MEK1/2 e MEK1/2, anti-GLIPR1, CX3CR1, CNR1, CNR2 e B-actin.

3.20. Ensaios de quinase

O ensaio de quinase para MAPK p44/42 foi realizado utilizando a proteina de fusao
Elk-1 como substrato da quinase. Amostras de Jurkat (500 pg de lisado celular) tratadas
com SB225002 [20 uM] ou veiculo (DMSO) por 3h, 6h, 9h e 12h, foram recuperadas por
imunoprecipitacdo usando 15 ul de phospho-p44/42 MAPK imobilizado em microesferas
(Cell Signaling) por uma noite a 4°C. As microesferas foram lavadas duas vezes com
tampao de lise e duas vezes com tampdo de quinase (25 mM Tris (pH 7,5), 5 mM -
Glicerolfosfato, 2 mM DTT, 0,11 mM NazVOs, 10 mM MgCl,). Em seguida, as
microesferas foram ressuspensas em 50 pl de tampdo de quinase suplementado com 200
UM ATP e 1 ul da proteina de fusdo Elk-1 (substrato da quinase) e incubado por 30 minutos
a 30°C. As reacdes foram interrompidas com a adi¢ao de 25 pl de tampao de amostra SDS-
3X e as proteinas submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE (10% acrilamida, Bio-
Rad). O anticorpo primério utilizado foi phospho-Elk-13"% (Cell Signaling). A atividade
quinase € correlacionada diretamente com aumento da fosforilacdo de Elk (Ser383).

A atividade quinase de JNK/SAPK e MAPK p38 foi dosada utilizando os Kkits
SAPK/INK assay e p38 MAP kinase assay (Cell Signaling), de acordo com as instrugdes

do fabricante.

3.21. Silenciamento génico através de vetor lentiviral

Os vetores lentivirais contendo seqiiéncias de shRNA contra o gene GLIPRI foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Tabela 4). O controle lentiviral contendo seqiiéncia de
shRNA GFP foi gentilmente doado pelo Dr. Oded Singer (Salk Institute). A valida¢do do
silenciamento foi realizada por RQ-PCR (primers descritos anteriormente no iten 3.18).
Com a inibi¢do do gene GLIPRI confirmada, a linhagem infectada foi testada quanto a
resisténcia a diferentes doses de SB225002 pelo método do MTT (procedimentos de cultura
e ensaio de viabilidade descrito anteriormente nos itens 3.15 e 3.15.1, respectivamente).

Células adicionais aos experimentos foram criopreservadas.
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Tabela 4 — Seqiiéncias de shRNA contra o gene GLIPRI (Sigma-Aldrich, SHCLNV-
NM_006851).

Gene Nuamero Seqiiéncia de shRNA Eficiéncia
da TU/ml*
Seqiiéncia (x10%
75 CCGGCTCTTTCCAATGGAGCACATTCTCG 3,9
GLIPRI AGAATGTGCTCCATTGGAAAGAGTTTTTG
76 CCGGCGTTCGAATCCATAACAAGTTCTCG 9,7

AGAACTTGTTATGGATTCGAACGTTTTTG

*TU/ml = titulacdo funcional do vetor lentiviral. Eficiéncia calculada através de ensaio de ELISA
para o antigeno p24 (~2000 moléculas de p24 por particula fisica de lentivirus).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito de diferentes células de suporte na proliferaciao da LLA primaria

Células de LLA primédria entram em apoptose rapidamente quando colocadas em
cultura, havendo morte de todas as células em 2 a 4 dias (Figura 3). A sobrevivéncia, e em
alguns casos a proliferacdo, da LLA em cultura, pode ser alcangada se cultivada com uma
camada de células de estroma da medula dssea. O método de co-cultura de LLA sobre
camada de estroma, segundo estabelecido por Manabe et al. (81) faz uso de meio AIM-V

(Invitrogen), meio sem soro com formulacio de base igual ao DMEM.

3000

2000+

1000+

Numero de células viaveis

24 h 48 h 96 h

Tempo de cultive

Figura 3 — Células de leucemia priméria em cultura com meio AIM-V (37°C; 5% CO,).

Inicialmente foi comparada a sobrevivéncia e proliferacdo de células primdrias da
LLA em sistema de co-cultura nas trés camadas de células de “suporte” da medula Ossea:
(1) células de estroma, que na sua grande maioria sdo fibroblastos da medula dssea (82), (ii)
células mesenquimais da medula 6ssea, e (iii) células endoteliais da medula éssea (Figura
4). Foi possivel concluir que as células de LLA sobrevivem melhor em contato com a
camada de células mesenquimais ou endoteliais do que em contato com células de estroma
(p=0,013, 2-way Anova). Deste modo, os ensaios de co-cultura subseqiientes foram

realizados com células mesenquimais ou endoteliais.
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Figura 4 — Efeito de diferentes células de suporte na sobrevivéncia de células de leucemia linféide
aguda primdria apds 48 horas de co-cultura a 37°C; 5% CO,. MSC = células mesenquimais da

medula 6ssea; BMEC = células endoteliais da medula 6ssea. *p = 0,013 (2-way Anova).

4.2. A LLA induz alta expressao de quimiocinas no microambiente da medula éssea

O efeito da leucemia nas células mesenquimais da medula 6ssea (MSC) foi
investigado através do ensaio in vitro de co-cultura das MSC com células primarias de
LLA, seguido da andlise de genes diferencialmente expressos por microrranjos de DNA.
Estratégia idéntica foi utilizada com sucesso, por exemplo, para a identificacio de genes
implicados na interagdo de células tronco hematopoéticas normais (83) e células de cancer
de pulmao (84), com as células dos seus respectivos microambientes.

Andlises funcionais dos dados de microarranjos mostraram a ativagao significativa 94
genes nas MSC cultivadas com a LLA (Anexo III), genes estes que fazem parte de 12 vias
de sinalizacdo intracelular (Figura 5A). A via de sinalizacdo do NFkB foi a via mais
ativada apos o estimulo. Além disso, foi possivel identificar varios agrupamentos de genes
modulados significativamente devido ao contato das MSC com a LLA. Entre os
agrupamentos de genes significativos (Figura SB), chamou a aten¢do o grupo de genes
envolvidos na resposta inflamatdria, que apresentou vérios fatores secretados e soldveis
superexpressos (Tabela 5), que poderiam beneficiar as células leucémicas no

microambiente tumoral.
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Figura 5 - (A) Vias de sinalizagdo e (B) agrupamentos de genes identificados em células

a0

tato com células da LLA. Em (A) doze vias de sinalizag

z

0sse€a apos con

2

mesenquimais da medula

demonstraram alteracdes significativas e, os quinze agrupamentos de genes mais significativos

estdo demonstrados em (B). O threshold estatistico (linha laranja sem quadrados) representa o ponto

de corte para significancia na escala log (eixo y, lado esquerdo). A razdo (linha laranja com

quadrados) do nimero de genes significativos de um grupo de dados relacionado a uma via de

sinalizacdo dividida pelo nimero total de genes da via de sinalizagdo também é demonstrado (eixo

y, lado direito). As andlises foram realizadas no software Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity

Systems).
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Tabela S — Lista de genes secretados diferencialmente expressos nas células mesenquimais

da medula 6ssea em co-cultura com cé€lulas da leucemia linféide aguda.

Identificacdo Simbolo do Nome do Gene FC Regulaciao
da sonda Gene

204533 _at CXCLIO  chemokine (C-X-C motif) ligand 10 12.80 ativado

216598 _s_at CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 9.12  ativado

202859_x_at ILS interleukin 8 5.88 ativado

223501 _at TNFSFI13B tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 3.34  ativado
member 13b, soluble form

214038_at CCLS chemokine (C-C motif) ligand 8 2.84  ativado
205207_at IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 2.61 ativado
211122_s_at CXCLII1  chemokine (C-X-C motif) ligand 11 243  ativado
209774_x_at CXCL2  chemokine (C-X-C motif) ligand 2 240 ativado
205483 _s_at ISG15 ISG15 ubiquitin-like modifier 2.16  ativado

A andlise foi realizada no software GeneSpring (Stratagene) e o ponto de corte foi 22.0 ou <2.0. A
localizacdo sub-celular de cada gene foi identificada através do banco de dados UnitProt
Knowledgebase (http://www.uniprot.org). FC = fold change (coeficiente de variacio).

Dentre os genes secretados diferencialmente expressos demonstrados na Tabela S,
CXCLI0, CCL2, IL-8, TNFSFI3B e CCL8 sao genes do agrupamento de resposta
inflamatdria e constituiam os cinco fatores soliiveis mais expressos.

CCL2 e CCLS estdao agrupados em um conjunto de genes que atuam na quimiotaxia
de mondcitos, células T ativadas e células dendriticas. Neste estudo, CCL2 apresentou-se
superexpresso quando comparado a CCLS8 (diferenca de 6,2 entre os valores de fold
change). Embora ambas as quimiocinas apresentem fungdes semelhantes, o fato de CCL2
estar superexpresso foi intrigante e conduziu a hipétese de que desempenharia um papel no
contexto do microambiente leucémico. TNFSFI3B ja foi descrito como hiper expresso em
neoplasias hematoldgicas e associado a progndstico adverso (85). CXCL10 € o ligante do
receptor CXCR3. Ainda é controverso se CXCR3 é expresso por blastos na LLA (31, 32).
Wong e Fulcher (32) relataram uma grande variabilidade na expressio de CXCR3 em

amostras de LLA e mesmo em amostras frescas de controles normais, € consideraram seu

53



método por citometria de fluxo ndo confidvel para andlise conclusiva dos resultados.
Devido a possibilidade de limitacdes metodolégicas para ensaios in vifro com o receptor
CXCR3 e, ao papel importante demonstrado pela IL-8 na resposta inflamatéria, foi
escolhido conduzir os experimentos funcionais com a quimiocina IL-8, cujos receptores ja

haviam sido descritos anteriormente na LLA (31, 46) e foram confirmados neste estudo.

4.3. O microambiente da medula leucémica € rico em CCL2 e IL-8

A quantificacdo de CCL2 e IL-8 soluvel foi realizada em plasma de amostras de
medula 6ssea de pacientes com LLA ao diagnéstico através da técnica de ELISA (Figura
6). Para CCL2 foram analisadas amostras de 163 pacientes e 20 controles normais com
mediana de 490,5 pg/ml (extremos de 25,4 - 2684,8) e 168,3 pg/ml (23,1 - 701,4),
respectivamente. A diferenca encontrada entre os grupos de pacientes e controles foi
estatisticamente significativa através do teste de Mann-Whitney (p = 0,00001). Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os valores de CCL2 e varidveis clinicas e
bioldgicas ao diagnéstico (Tabela 6, pacientes tratados no protocolo do Grupo Brasileiro

de Tratamento da Leucemia Infantil - GBTLI-99, com dados de seguimento disponiveis).

A p =0,00001 B p =0,00033
- 1
3000- a0
300+ -1
E 20004 £
2 S 2004
3 1000 2
u |
3] = J
S [ S— T
J T — J = L
LLA MO normal LLA MO normal
n=163 n=20 n=163 n=20

Figura 6 — Niveis das proteinas (A) CCL2 e (B) IL-8 no plasma de amostras de leucemia linféide
aguda (n = 163) ao diagndstico comparado a amostras de controles normais (n = 20). Valores de p

foram calculados através do teste exato de Fisher (0 = 5%).
Para a IL-8, foram analisadas 163 amostras com mediana de 31,6 pg/ml (extremos de

0 a 314,2) e 20 controles normais com mediana de 0 pg/ml (extremos de 0 a 79,1). A

diferenca encontrada entre os grupos de pacientes e controles foi estatisticamente
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significativa através do teste de Mann-Whitney (p = 0,00033). Nao foram encontradas

associacOes estatisticamente significativas entre os niveis plasmdticos da IL-8 e as varidveis

clinicas e bioldgicas ao diagnostico (Tabela 6).

Tabela 6 — Caracteristica clinicas e bioldgicas associadas com os niveis de CCL2 e IL-8

em amostras de plasma de pacientes com leucemia linféide aguda ao diagndstico.

Variavel Estratificacao Mediana P Mediana P
CCL2 IL-8
(pg/ml) (pg/ml)
Idade <1 ano (n =02) 699,40 0,614 116,75 0,184
(n =106) >1 a <9 anos (n=73) 530,23 29,80
>9 anos (n = 31) 735,85 19,78
Sexo Masculino (n = 59) 691,29 0,721 31,48 0,965
(n=107) Feminino (n = 48) 561,03 28,07
Leucometria <10.000/mm? (n = 33) 688,81 0,546 38,11 0,330
(n=107) >10.000/mm?* a <50.000/mm?*
(n =38) 540,65 31,85
>50.000/mm”* a <100.000/mm*
(n = 20) 688,24 23,67
>100.000/mm? (n = 16) 500,66 11,93
Infiltracao Positiva (n = 03) 323,67 0,065 44,29 0,400
de SNC Negativa (n = 98) 638,52 29,46
(n=101)
Imumofend- Pré-B/comum (n =92) 599,94 0,640 35,34 0,039
tipo LLA-T (n=13) 728,68 9,91
(n=105)
Evento Sim (n =19) 622,09 0,963 38,11 0,333
desfavoravel Nao (n=87) 564,94 29,80
(n =106)

"Testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis foram utilizados nas andlises estastisticas. Pacientes

tratados no protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil - GBTLI-99.
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Estes resultados mostram que o microambiente da medula dssea leucémico apresenta
niveis mais elevados de CCL2 e IL-8 quando comparado a medula normal. Tanto as células
leucémicas quanto as do estroma da medula 6ssea podem contribuir para os niveis de CCL2

e IL-8.

4.4. Valor prognostico dos niveis de CCL2 e IL-8 no plasma da medula o6ssea
leucémica

Foram analisados em 105 pacientes com LLA consecutivos, tratados no Centro
Infantil Boldrini com o protocolo GBTLI-99. Para as anélises de associagdo dos valores de
CCL2 e IL-8 com a sobrevida global (SG) e a sobrevida em remissdo clinica completa
(SRCC) foram utilizados como ponto de corte entre os grupos o valor mediano de CCL2
(490,5 pg/ml) ou IL-8 (31,6 pg/ml). Nao foram encontradas associacdes estatisticamente
significativas.

Quando considerados apenas os pacientes do grupo de baixo risco (n = 52) a mediana
de CCL2 foi de 577,79 pg/ml. Utilizando este valor mediano como ponto de corte para
estratificacdo de pacientes dentro do grupo de baixo risco, foi observado que pacientes com
niveis de CCL2 abaixo da mediana tiveram uma tendéncia a melhor taxa de sobrevida se
comparados aqueles com niveis de CCL2 acima da mediana (p = 0,08, teste de LogRank,
Figura 7). O periodo de seguimento mediano dos pacientes vivos foi de 1,7 anos. Estudos
adicionais com um maior nimero de pacientes sdo necessdrios para confirmar esta

descoberta.
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Figura 7 — Sobrevida Global de pacientes com baixo risco (critério do protocolo GBTLI-99),

agrupados quanto a mediana de expressdo do CCL2 do grupo de baixo risco (577,79 pg/ml), com

tendéncia estatisticamente significativa (p = 0,08, teste de LogRank).

4.5. LLA primaria expressa os receptores das quimiocinas CCL2 e IL-8

Para investigar se as células da LLA poderiam se beneficiar diretamente dos elevados

niveis de CCL2 e IL-8 do microambiente da medula dssea, foi analisada a expressdao dos

receptores destas quimiocinas em células primdrias de LLA ao diagndstico. CCR2a e

CCR2b, ambos receptores de CCL2, foram detectados por RT-PCR em 10 (10,4%) e 64

(66,6%) de 96 casos, respectivamente (Figura 8). Além disso, a anélise por citometria de

fluxo em 93 casos de LLA ao diagndstico demonstrou uma positividade fraca deste

receptor na maioria dos casos analisados (Figura 9).
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Figura 8 — Deteccdo de CCR2a/b e ABL (controle endégeno) por RT-PCR em amostras (n = 09) de

LLA ao diagndstico.
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Figura 9 — Anidlise por citometria de fluxo do receptor CCR2 em seis pacientes com LLA ao
diagnéstico. A expressdo de CCR2 foi analisado com anticorpo monoclonal conjugado a PE e

IgG2B-PE foi utilizado como controle isotipico. Lado esquerdo: LLA-B; Lado direito: LLA-T.

Em concordancia com dados anteriormente publicados (34, 46), transcritos para os
receptores da IL-8 (CXCRI e CXCR2) foram detectados em 40 (80%) e 38 (76%) de 50
casos, respectivamente (Figura 10). Além disso, Corcione et al. (31) detectou a expressao
de CXCR1/2 na LLA-B por citometria de fluxo.

Nao foram encontradas associacdes significativas entre os transcritos de CCR2a/b ou

CXCRI1/2 e caracteristicas clinicas ou biologicas dos pacientes com LLA ao diagndstico.
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Figura 10 — Detec¢io de CXCR1/2 e ABL (controle endégeno) por RT-PCR em amostras (n = 10)
de LLA ao diagndstico.

4.6. CCL2 e IL-8 nao exercem efeito direto na LLA primaria

Dada a expressdo dos receptores CCR2a/b e CXCRI/2 pelas células primdrias de
LLA foi investigado se estas quimiocinas exerceriam efeito direto na sobrevivéncia,
proliferacdo, migragcdo ou ativacdo de cascatas de sinaliza¢do na LLA.

Inicialmente, cultivos in vitro de células primdrias de nove pacientes com LLA-B em
sistema de co-cultura com células mesenquimais da medula 6ssea foram realizados em
meio AIM-V suplementado ou ndo com diferentes concentracdes de CCL2, IL-8 ou
anticorpos neutralizantes de ambas as quimiocinas. Apds 2 e 5 dias de incuba¢do o nimero
de células vidveis foi analisado por citometria de fluxo. Nenhuma diferenca significativa foi

detectada como resultado dos tratamentos em relagdo aos controles (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 — Recuperagdo de células vidveis de trés pacientes com LLA ap6s 48 horas em co-cultura
com células mesenquimais em meio acrescido de quimiocinas (50 ng/ml de CCL2 ou 500 ng/ml de
IL-8 72 ou 77 aa) ou anticorpos neutralizantes (500 pg/ml). O niimero de células vidveis foi medido
por citometria de fluxo. CC 1h = células em co-cultura incubadas sem tratamento por lh; AIMV =

células controle incubadas sem tratamento por 48 horas; IgG1 = controle isotipico.
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Figura 12 — Recuperagdo de células vidveis de trés pacientes com LLA apds 48 horas sem células

de suporte e apds 5 dias em sistema de co-cultura com células mesenquimais em meio acrescido de

quimiocinas (50 ng/ml de CCL2 ou 500 ng/ml de IL-8 72 ou 77 aa) ou anticorpos neutralizantes

(500 pg/ml). O nimero de células vidveis foi medido por citometria de fluxo. MSC = células

mesenquimais; CC 1h = células em co-cultura incubadas sem tratamento por 1h; L 1h = células de

leucemia sem células de suporte e sem tratamento incubadas por lh; AIMV = células controle

incubadas sem tratamento por 48 horas ou 5 dias; IgG1 = controle isotipico.
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O efeito de CCL2 e IL-8 na quimiotaxia de blastos da LLA primdria foi avaliado
através de ensaio de migracdo celular em sistema de transwell. Tanto a CCL2 quanto a IL-8
sdo conhecidas pelo seu papel na atracdo de mondcitos, funcdo que poderia ser importante
no homing da LLA na medula e/ou infiltracdo de outros 6rgaos. Como mostra a Figura 13,
CCL2 e IL-8 ndo tiveram qualquer efeito quimiotatico sobre as células primarias de LLA,

isoladamente ou em conjunto com a SDF-1.

7000-
* * %
g, 6000-
©
235 5000- v
3 N
9.2 4000-
% € <o o
S o 3000- v
o 8 (o]
232 20001 £ o L
D v
S 0 ©0 o
> 1000- &
ol 4 < G50 o o

o ® SO
SO VARV ARG N
< O o NS

E

Tratamentos

Figura 13 - Efeito do CCL2 e IL-8 sobre a migracdo de células primarias de LLA. Células
leucémicas de 6 diferentes pacientes foram acondicionadas no compartimento superior (inserto
transwell com poros de Sum de didmetro), e as diferentes quimiocinas (CCL2, IL-8 e/ou SDF-1)
foram adicionadas no compartimento inferior (ci) ou superior (cs). Apds 2 horas, o numero de
células CD19+ presentes no compartimento inferior foi contado através de citometria de fluxo.
Valores médios de ensaios feitos em duplicata. As concentragdes das quimiocinas foram: CCL2 50
ng/ml, IL-8 300 ng/ml e SDF-1 100 ng/ml. A SDF-1 sem associacdes foi utilizada como controle
positivo. *p<0,001 (2-way Anova).

Foi também avaliado se CCL2 e IL-8 seriam capazes de desempenhar papel funcional
na ativacdo de vias de transducdo de sinal. A padronizacdao do western blot foi realizada
testando acdo do CCL2 [100 ng/ml] sobre mondcitos normais, tendo sido detectada

ativacdo da via do phospho-AKT, como esperado (resultado ndo mostrado). Nenhuma
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ativacdo das vias de sinaliza¢do analisadas foi detectada quando blastos de LLA primdria

foram estimulados com CCL2 ou IL-8 (Figura 14).

IL-8 [100 ng/ml] CCL2 [100 ng/ml]

5 10 min.

Phospho-p44/42
p44/42
Phospho-AKT

AKT

Figura 14 — Células de LLA primaria tratadas com CCL2 e IL-8 ndo sofrem ativacdo das vias de
transducdo de sinal tipicas dessas quimiocinas. Resultados de um caso representativo de lisados de
células de LLA primdria ao diagndstico estimulada com CCL2 [100 ng/ml] e IL-8 [100 ng/ml] ao
longo do tempo. 0, 5, 10 e 20 = LLA estimulada com quimiocinas (tempo de incubacdo em

minutos).

Além disso, receptores acoplados a proteina G estdo envolvidos em mobilizacdo de
célcio intracelular (86). No entanto, nenhuma mobilizacdo de cdlcio intracelular foi
detectada (Figura 15) quando do estimulo de Jurkat com CCL2 ou IL-8, embora esta
célula apresente a expressdo de transcritos dos receptores CCR2b, CXCRI e CXCR?2.

Estes resultados demonstram que a expressdo dos receptores CCR2a/b e CXCRI1/2
pela LLA primdria provavelmente resulta em receptores ndo funcionais e,
conseqiientemente, indicam que a LLA ndo se beneficia diretamente dos altos niveis de

CCL2 e IL-8 presentes no microambiente da medula dssea.
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Figura 15 - Células Jurkat (LLA-T) tratadas com CCL2 e IL-8 ndo apresentam mobilizacdo de
célcio intracelular. As células foram estimuladas com SDF-1 [100 ng/ml], CCL2 [100 ng/ml] ou
IL-8 [100 ng/ml]. O momento da adi¢do de CaCl, e das quimiocinas € indicado (flecha). O aumento
de fluorescéncia apés estimulo indica aumento dos niveis intracelulares de cédlcio. SDF-1 foi

utilizado como controle positivo.

4.7. CCL2 e IL-8 promovem sobrevivéncia das células mesenquimais da medula 6ssea

Mesmo que CCL2 e IL-8 ndo atuem diretamente sobre a LLA, estas moléculas
poderiam atuar sobre as demais células do microambiente da medula, e assim,
indiretamente, acabariam favorecendo a LLLA. Para investigar esta possibilidade, células

mesenquimais da medula 6ssea em estdgio de sub-confluéncia foram cultivadas em meio
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sem soro fetal bovino ou com quantidade reduzida de soro. Como mostra a Figura 16, a

adi¢do de CCL2 ou IL-8 ao meio de cultura sem soro promove a sobrevivéncia das células,

ao passo que em conjunto com quantidades reduzidas de soro fetal bovino a adicdo de

CCL2 ou IL-8 estimula a proliferacao celular. Dados similares foram observados com

células endoteliais da medula éssea (resultados ndo mostrados). Desses resultados pode-se

sugerir que o papel direto de CCL2 e IL-8 na medula leucémica seja na manutencio e

ativacdo das células do estroma da medula dssea.
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Figura 16 — Efeito da CCL2 e IL-8 na sobrevivéncia e proliferacdo de células do estroma da

medula éssea. Células mesenquimais da medula éssea foram cultivadas em meio (A) sem soro ou

meio (B) suplementado com 1% de soro, e doses crescentes de CCL2 ou IL-8 [50, 100 e 300 ng/ml]

por 2 e 4 dias. A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT. Dados correspondem a

média e desvio padrio de triplicatas bioldgicas.
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4.8. Avaliacao do SB225002, antagonista do receptor CXCR2 da IL-8

4.8.1. Linhagens de células de LLA sao sensiveis ao SB225002

As células mesenquimais da medula estimuladas pela co-cultura com células de LLLA
apresentaram, na andlise de microarranjos descrita no item 4.2, ativacdo das quimiocinas
CXCLI, CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL6 e IL-8, ligantes do receptor CXCR2. Devido a
convergéncia em relacdo ao receptor CXCR?2, foi sintetizado e avaliado o efeito de uma
molécula antagonista do CXCR2, conhecida por SB225002 (N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-
N’-(2-bromophenyl)urea), segundo método descrito por White et al. (78). O trabalho de
sintese foi realizado pelo Dr. Paulo C. Leal, Dr. Ricardo J. Nunes e Dr. Rosendo A. Yunes,
do Depto. de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, nossos colaboradores.
Em alguns momentos a molécula SB225002 também foi adquirida comercialmente
(Calbiochem).

Além da sintese do SB225002, moléculas andlogas foram sintetizadas de acordo com
procedimento de Topliss, e apresentaram atividade antiinflamatéria em cobaias (Dr. Jodo
Calixto, UFSC, informacdo pessoal). Os anédlogos testados nas linhagens de células de LLA
foram 4-Bromo e 3,4-Cloro.

Para padronizar o uso do SB225002 foram realizados experimentos preliminares com
linhagens celulares de LLA-B (Nalm6 e REH) e LLA-T (Jurkat, Molt4 e CEM), tratadas
com SB225002 e seus andlogos, nas concentracdes de 1, 10 e 100 uM, por 48 horas. O
ensaio de MTS foi utilizado para medida de sobrevivéncia/proliferacido celular. Foi muito
interessante observar que as linhagens de LLA foram sensiveis ao SB225002 na
concentracio de 100 uM (Figura 17). Nenhuma das células foi sensivel aos andlogos cloro
e bromo (Figura 18), muito embora um desses andlogos (bromo) apresente grande
atividade antiinflamatoéria em estudos com cobaias (Dr. Jodo B. Calixto, UFSC, informagao
pessoal). O motivo pelo qual as células de LLLA sdo resistentes aos andlogos cloro e bromo

ainda é desconhecido.
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Figura 17 — Efeito do SB225002 [1, 10 e 100 uM] na sobrevivéncia e proliferacao das linhagens
celulares de LLA: REH (LLA-B) e CEM (LLA-T). A incubacdo foi realizada por 48 horas e os
controles foram RPMI-10% soro fetal bovino (RPMI-10) e DMSO 0,1%. SB = SB225002.
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Figura 18 — Efeito dos andlogos bromo e cloro do SB225002 [1, 10 e 100 uM] na sobrevivéncia e
proliferacdo da linhagem celular de LLA REH (LLA-B). A incubagdo foi realizada por 48 horas e
os controles foram RPMI-10% soro fetal bovino (RPMI-10) e DMSO 0,1%. Br = anédlogo bromo;

Cl = andlogo cloro.

Foi realizado ensaio de dose resposta do SB225002 nas linhagens de células da LLA
[10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM]. Concentragées de SB225002 em torno de 20 uM causam
inibicdo de aproximadamente 50% na sobrevivéncia/proliferacdo das células (Figura 19).

Cabe ressaltar que as células mesenquimais da medula déssea ndo sdo sensiveis ao
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SB225002, enquanto que as células Jurkat, mesmo no sistema de co-cultura com células

mesenquimais, sdo sensiveis ao SB225002 (resultados ndo mostrados).
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Figura 19 - Efeito de dose resposta do SB225002 [10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM] na sobrevivéncia e
proliferacdo da linhagem de LLA Jurkat (LLA-T). Sdo apresentados resultados de % de inibi¢do em
relacdo ao controle apds 48 horas de cultura. Foram utilizados como controle: RPMI-10% soro fetal

bovino (RPMI-10) e DMSO 0,1%.

Surpreendentemente, o SB225002 ndo mostrou atividade citotoxica contra células
primdrias de LLA em co-cultura com células mesenquimais da medula dssea (Figura 20).
Uma possivel diferenga entre células de LLA primdria e as células de linhagem (como
Jurkat) é que as primeiras raramente proliferam em cultura. Por outro lado, como as células
de linhagem sdo geralmente derivadas de recaidas da doencga, ou seja, de casos de LLA
mais agressivos e resistentes ao tratamento quimioterdpico, tornou-se interessante
desvendar o mecanismo de acdo do SB225002, que poderia tornar-se uma droga ttil para o

tratamento de casos de LLA refratdria ou pds-recaida.
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Figura 20 - Efeito do SB225002 [10 e 100 uM] na sobrevivéncia e proliferacdo da LLA primdria
em sistema de co-cultura com células mesenquimais da medula dssea. O ndmero de células vidveis
foi medido por citometria de fluxo. Foram utilizados como controle: AIM-V (células controle

incubadas sem tratamento por 48 horas) e DMSO 0,1%.

Uma primeira hipétese testada para o efeito do SB225002 era a de que as células de
linhagens de LLA seriam dependentes de IL-8 autdcrino. Ensaios de ELISA indicaram que
as células Jurkat secretam niveis despreziveis de IL-8 no meio de cultura (Figura 21A).
Além disso, apesar de expressar o CXCR2, as células Jurkat ndo parecem responder a

adicdo de IL-8 (Figura 21B).
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Figura 21 — (A) Nivel de IL-8 no meio de cultura de linhagem de LLA-T (Jurkat). Cada ponto
representa a média de duplicatas. (B) Tratamento da linhagem de LLA-T (CEM) com IL-8 [10 e
100 ng/ml]. A incubac¢do foi realizada por 48 horas e o controle foi RPMI-10% soro fetal bovino

(RPMI-10). IL-8 10 = IL-8 10 ng/ml; IL-8 100 = IL-8 100 ng/ml.
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A andlise de ciclo celular de células Jurkat tratadas com SB225002 [20 uM] por 24

horas mostrou que o SB225002 induziu morte preferencial de células em G1 (Figura 22).
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Figura 22 — Perfil do ciclo celular de Jurkat tratada por 24 horas com (A) DMSO (veiculo) e (B)
SB225002 [20 uM]. Em (C) foi determinada a percentagem de células em cada fase do ciclo apds

24 horas de tratamento.

4.8.2. CXCR2 nao é o unico responsavel pelo efeito de SB225002

O SB225002 ¢ descrito na literatura como antagonista especifico do receptor CXCR2
(78). No entanto, foi interessante observar que nem todas as linhagens de LLLA sensiveis ao

SB225002 expressam transcritos para o receptor CXCR2 (Figura 23).
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Figura 23 — Andlise da expressdo do receptor CXCR2 por RQ-PCR em linhagens de LLA.

Apenas recentemente, um trabalho apresentado como pdster (The Society of
Biomolecular Sciences Conference, 2007) e disponivel na internet no endereco
<http://www.millipore.com/publications.nsf/a73664f9f981af8c852569b9005b4eee/5099fee
fe823d8aa852573be005537cd/SFILE/ps3008en00.pdf> reporta que o SB225002 pode ser
capaz de se ligar a receptores distintos do CXCR?2, a saber: receptores de histamina (1, 2 e
3), receptor 1 da orexina, receptor 4 da melanocortina, receptor 1 do hormodnio
concentrador de melanina, receptor 8 de quimiocina (motivo C-C), receptor 1 dos
canabindides e receptor da serotonina. A expressdao desses receptores foi investigada em
células REH e Jurkat. O receptor 4 da melanocortina (MC4R), receptor 1 da orexina
(OXIR) e o receptor da serotonina (HTRI) ndo foram detectados nas linhagens de LLA
analisadas. Todos os outros receptores tiveram transcritos detectdveis por RQ-PCR (Figura

24) sendo, portanto, possiveis alvos da agdo do SB225002.
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Figura 24 — Anilise da expressdo de receptores candidatos a ligacdo com o SB225002 por RQ-PCR
em linhagens de LLA (REH e Jurkat). MCHRI = receptor 1 do hormo6nio concentrador de melanina,
CCRS = receptor 8 de quimiocina (motivo C-C), CNRI = receptor 1 dos canabindides, HRHI =
receptor 1 da histamina, HRH2 = receptor 2 da histamina e HRH3 = receptor 3 da histamina. Eixo y

em escala de -Log 10.

Dentre os genes com transcritos detectados por RQ-PCR, CCR8 e MCHRI nio sao
descritos como receptores funcionais na LLLA. CCRS estd envolvido com sinais celulares de
sobrevivéncia em timocitos e células Th2, e quando bloqueado por CCL1 (seu ligante)
impede a apoptose induzida pela dexametasona em timocitos (87). MCHRI teve sua
expressdo detectada em regides do sistema nervoso central e tem como ligante o hormonio
concentrador de melanina, que atua na regulacdio da homeostase de energia, sendo
possivelmente um dos fatores envolvidos na regulacdo do consumo de alimentos em
humanos e, consequentemente, tem sido associado ao processo de obesidade (88). Por outro
lado, os receptores da histamina e dos canabindides eram descritos como receptores
funcionais na LLA (89, 90) e, por isso, foram inicialmente investigados.

A histamina foi sugerida como um regulador autécrino da proliferacdo celular na
LLA (91). Além disso, a difenidramina, um antagonista do receptor 1 da histamina foi
capaz de induzir apoptose em linhagens de LLA-T, sugerindo o papel da histamina na
regulacdo da sobrevivéncia das células leucémicas (89). Neste estudo, linhagens celulares
de LLA-T foram tratadas com doses minimas de SB225002 em meio acrescido ou ndo de
histamina. A histamina, na concentragdo de 100 uM, teve um efeito aditivo ao efeito da

sub-dose de SB225002 (Figura 25).
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Figura 25 — Associacdo dos tratamentos de SB225002 [10 uM] com histamina [10 e 100 uM] em
linhagens de LLA-T (Jurkat e CEM). A incubagdo foi realizada por 48 horas e os controles foram
RPMI-10% soro fetal bovino (RPMI-10) e DMSO 0,1%. SB = SB225002.

Os canabinéides possuem dois receptores funcionais, CNR1 e CNR2. Seu ligante,
tetraidrocanabinol (THC), foi descrito como indutor de apoptose através da translocacdo de
citocromo ¢ mitocondrial e ativacdo de caspase-3 (92). A literatura reporta a expressao de
CNR1 como sendo preferencial no sistema nervoso central, enquanto CNR2 ¢
preferencialmente expresso em cé€lulas hematopoéticas (93). As linhagens de células de
leucemia CEM (LLA-T), HEL-92 (leucemia eritrobldstica) ¢ HL-60 (leucemia mieldide)
apresentam ambos os receptores dos canabindides funcionais e sdao induzidas a apoptose em
resposta ao THC (90). Além disso, em Jurkat (LLA-T) o tratamento com THC causou a
liberacdo de citocromo c e a clivagem das caspases-8, -9, -2, -10, e Bid, demonstrando ao
menos parte do mecanismo de indugdo de apoptose mediado pelo THC na LLA (94).

Nesta tese, a expressdo dos receptores CNR1 e CNR2 foi investigada através de
western blot. Confirmando dados da literatura, a LLA expressa ambos os receptores

(Figura 26). O SB225002 nao parece provocar diferenca nas quantidades de proteina

CNR1 e CNR2 em diferentes tempos de tratamento.
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Figura 26 — Deteccdo das proteinas CNR1 e CNR2 em amostras de Jurkat tratada com SB225002
[20uM] ao longo do tempo. O tratamento com DMSO (veiculo) foi utilizado como controle. NT =

ndo tratado.

Para testar o envolvimento destes receptores na resposta ao SB225002, células de
LLA-T (Jurkat) foram tratadas com as moléculas AM251 e AM630, antagonistas dos
receptores CNR1 e CNR2, respectivamente. Como demonstra a Figura 27, o AM251
associado ao SB225002 tem efeito aditivo, enquanto o AM630 demonstra efeito sinérgico
quando associado ao SB225002, especialmente na combinagdo de SB225002 [SuM] e
AMG630 [1uM], onde o efeito sinérgico observado foi de 33,68%. Estes resultados indicam
0 CNR2 como possivel receptor funcional do SB225002 na LLA.
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Figura 27 — Associacdo dos tratamentos de SB225002 [5, 10, 15 ou 20 uM] com AM251 [10, 20,

30 ou 50 uM] ou AM630 [1, 2,5 ou 5 uM] em linhagem de LLA-T (Jurkat). A incubacdo foi
realizada por 48 horas e os controles foram RPMI-10% soro fetal bovino (RPMI-10) e DMSO

= SB225002.
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4.8.3. SB225002 modula as vias de JUN, TNF o, NF kBB e p53

Com o objetivo de investigar em mais detalhes o mecanismo de acdo e identificar vias
de sinalizacdo implicadas na resposta celular da LLA ao SB225002, o perfil global de
expressdo génica foi analisado em Jurkat tratada com SB225002 [20puM] por 6 e 9 horas.
Os tempos de incubacdo foram definidos a partir de ensaio onde foi observada morte

celular a partir de 9 horas de incubagdo (Figura 28).
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Figura 28 — Efeito da dose 20 uM de SB225002 no decorrer do tempo em linhagem de LLA. Os
controles foram células ndo-tratadas e tratadas com DMSO (veiculo). Resultados similares foram

observados nas linhagens REH e Jurkat.

O tratamento das células com SB225002 levou a expressdo diferencial de 215 genes
(concordantes entre os tempos de 6h e 9h de tratamento), sendo 174 genes hiper expressos e
41 hipo expressos em comparacdo com o controle. A lista destes genes encontra-se descrita
no Anexo IV. As andlises funcionais dos dados de microarranjo revelaram 10 vias de
sinalizacdo com ativacao significativa (Figura 29), e vias de interacdo de gene efetores da
resposta celular ao SB225002 (Figuras 30-33). Dentre as vias de sinalizacdo significativas
a via de biossintese de colesterol foi a mais ativada, uma provavel resposta da célula ao
stress provocado pela droga. Na LLA-T a ativacdo da biossintese do colesterol e de outras
vias do metabolismo bioenergético foi associada com a resisténcia a glucocorticoides,
sendo que a indugdo do perfil proliferativo poderia suprimir o potencial apoptdtico dos
glucocorticéides (95). Além da via de biossintese do colesterol, destacaram-se as vias de

pS53, envolvida em varios mecanismos celulares, incluindo a indu¢do de apoptose, e a via de
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resposta a stress oxidativo mediada por Nrf2, mecanismo de defesa da célula contra stress
oxidativo ou eletrolitico através de reacdes quimicas conjugadas ou pelo aumento da

capacidade antioxidante da célula (96).
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Figura 29 - Vias de sinalizac¢do ativadas em células Jurkat como resposta ao tratamento com
SB225002 [20 uM] apds 6 horas de incubagdo. O threshold estatistico (linha laranja sem quadrados)
representa o ponto de corte para significincia na escala log (eixo y, lado esquerdo). A razdo (linha
laranja com quadrados) do nimero de genes significativos de um grupo de dados relacionado a uma
via de sinaliza¢do dividida pelo nimero total de genes da via de sinalizagdo também é demonstrado

(eixo y, lado direito). As andlises foram realizadas no software Ingenuity Pathways Analysis

(Ingenuity Systems).

Como mostram as Figuras 30 a 32, o SB225002 ativou genes afetados pela via de
JUN e inibiu genes afetados pelas vias de TNFore NFkB.

A via de JUN (c-Jun quinase, Figura 30) estd envolvida tanto na inducdo de
apoptose, quanto na protecao da célula contra a apoptose induzida por outras vias (97). A
quinase c-Jun pode ser ativada pelo TNFo através de um sistema de mensageiro

secunddrio, que também pode ativar a via do NFkB (97). Tanto c-Jun quanto NFkB sao
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considerados fatores de transcri¢do de resposta a stress e que governam a expressao de uma
variedade de genes pro-inflamatérios e citotoxicos (98). Nesta via destacou-se além da
ativacdo de c-Jun (fold change = 2,99), a ativacdo do gene BACH?2 (fold change = 3,31),
dado ao maior valor de fold change. O gene BACH2 € um fator de transcri¢do associado a

indugdo de apoptose em resposta a stress oxidativo.

78



T .,

-1.300

1230

HNRNEA1

-1.280

Figura 30 — Via de JUN proveniente da andlise de expressdo génica de Jurkat tratada com

SB225002 [20 uM] por 6 horas. Andlise realizada no software Ingenuity Pathways Analysis.

Legenda:

Ligacao
®—’| Inibigio
®—’ Acdo sobre
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Conversdo para
Translocagdo para
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— Nteracdo direta

=mmmemmmms=s [Nteragdo indireta

W Molécula hiperexpressa (valor de expressdo positivo).
W Molécula hipoexpressa (valor de expressio negativa).
COMolécula ndo presente no perfil de expressdo do usudrio,

mas que € incorporada a via de sinalizacao dada a relacao
com outras moléculas.
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Como mostra a Figura 31, o SB225002 desencadeou uma resposta inibitéria em
varios genes afetados pela via do TNF ¢, que estd envolvida na regulagdo de diversos
processos bioldgicos, entre eles proliferacao celular, diferenciagdo, apoptose, metabolismo
de lipidios, e coagulacdo. Além disso, TNFa € um dos efetores da via do NFxB (99), que
também apresentou alvos inibidos em resposta ao tratamento com SB225002 (Figura 32).
NFkB € um fator de transcricio com amplo espectro de fungdes celulares, entre eles
inflamacao, diferenciacdo, proliferacdo e apoptose. Em linhagens de células de diferentes
tumores, a inibi¢ao da via do NFkB foi associada a ativacdo de c-Jun NH»-terminal kinase
(JNK) e a indugdo destas células a apoptose (100).

A ativacdo da via de c-Jun quinase e a inibicdo das vias do TNFa e de alguns alvos da
via de NFxB foram intrigantes, e conduziram a hipétese de que a modulacdo destas vias
seria parte das respostas celulares responsdveis pela inducdo de apoptose mediada pelo
SB225002.

Como mostra a Figura 33, o SB225002 desencadeou a ativagdo de vdrios genes
afetados pela via do p53, que estd envolvido na resposta celular a stress, regulando genes
que induzem apoptose, senescéncia, reparo do DNA, parada do ciclo celular, entre outros.
Dentre os genes ativados pelo p53, o gene GLIPRI (fold change = 3,25) destacou-se por
apresentar o maior fold change nesta via. Foi descrito que a proteina GLIPR1 apresenta
atividade pré-apoptética em células de cancer de prostata e bexiga (101). A hiper expressao
de GLIPRI associada a informagdo de sua fun¢@o pré-apoptética conduziu a hipdtese de

que a ativagdo de GLIPR]I seria um dos efetores da morte celular induzida pelo SB225002.
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Figura 31 - Via do TNFa proveniente da andlise de expressdo génica de Jurkat tratada com

SB225002 [20 uM] por 6 horas. Andlise realizada no software Ingenuity Pathways Analysis.
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Figura 32 - Via de NFxB proveniente da andlise de expressdo génica de Jurkat tratada com

SB225002 [20 puM] por 9 horas. Andlise realizada no software Ingenuity Pathways Analysis.
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Figura 33 - Via de p53 proveniente da andlise de expressdo génica de Jurkat tratada com

SB225002 [20 puM] por 6 horas. Andlise realizada no software Ingenuity Pathways Analysis.
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4.8.4. A inibicao da via de NF xB nio esta envolvida com a inducdo de morte

mediada pelo SB225002

Nos resultados apresentados neste trabalho, foi detectada ativa¢do de Jun e BACH2
em resposta ao SB225002. Jun media tanto processos de inducdo de apoptose, quanto de
protecdo da célula a apoptose induzida por outras vias (97). Tanto c-Jun quanto NFkB sdo
considerados fatores de transcri¢do de resposta a stress € que governam a expressao de uma
variedade de genes pré-inflamétdrios e citotdxicos (98).

BACH2, um dos genes efetores das respostas celulares mediadas por Jun, ¢ um fator
de transcri¢do que forma heterodimeros com membros da familia de onco-proteinas Maf, e
estes heterodimeros ligam-se a elementos reconhecedores de Maf (MAREs). Os elementos
MAREs podem ligar-se a membros das familias de proteinas Fos e Jun (102). Na
hematopoese BACH?2 ¢é expresso especificamente por células B, e a indug¢do da expressao
de BACH2 em células que ndo o expressam de maneira endégena (como a linhagem de
células RAJI) induziu a reducdo da proliferacdo destas células e a ao processo de apoptose
espontaneo (103).

Neste trabalho, a ativagdo de Jun e BACH2 mediada pela acdo do SB225002 foi
confirmada através de RQ-PCR (Figura 34). Em relagdo ao controle DMSO, Jun teve
aumento de 289 e 395%, e BACH2 de 216 e 133%, nos tempos 6 e 9 horas apos o

tratamento, respectivamente.
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Figura 34 — Andlise da expressdo dos genes Jun e BACH2 por RQ-PCR em linhagem de LLA
(Jurkat) tratada com SB225002 [20 uM] ou DMSO (controle veiculo) por 6 e 9 horas. Valores de
expressdo em relag@o ao controle DMSO (DMSO = 100%).
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A quinase Jun pode ser ativada por TNFa através de um sistema de mensageiro
secunddrio, que também pode ativar a via do NFkB (97). Na via de TNF¢, que se
apresentou consistentemente inibida, destacou-se a inibi¢do de CX3CRI (fold change = -
2,25), gene com um dos menores valores de fold change.

O gene CX3CRI ¢é descrito como um importante receptor mediador de mecanismos da
imunidade inata e tem como ligante o CX3CLI1, que pode permanecer ancorado a
membrana ou ser secretado apds processamento. O CX3CL1 é funcional mesmo enquanto
ancorado a membrana, podendo reconhecer na superficie de outras células seu receptor -
CX3CRI1- e ligar-se a ele, funcionando como uma molécula de adesdo e favorecendo a
comunicacgao, por exemplo, entre células tumorais e células vasculares endoteliais (104).

A inativagdo de CX3CRI foi confirmada por RQ-PCR e western blot (Figura 35).
CX3CRI apresentou queda de 78 e 28% em relacdo ao controle apds 6 e 9 horas de
tratamento, respectivamente. A diminuicdo do nivel de expressio com 6 horas de
tratamento corrobora o resultado obtido com o ensaio de microarranjo de DNA e
provavelmente reflete a diminui¢do no nivel de proteina com 9 horas de tratamento, que €,

no entanto, detectada novamente com 12 horas de incubacao.
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Figura 35 — Detec¢do de CX3CR1 em células de LLA (Jurkat) tratadas com SB225002 [20 uM].

(A) RQ-PCR de amostras tratadas por 6 e 9 horas e (B) western blot de amostras tratadas por 3, 6, 9

e 12 horas. O controle dos tratamentos foi o DMSO (veiculo). NT = nio-tratado.

O CX3CRI é um dos genes sabidamente regulados positivamente por TNF o (99).
Uma alta expressdo de TNFafoi detectada na LLLA-T, mas ndo foi associada a taxa de
proliferacdo destas células (105). TNF o é sabidamente um dos efetores da via do NFxB
(106). Por sua vez, o NFxB ¢é importante na hematopoese normal e na LLA, sendo que na
leucemia estd envolvido na sobrevivéncia e resisténcia a drogas (revisado na ref. 107).
Além disso, a inibi¢do da via do NF kB também foi associada a ativacdo de JNK e a indugio
de células tumorais a apoptose (100).

A inativacio de TNF « evidenciada pelo ensaio de microarranjo de DNA bem como, o
efeito do tratamento com SB225002 em outros genes efetores da via do NFxB (a saber, IL-
1 e CX3CLI) foi analisado por RQ-PCR (Figura 36) com o objetivo de obter evidéncias
que confirmassem a inativa¢do da via do NFxB. A hipdtese que conduziu a estes ensaios

era de que a inativa¢do da via do NF kB estaria relacionada a inducio de apoptose mediada

pelo SB225002.
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Figuras 36 — Andlise da expressdo de genes envolvidos/regulados pela via do NF&B por RQ-PCR
em linhagem de LLA (Jurkat) tratada com SB225002 [20 uM] ou DMSO (controle veiculo) por 6 e
9 horas. Valores de expressao em relagdo ao controle DMSO (DMSO = 100%).

Os resultados indicaram a inibi¢do da via do NFxB apds 6 horas de tratamento. A
inibi¢do observada foi de 20% para a IL-1 e 47% para ambos TNF e CX3CLI, em relagio
ao controle DMSO 6 horas. No entanto, os resultados nao foram concordantes apds 9 horas
de tratamento, tendo sido observado a inibicdo de TNF em 26%, e a ativacdo da IL-1 em
49% e da CX3CLI em 84%, em relacdo ao controle DMSO 9 horas.

A via do NFxB ¢ normalmente ativada em resposta a stress. Os resultados parecem
indicar que o SB225002 ¢ capaz de bloquear apenas temporariamente a ativacdo desta via,
pois tanto o IL-1 quanto o CX3CLI nao apresentaram inibicao apds 9 horas de tratamento
(Figura 37). Apenas o gene do TNF demonstrou uma diminui¢cdo na expressao em ambos

os tempos de incubagdo. Porém, TNF responde a outras vias além do NFxB (15).
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Estes resultados foram confirmados pelo uso de inibidores de NFkB [Wedelolactone e
6-Amino-4-(4-phenoxyphenylethylamino)quinazoline] em células Jurkat. Como mostra a
Figura 37, o uso conjunto de subdose de SB225002 [5 uM] e os inibidores de NFxB
resultam apenas em efeito aditivo, descartando-se o envolvimento desta via no mecanismo
de ac¢do do SB225002.

Em relacdo ao CX3CRI, resta saber se a inibicio do mesmo pelo SB225002 tem

relacdo direta com a atividade anti-leucémica da droga.
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Figura 37 - Efeito de inibidores de NFKB na sobrevivéncia e proliferacio de Jurkat. Os inibidores
utilizados foram: Wedelolactone (10 e 20 uM) e 6-Amino-4-(4-phenoxyphenylethy-
lamino)quinazoline (11 e 20 nM). A incubacdo foi realizada por 48 horas. RPMI-10 = RPMI-10%

soro fetal bovino.

4.8.5. O processo de apoptose mediado por SB225002 é dependente da inducao

de GLIPRI1

O gene GLIPRI foi detectado em varios tecidos humanos, tendo maior expressdo
observada em pulmao, testiculo, medula &ssea, prostata, bexiga e rim (108). Foi
demonstrado que a hiper expressao de GLIPRI estd associada a0 aumento de morte celular
em alguns tumores, como no cancer de préstata, onde a inducdo de apoptose foi associada a
via dependente e independente de p53 (101). A inducdo de apoptose mediada pelo GLIPRI
foi descrita como dependente de sinalizacdo através da producdo de espécies reativas de

oxigénio, fosforilacdo de ASK1 e MEK4/7, e ativacao da via de JNK (109).
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A hiper expressdo de GLIPRI induzida pelo tratamento com SB225002 foi
confirmada por RQ-PCR e western blot (Figura 38). GLIPRI apresentou aumento de 6741
e 5603 vezes em relag@o ao controle apds 6 e 9 horas de tratamento, respectivamente. Estes
resultados mostram que o aumento da expressdo de GLIPRI em 6 horas ndo estd associado
ao imediato aumento de traducdo da proteina. Niveis elevados da proteina GLIPR1 foram
detectados a partir de 9 horas de incubacdo de Jurkat com SB225002. Vale ressaltar que 9
horas foi o tempo de incubacdo associado ao inicio da deteccio de morte celular
(demonstrado anteriormente na Figura 28). Com estes resultados, foi possivel sugerir que a
inducdo de morte celular causada pelo SB225002 na LLA estava associada ao aumento da

proteina GLIPR1.
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Figura 38 — Detecgdo de GLIPR1 em células de LLA (Jurkat) tratadas com SB225002 [20 pM].

(A) RQ-PCR de amostras tratadas por 6 e 9 horas e (B) western blot de amostras tratadas por 3, 6, 9

e 12 horas. O controle dos tratamentos foi o DMSO (veiculo). NT = ndo-tratado.

O GLIPRI tem efeitos inversos, dependendo do tipo de célula tumoral. No cancer
renal e em tumores derivados de astrdcitos, como o glioblastoma, tem-se a super expressao

de GLIPRI associada a aumento da proliferagdo celular e invasividade tumoral. Nestas
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células (glioma), o silenciamento de GLIPRI resulta em elevados niveis de apoptose (110).
Contrariamente, em células de cancer de prostata, a expressdo elevada de GLIPRI, induzida
pela ligacdo direta de p53 ou por via independente de p53, estd associada ao aumento de
morte celular (101). Na LLA ndo foi encontrada diferenca significativa no nivel de
expressdo de GLIPRI comparada a medula dssea do grupo controle normal (111),
demonstrando que na LLA o gene GLIPRI ndo estd hiper expresso. O aumento da
expressdo do GLIPRI quando do tratamento com SB225002 conduziu este trabalho a
sugerir que a ativacdo de GLIPRI na LLA exerceria papel na inducdo de apoptose,
semelhante ao observado nas células de cancer de prostata.

Para estabelecer a associag@o entre o GLIPRI e o SB225002, células Jurkat de LLLA-
T foram infectadas com vetor lentiviral de expressdo de shRNA contra GLIPR1 seguido de
tratamento com SB225002 [10, 20 e 100 uM]. O silenciamento do gene GLIPRI em Jurkat
com vetor lentiviral foi confirmado por RQ-PCR (Figura 39), tendo sido detectada uma

reducdo na expressio de GLIPRI em relacdo aos controles wild-type e GFP,

respectivamente, de 91% e 89% em Jurkat si75 e 73% e 71% em Jurkat si76.
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Figura 39 — Detec¢do de GLIPRI por RQ-PCR em linhagens celulares Jurkat GLIPRI-silenciada
(Jurkat si75 e si76). w/t = Jurkat ndo-tratada; GFP = Jurkat infectada com vetor lentiviral GFP; si75
= Jurkat infectada com vetor lentiviral 75; si76 = Jurkat infectada com vetor lentiviral 76. Jurkat w/t

corresponde a 100% de expressdo. w/t = wild type.
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As células Jurkat GLIPRI-silenciadas foram resistentes a acdo do SB225002 (Figura
40). Este resultado demonstra, pela primeira vez, o papel do GLIPRI na indugdo de
apoptose mediada pelo SB225002.
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Figura 40 - Efeito do SB225002 [10, 20 e 100 uM] na sobrevivéncia e proliferacdao das células
Jurkat silenciadas com o shRNA si76 (Sigma-Aldrich) contra GLIPRI. Dados semelhantes foram
obtidos com Jurkat silenciada com o shRNA 75 (si75, Sigma-Aldrich). O controle de infec¢cao
lentiviral foi realizado com vetor sh-GFP (Jurkat GFP). A incubacdo foi realizada por 48 horas e os

controles foram RPMI-10% soro fetal bovino (RPMI-10) e DMSO 0,1%. SB = SB225002.

Com o objetivo de avaliar a dependéncia da inducdo de morte mediada pelo
SB225002 a expressdo de GLIPRI, as linhagens 786-O e A498 de cancer renal (que
apresentam alta expressdo de GLIPRI) e a linhagem DU-145de cancer de préstata (que
apresenta baixa expressao de GLIPRI) foram testadas quanto a sensibilidade ao SB225002
[10 a 100 uM]. As células de cancer renal, onde o GLIPRI induz prolifera¢do, mostraram-
se resistentes a acao do SB225002. Contrariamente, as celulas de cancer de préstata, onde a
hiper expressdao de GLIPRI est4 associada ao aumento de morte celular, foi sensivel a acado
do SB225002 (Figura 41). Este é um achado importante, pois demonstra que a inducdo de

morte celular mediada pelo SB225002 e GLIPRI dependente € um processo que ndo ocorre
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apenas na LLA, mas também em outros tumores,

restrito a tipos tumorais especificos.

€ sugere que este mecanismo
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Figura 41 - Efeito do SB225002 [10, 20, 60 e 100 pM] na sobrevivéncia e proliferacdo das

linhagens celulares de cancer renal (786-O e A498) e cancer de préstata (DU-145). A incubagdo foi
realizada por 48 horas e os controles foram RPMI-10% soro fetal bovino (RPMI-10) e DMSO

0,1%. SB = SB225002.

4.8.6. SB225002 ativa ERK 1/2

Para preescrutar os efeitos intracelulares do SB225002 em termos de transducgdo de

sinal, células Jurkat foram tratadas com SB225002 e analisadas quanto a ativacdo de

INK/SAPK e da mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38 através de ensaio de

quinase. Nos ensaios realizados, ndo foi detectada atividade quinase de JNK ou da MAPK

p38 (Figura 42).
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Figura 42 — Detec¢ao da atividade quinase de JNK e da MAPK p38 em células Jurkat tratadas com
SB225002 [20 uM] e DMSO (controle). O controle corresponde a quantidade de proteina aplicada

em cada gel, verificado apds transferéncia e coloragdo da membrana com Ponceau.

Por outro lado, células de LLA tratadas com SB225002 apresentaram inducdo da
fosforilacdo de MEK1/2 e ERK1/2 (p44/42) apds 6 horas de tratamento (Figura 43A). O
efeito do SB225002 sobre a via MEK/ERK foi confirmado por deteccdo de atividade

enzimadtica (quinase), como observado na Figura 43B.
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Figura 43 — (A) Deteccdo por western blot de Phospho-MEK1/2, MEK 1/2, Phospho-ERK1/2 e
ERK1/2 em células Jurkat tratadas com SB225002 [20 uM] e DMSO (controle). (B) Detec¢do da
atividade quinase de ERK1/2 em células Jurkat tratadas com SB225002 [20 pM] e DMSO

(controle).
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De posse dessa informacdo, células Jurkat foram tratadas com inibidores de MEK-
ERK em conjunto com SB225002. Como mostra a Figura 44, dois dos inibidores de MEK-
ERK testados [3-(2-Aminoethyl)-5-((4-ethoxyphenyl)methylene)-2,4-thiazolidinedione e
UO0126] mostraram efeito antileucémico nas células tratadas com SB225002. Quanto ao
mecanismo de inibicdo destas moléculas, 3-(2-Aminoethyl)-5-((4-ethoxyphenyl)methylene)-
2,4-thiazolidinedione liga-se preferencialmente a ERK2, U0126 liga-se a MEK1 e MEK?2, e
PD98059 liga-se a MEK1. Além disso, U0126 comparado a PD98059 demonstra maior
afinidade de ligacdo a MEK1. A auséncia de efeito quando da utilizacdo de PD98059 pode
indicar que a afinidade de ligacdo deste inibidor a MEK1 ndo foi suficiente para bloquear
completamente, ao longo do tempo experimental, a fosforilacdo de MEKI.

Como mostrado na Figura 43, a ativacdo (fosforilacio) de MEK-ERK ocorreu mais
fortemente ap6s 6h. Esse resultado em conjunto com os dados da Figura 44 indica que a
via MEK-ERK ¢ ativada na leucemia como forma de resistir ao stress provocado pelo
SB225002, ou seja, ndo € uma via que media o efeito do SB225002, mas ao contrdrio, uma
via de mecanismo compensatério da célula aos efeitos provocados pelo SB225002. A
ativacdo de MEK-ERK ¢é um achado importante e sugere que inibidores especificos de
MEK-ERK [como, por exemplo, 3-(2-Aminoethyl)-5-((4-ethoxyphenyl)methylene)-2,4-
thiazolidinedione e U0126] possam ser utilizados para a amplificacdo da inducdo de morte

celular mediada pelo SB225002.
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Figura 44 - Efeito do SB225002 [5 uM] associado a inibidores de MEK-ERK na sobrevivéncia e
proliferacdo da linhagem celular Jurkat. A incubacio foi realizada por 48 horas e os controles foram
RPMI-10% soro fetal bovino (RPMI-10) e DMSO 0,1%. SB = SB225002; ERKi = 3-(2-
Aminoethyl)-5-((4-ethoxyphenyl)methylene)-2,4-thiazolidinedione; PD = PD98059 e U = U0126.
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5. DISCUSSAO

A evolugdo do cancer depende da interacdo do tumor com o contexto celular do
hospedeiro (microambiente tumoral). Esta interacdo é reciproca: o tumor estimula o seu
microambiente e este Ultimo potencializa a sobrevivéncia, proliferacdo e invasividade
tumoral. As células do estroma da medula 6ssea (MO) favorecem a sobrevivéncia e
resisténcia da leucemia linféide aguda (LLA) contra os quimioterdpicos. Ainda ndo se
conhecem todas as moléculas e mecanismos pelos quais 0 microambiente € estimulado e
colabora com a progressao e protecdo das células de LLA alojadas na medula. Neste estudo
foi fornecida evidéncia de que as células do estroma da MO quando estimuladas pela LLA
apresentam um perfil de resposta pré-inflamatoria, através da ativacao de diversos genes do
grupo de resposta inflamatéria e da via de sinalizacdo do NF kB, que tem importante papel
no sistema imune e também na indu¢do de sobrevivéncia, apoptose, invasdo e metdstase no
microambiente tumoral (112). A ativacdo constitutiva da via do NFxB foi descrita
anteriormente em diferentes tipos cancer, incluindo na leucemia linféide cronica e mieloma
multiplo, e representa para a leucemia uma etapa fundamental no processo de escape aos
estimulos pré-apoptéticos no microambiente tumoral (113).

Diversos fatores secretados pelas células do estroma da MO podem beneficiar de
direta ou indiretamente as células da LLA. O estudo do microambiente tumoral e a
identificagdo de moléculas mediadoras da interacio do tumor com o microambiente
circundante podem permitir, por exemplo, o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. No presente estudo, foram estudadas em mais detalhes duas moléculas
soliveis secretadas pelo estroma da MO quando estimulado pela LLA, sendo elas: CCL2 e
IL-8.

Os resultados demonstraram que o microambiente da MO € rico em CCL2 e IL-8.
Além disso, que as células do estroma do microambiente leucémico sdo uma das fontes de
secre¢do destas quimiocinas. Os resultados de microarranjos de DNA demonstraram que
CCL2 e IL-8 estavam entre os cinco fatores secretados mais expressos (com maior fold
change) do agrupamento de genes de resposta inflamatéria. As células do estroma da
medula 6ssea normal também secretam quantidades importantes de CCL2 (106,8 ng/ml) e
IL-8 (500,2 ng/ml), dentre outras quimiocinas (16). A LLA também expressa CCL2 e IL-8,

detectados por RT-PCR na maioria dos casos analisados neste estudo e, confirmando dados
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da literatura relativos a expressdo de IL-8 por linfoblastos (46). Considerando que a MO
leucémica € praticamente dominada por blastos leucémicos, estes devem contribuir
significativamente para a quantidade final de moléculas secretadas no microambiente.

Descobertas clinicas preliminares sugerem que a IL-8 pode ter um papel na
patofisiologia da LLLA. Os niveis de proteina plasmdtica da IL-8 e a expressdo de transcritos
da IL-8 por blastos leucémicos foram associados a um pior progndstico na LLA do adulto
(48, 49, 114), porém, a biologia e progressio da LLA em adultos diferem da LLA
pedidtrica o que dificulta a extrapolacdo dos resultados. Os niveis plasmaticos da IL-8 na
LLA foram associados com pior evolugdo clinica na leucemia linféide cronica (47) e, foram
detectadas concentragdes menores de IL-8 em pacientes com LLA fora de terapiaa 1,6,9 e
12 meses quando comparados ao grupo controle (115). Além disso, Wu et al. (74)
analisaram os niveis de expressdo de /L-8 por PCR quantitativa na LLLA em recaida e nio
encontraram diferencgas significativas entre os grupos de pacientes e a sobrevida global ou
livre de eventos. Neste estudo ndo foram encontradas associa¢des entre os niveis de IL.-8 na
MO leucémica e o progndstico dos pacientes.

Eisenkraft et al. (30) detectaram CCL?2 no liquor de criancas com LLA, demonstrando
um aumento significativo na quantidade de CCL2, no decorrer do tratamento, nos pacientes
com envolvimento de SNC comparados aos pacientes sem envolvimento de SNC. Neste
trabalho, ndo foi encontrada a associacao de CCL2 com a presenca de blastos no LCR ao
diagnéstico, provavelmente, devido ao pequeno nimero de casos positivos (8 em 105 casos
analisados).

Nao existem relatos anteriores da associagdo de CCL2 e o seguimento de pacientes
com LLA. Neste trabalho, com um limitado nimero de pacientes, foi encontrado que o
grupo de pacientes de baixo risco (pacientes estratificados segundo os critérios do protocolo
GBTLI-99) com maiores niveis de CCL2 na MO teve uma tendéncia a pior evolucio
clinica.

Foram detectados neste estudo a expressdo de transcritos dos receptores CCR2bD,
CXCRI e CXCR2 nos blastos leucémicos, o que poderia permitir que a leucemia se
beneficiasse dos elevados niveis de CCL2 e IL-8 do microambiente leucémico. Nao existe
um consenso quanto a expressdo de receptores de quimiocinas pela LLA. Na amostra de

pacientes analisada neste trabalho foi encontrada em um grande nimero de casos uma
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expressao fraca de CCR2 na superficie celular por citometria de fluxo, contradizendo dados
anteriores de Corcione et al. (31), que detectaram na LLA-B a presengca de CXCRI,
CXCR2 e CXCR3 e, consideraram a LLLA negativa para CCR1, CCR2, CCR5 e CCR6. Wu
et al. (46) detectaram a expressdo dos receptores CXCRI e CXCR2 em linfoblastos por
PCR quantitativa. Os baixos niveis de expressdo bem como, as diferencas dos anticorpos
utilizados podem contribuir para estas diferencas.

Em leucdcitos de amostras normais foi demonstrado que CCL2 pode afetar numerosos
mensageiros secunddrios, ativando tirosinas quinases, induzindo mudancas no célcio
intracelular, ativando MAPKs p42/44-p38-JNK, entre outros (116). Este estudo demonstra
que as células da LLA, apesar de expressarem transcritos para os receptores de CCL2 e IL-
8, ndo se beneficiam diretamente da secrecdo destas quimiocinas no microambiente. Os
ensaios in vitro de proliferacdo/sobrevivéncia, migracio e ativa¢do das vias de transducdo
de sinal sdo as principais evidéncias desta afirmativa.

A hematopoese normal € regulada através de complexas interacdes de fatores e
mecanismos. Citocinas e quimiocinas sao responsdveis por promover estimulos de
proliferacdo e sobrevivéncia na hematopoese normal (revisado na ref. 117). Algumas destas
moléculas inibem a proliferacdo de precursores hematopoéticos normais e agem como
quimiocinas supressoras. CCL2 e IL-8 sdo descritos como inibidores de progenitores
mieldides, afetando a hematopoese normal (118-122). Considerando que os efeitos
inibitérios destas quimiocinas ndo desempenham papel nas células da LLA, os elevados
niveis destas quimiocinas no microambiente da MO leucémica pode conferir vantagem
seletiva para as células da LLA comparadas as células normais da MO. Deste modo, a
expressao de CCL2 e IL-8 pode desempenhar papel inibindo a hematopoese normal, o que
pode favorecer indiretamente a LLA.

Além disso, foram mostradas evidéncias de que CCL2 e IL-8 promovem a
sobrevivéncia das células mensenquimais da MO em meio de cultura sem soro e, estimulam
a proliferacdo das células mesenquimais em meio com quantidades limitadas de soro. Estes
resultados corroboram o beneficio indireto obtido pelas células leucémicas dos niveis
elevados de CCL2 e IL-8 do microambiente e reforcam o importante papel destas

quimiocinas no contexto do microambiente tumoral.
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As células mesenquimais da MO estimuladas pela LLA em sistema de co-cultura
apresentaram, na andlise de microarranjos descrita neste trabalho, ativacdo das quimiocinas
CXCLI, CXCL2, CXCL3, CXCLS, CXCL6 e IL-8, ligantes do receptor CXCR2. Dada a
convergéncia de ligantes do receptor CXCR?2 ativados, foi sintetizado e avaliado o efeito de
uma molécula antagonista do CXCR2, conhecida por SB225002 (N-(2-hydroxy-4-
nitrophenyl)-N’-(2-bromophenyl)urea), segundo método descrito por White et al. (78). A
avaliacdo de novas moléculas que causem impacto no microambiente da MO leucémica é
de extrema importancia, visto que de 20 a 30% das criangas com LLA sofrem recaida da
doenca. As células de LLA da recaida fazem parte da mesma populacdo de células
encontrada ao diagndstico, porém apresentam maior resisténcia aos quimioterapicos e por
isso, as criancas que recaem da doenca dificilmente sd@o curadas, apresentando sobrevida
global estimada em 40%.

A avaliacdo do SB225002 foi realizada em linhagens de células da LLLA e demonstrou
resultados relevantes nestas células. O SB225002 induziu morte celular (ICsp ~20 uM)
preferencialmente em células na fase G1 do ciclo celular. O SB225002 foi descrito por
White er al. (78) como antagonista especifico do receptor CXCR2. Apenas recentemente,
um resumo apresentado em conferéncia internacional (The Society of Biomolecular
Sciences Conference, 2007) descreveu receptores alternativos ao CXCR2 para o SB225002.
Este estudo havia também detectado indiretamente a existéncia de receptor alternativo ao
CXCR?2 envolvido no mecanismo de acao do SB225002. A evidéncia indireta demonstrada
foi que células da LLLA que ndo expressavam transcritos do receptor CXCR2 também foram
sensiveis a acdo do SB225002, a saber: Naml6 (LLA-B), CEM e Molt-4 (LLA-T). Dentre
os receptores alternativos descritos na literatura e com expressao de transcritos detectada na
LLA neste estudo, foram analisados em ensaios in vitro os receptores da histamina e dos
canabindides, ambos descritos como receptores funcionais na LLA (89-90).

Até o momento, foram descritos quatro receptores da histamina, denominados HI1 a
H4. Os receptores H1 e H2 sdo expressos em mondcitos, linfécitos B e T, entre outras
células, estando envolvidos em manifestacdes bioldgicas as reagdes alérgicas e atividades
de supressdo da histamina, respectivamente (123). O receptor H3 estd principalmente
envolvido em fungdes cerebrais (tem baixa expressdo em tecidos além do sistema nervoso

central) e, o receptor H4, expresso em mastdcitos, células T e precursores hematopoéticos,
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tem funcdo associada a processos inflamatdrios, hematopoese e imunidade (123). Pouco de
sabe sobre a funcionalidade da histamina na LLA. Malaviya e Uckun (91) detectaram a
histamina por ELISA em casos de LLA-B e sugeriram sua acdo como um regulador
autocrino da proliferacdo celular na LLA. Além disso, foi descrito que as linhagens
celulares Jurkat e CEM (LLA-T) ndo respondem a histamina, mas morrem na presenca da
difenidramina, um antagonista do receptor H1 da histamina, sugerindo o papel da histamina
na regulacio da sobrevivéncia das células leucémicas (89). Outro achado interessante é que
a linhagem de células Jurkat ndo responde a antagonista do receptor H2 (124). Neste
estudo, a histamina associada a sub-dose de SB225002 apresentou efeito aditivo, sugerindo
que os receptores da histamina ndo desempenham um papel na inducdo de apoptose
mediada pelo SB225002.

Os canabindides exercem uma série de efeitos fisioldgicos e farmacoldgicos em
humanos através da interacdo com algum de seus receptores funcionais, sendo eles: CNR1
e CNR2. O tetraidrocanabinol, o principal composto psicoativo da Cannabis, foi descrito
como indutor de apoptose através da translocacio de citocromo ¢ mitocondrial e ativacao
de caspase-3 (92) e também como indutor das vias da proteina quinase B (PKB) e
fosfoinositol-3 quinase (PI3K) e, da transloca¢@o de Raf-1 para membrana e fosforilagdo de
p44/42 ERK em células de cancer de prostata PC-3 (125). As linhagens de células de
leucemia CEM (LLA-T), HEL-92 (leucemia eritrobldstica) ¢ HL-60 (leucemia mieldide)
apresentam ambos os receptores dos canabindides funcionais e sdo induzidas a apoptose em
resposta ao tetraidrocanabinol (90). Além disso, em Jurkat (LLA-T) o tratamento com
tetraidrocanabinol causou a liberacdo de citocromo c e a clivagem das caspases-8, -9, -2, -
10, e Bid, demonstrando ao menos parte do mecanismo de indu¢do de apoptose mediado
pelo tetraidrocanabinol na LLA (94).

No presente estudo os receptores CNRI e CNR2 foram detectados na LLA,
independente do tratamento com SB225002. O antagonista do receptor CNR1 - AM251 -
demonstrou um efeito aditivo quando associado ao SB225002 enquanto o antagonista de
CNR2 - AM630 - demonstrou efeito sinérgico, especialmente na associagdo de AM630 [1
uM] com SB225002 [5 uM]. Além disso, foi demonstrado que o estimulo de Jurkat com
SB225002 ativou a via de phospho-p44/42 ERK, que também foi demonstrada por Sanchez

et al. (125) e Powles et al. (90) como resposta celular da LLA ao tetraidrocanabinol. Em
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conjunto estes resultados sugerem que o efeito citotoxico do SB225002 seja mediado pela
ativagdo do receptor CNR2 dos canabindides.

Para a investigacdo da resposta da LLLA ao tratamento com SB225002 foi analisada a
mudanca no perfil de expressao génica da LLA tratada em dois tempos de incubagdo, 6 € 9
horas. Embora a morte induzida pelo SB225002 tenha sido observada apds 9 horas de
tratamento das células, o tempo de incubacdo 6 horas também foi selecionado para
investigar mudangas iniciais causadas pelo SB225002 e, ndo apenas mudancas
inespecificas associadas com a indu¢@o de apoptose. Esta investigacdo revelou modulacio
das vias de Jun, TNFa, NFxkB e p53 em resposta ao tratamento com SB225002. O
SB225002 consistentemente inibiu a via de TNF e ativou as vias de Jun e p53.

A via de Jun estd envolvida tanto na inducdo de apoptose, quanto na prote¢do da
célula contra a apoptose induzida por outras vias (97). A quinase c-Jun pode ser ativada
pelo TNFa através de um sistema de mensageiro secunddrio, que também pode ativar a via
do NFxB (97). Tanto c-Jun quanto NFkB sdo considerados fatores de transcri¢do de
resposta a stress e que governam a expressdo de uma variedade de genes pro-inflamatorios
e citotoxicos (98). Na via de Jun destacou-se também a ativagdo do gene BACH2, um fator
de transcric@o associado a induc@o de apoptose em resposta a stress oxidativo. A ativacdo
de ambos Jun e BACH?2 foi confirmada por RQ-PCR em amostras de linhagem de LLA
tratadas com SB225002.

Uma resposta inibitoria foi detectada em vdrios genes afetados pela via do TNFa, que
estd envolvida na regulacdo de diversos processos bioldgicos, entre eles proliferaciao
celular, diferenciacdo, apoptose, metabolismo de lipidios, e coagulacido. Além disso, TNF«
€ um dos efetores da via do NFxB (99), que também apresentou alvos inibidos em resposta
ao tratamento com SB225002. NFxB é um fator de transcricdo com amplo espectro de
fungdes celulares, entre eles inflamacdo, diferenciacdo, proliferacdo e apoptose. Em
linhagens de células de diferentes tumores, a inibicdo da via do NFkB também foi
associada a ativacdo de c-Jun NH,-terminal kinase (JNK) e a inducdo destas células a
apoptose (100).

Na via de TNFadestacou-se a inativacdo de CX3CRI. CX3CL1 é o ligante do
receptor CX3CR1 e atua na quimiotaxia e como molécula de adesdo de mondcitos e células

natural killer, constituintes da resposta imune inata (126). O mecanismo de adesdo de
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CX3CL1 ¢ importante no microambiente tumoral e ocorre através da ligacdo do CX3CL1
ancorado a membrana a superficie das células que expressam CX3CRI, favorecendo a
comunicacdo entre células tumorais e células vasculares endoteliais (104). O receptor
CX3CRI foi associado ao direcionamento de células de cancer de prdstata e mama a sitios
especificos durante o processo de metdstase (127, 128) e, teve hiper expressdo detectada em
varios subtipos de linfoma de células B (129).

Os resultados de microarranjos de DNA apresentados demonstraram a inibicdo de
TNF o, CX3CRI e NFxB como eventos celulares iniciais de resposta ao SB225002. A
inibi¢do de CX3CRI em resposta ao SB225002 foi confirmada por RQ-PCR e western blot
nesta tese. A expressdo de CX3CRI foi descrita como regulada por TNFo (106). Além
disso, foi descrito um looping autdcrino de regulacdo e ativagdo de TNFo, CX3CLI e
NFxB (106). A inativacdo de TNFa e o efeito do tratamento com SB225002 em outros
genes efetores da via de NFxB (a saber, IL-1 e CX3CLI) foi analisado por RQ-PCR neste
estudo, tendo sido demonstrada a inibicao da via de NFxB ap6s 6 horas de tratamento. Os
resultados indicaram que o SB225002 ¢ capaz de bloquear apenas temporariamente a
ativacdo desta via, pois tanto o IL-I quanto o CX3CLI ndo apresentaram inibi¢do apds 9
horas de tratamento. Além disso, o uso de inibidores da via de NFkB associado ao
SB225002 nao demonstrou efeito sinérgico. Assim, apesar da resposta inibitéria detectada
ap6s 6 horas de tratamento, foi descartada a hipdtese de que a inibi¢do da via do NFkB
seria uma das respostas celulares mediadoras da morte celular induzida pelo SB225002.

A partir do ensaio de microarranjo de DNA da LLA tratada com SB225002 também
foi detectada a ativagdo da via de p53, que estd envolvida na resposta celular a stress,
regulando genes que induzem apoptose, senescéncia, reparo do DNA, parada do ciclo
celular, entre outros. Dentre os genes ativados por p53 se destacou pelo elevado valor de
fold change o gene GLIPRI. O GLIPRI foi detectado em varios tecidos humanos, tendo
maior expressdao observada em pulmaio, testiculo, medula éssea, prdstata, bexiga e rim
(108). O aumento da expressdo de GLIPRI esta associado ao aumento de morte celular em
alguns tumores (101), a saber, no cancer de prostata, onde a inducdo de apoptose foi
associada a vias dependente e independente de p53 (101). A GLIPR1 tem efeitos inversos,
dependendo do tipo de célula tumoral. No cancer renal e em tumores derivados de

astrocitos, como o glioblastoma, tem-se superexpressdo de GLIPRI, associada a aumento
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da proliferacdo celular e invasividade tumoral. Nestas células (glioma), o silenciamento de
GLIPRI resulta em elevados niveis de apoptose (110). Contrariamente, em células de
cancer de prostata, a expressdo elevada de GLIPRI, induzida pela ligagcdo direta de p53 ou
por via independente de p53, estd associada ao aumento de morte celular (101). Na LLA
ndo foi encontrada diferenca significativa no nivel de expressao de GLIPRI comparada a
medula 6ssea do grupo controle normal (111).

A ativacdo de GLIPRI foi confirmada por RQ-PCR e western blot neste estudo e o
silenciamento de GLIPRI em célula Jurkat, que resultou em uma célula resistente a acdo do
SB225002, demonstram, pela primeira vez, que a inducdo de morte mediada pelo
SB225002 é dependente da ativacdo de GLIPRI. Além disso, as células de duas linhagens
de cancer renal, tumor que hiper expressa GLIPR1, foram resistentes a acdo do SB225002 e
as células de uma linhagem de cancer de prostata, tumor que hipo expressa GLIPRI, foi
sensivel a agdo do SB225002, sugerindo que a dependéncia da indu¢do de morte mediada
pelo SB225002 a ativagdo de GLIPRI ¢ um mecanismo nio restrito a tipos tumorais
especificos.

A inducdo de apoptose mediada pelo GLIPRI foi descrita como dependente de
sinalizac@o através da producdo de espécies reativas de oxigénio, fosforilagdo de ASK1 e
MEK4/7, e ativagdo da via de JNK (109). Os resultados obtidos com o SB225002 ndo
detectaram a ativagdo da via de JNK bem como, da MAPK p38 de modo que este trabalho
sugere a existéncia de outros mecanismos associados a morte celular mediada pelo
GLIPRI.

No entanto, o envolvimento da via de MAPK foi detectado em resposta ao SB225002,
através da fosforilagdo e atividade de p44/42 ERK. As ERK quinases sdo, na sua maioria,
associadas a ativacdo de fatores de crescimento e envolvidas na ativacdo do processo de
mitose. No entanto, a ativacdo de ERK pode resultar tanto em sinais anti- quanto pro-
apoptéticos, dependendo do estimulo e do tipo celular (130). Neste estudo, os resultados
obtidos sugerem que a via MEK-ERK ¢ ativada na LLLA como forma de resistir ao stress
provocado pelo SB225002, ndo sendo uma via que media o efeito de apoptose do
SB225002, mas ao contrdrio, um mecanismo compensatorio da célula a indugdo de

apoptose.
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De modo semelhante a este estudo, a inibicdo de p44/42 ERK foi associada a
amplificacdo da morte celular induzida pelo phenylbenzo-gama-pyrone-derivative
quercetin 3-methyl ether tetracetate na linhagem de leucemia mieléide HL-60 e na
linhagem celular U937 (131). Os resultados desta tese com o uso de inibidores especificos
da via MEK-ERK sugerem que alguns destes inibidores possam ser utilizados para a
amplificagcdo do sinal de morte celular mediada pelo SB225002.

Em sintese, os resultados alcangados indicam que a LLLA expressa os receptores
CCR2 e CXCRI/CXCR?2, porém ndo responde a CCL2 ou IL-8. Este fato pode representar
uma vantagem para a LLA em relacdo as demais células do sangue, pois € sabido que o
CCL2 e a IL-8 inibem a hematopoese normal. Além disso, foi verificado que a CCL2 e a
IL-8 promovem a sobrevivéncia e proliferacio de células mesenquimais e células
endoteliais da MO, de cujo suporte depende a LLA. Neste sentido, foi encontrado que
pacientes do grupo de baixo risco, com maiores niveis de CCL2 no plasma da MO,
apresentam tendéncia a uma pior evolucao clinica. Foi também detectado que o SB225002,
antagonista do receptor CXCR2 da IL-8, promove morte das linhagens de LLA, mas que
nem todas as linhagens de LLA sensiveis ao SB225002 expressavam transcritos para o
receptor CXCR2. Neste sentido, foram avaliados como receptores alternativos ao CXCR2,
os receptores da histamina e dos canabindides, ambos descritos como ativos na LLLA, tendo
sido detectado que o receptor CNR2 dos canabindides estd envolvido no processo de
resposta celular ao SB225002. Outros resultados importantes com relagdo ao mecanismo de
acdo do SB225002 foram: (i) a ativacdo de GLIPRI, evidenciando que o mecanismo de
morte induzido pelo SB225002 é GLIPRI-dependente, e (ii) a ativagdo de MEK-ERK

como via de resisténcia a indug¢do de apoptose mediada pelo SB225002.
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6. CONCLUSOES

As células mesenquimais da medula 6ssea quando estimuladas pela LLA apresentam

um perfil pré-inflamatorio.

® A medula leucémica € rica nas quimiocinas pré-inflamatérias CCL2 e IL-8.

e A LLA expressa os receptores CCR2, CXCRI e CXCR2, porém ndo responde a CCL2 e
IL-8.

e (CCL2 e IL-8 promovem a sobrevivéncia e proliferacdo de células mesenquimais da

medula dssea.

e O SB225002 induz morte de linhagens de células da LLA.

® O mecanismo de acdo do SB225002 implica as vias de TNF¢, JUN e p53.

® O GLIPRI ¢ efetor do mecanismo de morte induzido pelo SB225002 na LLA.

e A ativacdo de MEK-ERK ¢ uma resposta de resisténcia da célula a inducdo de apoptose

mediada pelo SB225002.
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ANEXO 1

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 246/2006

Registro CONEP: 12647 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE - 0004.0.144.000-05 Processo n° 25000.004856/2006-89
Projeto de Pesquisa: “Acdo da CCL2 e IL-8 na sobrevivéncia e proliferacédo da
leucemia linfoide aguda pediétrica em sistema de co-cultura com células do estroma
da medula éssea”

Pesquisador Responséavel: Dr. José Andrés Yunes

Instituic@o: Centro Infantil Boldrini /SP

Area Tematica Especial: Genética humana

Patrocinador: FAPESP

Obijetivos

Determinar se alguns genes contribuem com a manutencdo da atividade
angiogénica efou estimulagdo de células leucémicas. Pretende-se ainda quantificar a
quantidade de CCL2 e 1I-8 no plasma, e expressdo do CCR2 pelos blastos em casos

de Leucemia Linféide Aguda — LLA — pediatrica, associando com dados biolégicos e
clinicos dos pacientes.

Sumério

.A evolugao do cancer depende da interagido do tumor com o contexto celular
do hospedeiro. As células do estroma da medula éssea favorecem a sobrevivéncia e
resisténcia da LLA (leucemia linféide aguda) contra os quimioterapicos e ainda néo se
conhece quais moléculas e mecanismos do microambiente tumoral é estimulado e
colabora com a progresséo e protecdo das células de LLA na medula. Em trabalhos
preliminares foram observados vérios genes que séo ativados nas células do estroma
quando estimuladas pela LLA.Entre estes notou-se alta ativacdo das quimiocinas
CCL2 e IL-8, ligantes dos receptores CCR2 e CXCR1/2.

Trata-se de um estudo prospectivo. Participaréo 60 pacientes com LLA, dos
quais sera utilizado material de apenas 20 na cultura de células. Serao utilizadas
amostras de pacientes com LLA, de linhagem B, que derem entrada no Centro
Boldrini, sem tratamento prévio. A pesquisa sera feita com o restante do material
colhido na rotina e ndo utilizado nos diagnésticos, ndo sendo necessaria coleta
adicional.

As células de estroma também seréo obtidas de doadores normais, submetidos
& coleta de medula 6ssea (MO) para fins de transplante de irméos ou parentes, sendo
que a maior parte de doadores de MO do Centro infantil Boldrini sao criangas,
coletando-se entre 10 e 20 mL de MO/Kg do doador. Uma aliquota de 3 mL é enviada
como rotina ao laboratério.

Comentéarios/consideracdes

Os pesquisadores apresentam os dois modelos de Termos de Consentimento
Livre e Esclarecidos — TCLEs, tanto para os doadores de medula como para os
pacientes com leucemia. Ambos estéo claros e informam sobre armazenamento do
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Cont. Parecer CONEP 246/2006.

material biolégico de acordo com a Res. CNS 347/2005. Contudo, faz-se necessario
que seja informado o titulo da pesquisa no inicio do documento.

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP,
de acordo com as atribuicdes definidas na Resolucao CNS 196/96, manifesta-se
pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto com a recomendacao acima
citada, devendo esta ser acompanhada pelo CEP, para posterior inicio da
pesquisa.

Situacao: Protocolo aprovado com recomendacao.

Brasilia, 7 de abril de 20086.

p Sl P,

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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ANEXO II

Valores dos deslocamentos quimicos do SB225002. Dados publicados de RMN do
SB225002 comparados com dados obtidos pela andlise do SB225002 sintetizado para este
trabalho.

"H RMN (Me,SO) "H RMN (Me,SO-4, 400MHz)
6 (ppm) Literatura d (ppm) Trabalho Atual
511,05 (s) 811,04 (s)
9,49 (s) 9,47 (s)
9,12 (s) 9,11 (s)
8,47 (d) 8,35 (d)
7,93 (d) 7,92 (d)
7,74 (d) 7,75 (d)
7,68 (s) 7,68 (s)
- 7,63 (d)
7,34 (1) 7,35 (1)

7,00 (V) 7,03 (t)
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air
5.110

—7.377
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0.600
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©.40 6.5 18,50 e.a8 8.75

Resultado de andlise de RMN do SB225002 sintetizado para este trabalho. O perfil dos picos
corresponde aos dados publicados dessa molécula (tabela acima). A auséncia de picos
contaminantes indica pureza. Resultados obtidos por colaboradores do Depto. de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina (Dr. Paulo C. Leal, Dr. Ricardo J. Nunes e Dr. Rosendo A.

Yunes).

121



ANEXO III

Genes ativados em células mesenquimais primdrias apds 6 horas de co-cultivo com células

de leucemia linf6ide aguda primaéria.

Identificacio Simbolo do Nome do Coeficiente
da sonda gene gene de variacio

204533 _at CXCLI0O  chemokine (C-X-C motif) ligand 10 12.80

216598 s _at CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 9.12

202859 x_at L8 interleukin 8 5.88
interferon-induced protein with

226757 _at IFIT2 tetratricopeptide repeats 2 5.82
cytidine monophosphate (UMP-CMP) kinase 2,

226702_at CMPK?2 mitochondrial 5.49
radical S-adenosyl methionine domain

242625_at RSAD?2 containing 2 5.48
interferon-induced protein with

229450_at IFIT3 tetratricopeptide repeats 3 4.42

210538 s _at BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3 4.36
myxovirus (influenza virus) resistance 1,

202086_at MXI interferon-inducible protein p78 (mouse) 4.01

210487 _at DNTT deoxynucleotidyltransferase, terminal 3.89

205552 _s_at OAS1] 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 3.83

202531 _at IRF1 interferon regulatory factor 1 3.82
tumor necrosis factor (ligand) superfamily,

202688 _at TNFSFI0 member 10 3.80
v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog

204798 _at MYB (avian) 3.77

219209 _at IFIH] interferon induced with helicase C domain 1 3.69

202638 _s_at ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 3.62

206398 _s_at CD19 CD19 molecule 343

219684 _at RTP4 receptor (chemosensory) transporter protein 4 3.42

204224 s at GCHI GTP cyclohydrolase 1 3.42

218943_s_at DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58 3.35
tumor necrosis factor (ligand) superfamily,

223502 _s at TNFSFI3B member 13b 3.34

209116_x_at HBB hemoglobin, beta 3.31

202643 s at TNFAIP3  tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 3.23

204439 at IFI44L interferon-induced protein 44-like 3.05

239294 _at 2.99

205660_at OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 2.97

204972 _at OAS?2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 2.90

242234 at XAF1 XIAP associated factor 1 2.90

209863 _s_at TP63 tumor protein p63 2.90
guanylate binding protein 1, interferon-

202269 x_at GBP1 inducible, 67kDa 2.89
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene

205205 _at RELB homolog B 2.87
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214038_at
221477 _s_at
35974 _at
204286_s_at
204994 _at
215177_s_at
219863_at
222549 _at
205207_at
208891 _at
235643_at

203153_at
214059 _at

202307_s_at
223553_s_at

212750_at

201502_s_at
242907 _at

202510 _s_at
211122 s at
205619_s_at
209201_x_at
209774 _x_at
212587 _s_at

208937 s_at
235287_at
217414_x_at
220518_at

223220_s_at

205049_s_at
232375_at

218543 s at
241869 _at
218807 _at

223217_s_at
204913 _s_at
205483_s_at
218400_at
228531 _at
235157 _at
239328 _at

CCLS
SOD2
LRMP
PMAIPI
MX2
ITGA6
HERCS
CLDNI
IL6
DUSP6
SAMDYL

IFIT]

IF144

TAPI
DOK3

PPPIRI6B

NFKBIA

TNFAIP2
CXCLI11
MEOX]I

CXCR4
CXCL2
PTPRC

ID1
CDK6
HBAI

ABI3BP

PARP9

CD79A

PARPI2
APOL6
VAV3

NFKBIZ
SOX11
ISG15

OAS3

SAMD9

chemokine (C-C motif) ligand 8

superoxide dismutase 2, mitochondrial
lymphoid-restricted membrane protein
phorbol-12-myristate- 13-acetate-induced
myxovirus (influenza virus) resistance 2
integrin, alpha 6

hect domain and RLD 5

claudin 1

interleukin 6 (interferon, beta 2)

dual specificity phosphatase 6

sterile alpha motif domain containing 9-like
interferon-induced protein with
tetratricopeptide repeats 1

CDNA FLJ56519 complete cds, highly similar
to Interferon-induced protein 44

transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family
B (MDR/TAP)

docking protein 3

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
subunit 16B

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2
chemokine (C-X-C motif) ligand 11
mesenchyme homeobox 1

chemokine (C-X-C motif) receptor 4
chemokine (C-X-C motif) ligand 2

protein tyrosine phosphatase, receptor type, C
inhibitor of DNA binding 1, dominant negative
helix-loop-helix protein

cyclin-dependent kinase 6

hemoglobin, alpha 1 /// hemoglobin, alpha 2
ABI family, member 3 (NESH) binding protein
poly (ADP-ribose) polymerase family, member
9

CD79a molecule, immunoglobulin-associated
alpha

poly (ADP-ribose) polymerase family, member
12

apolipoprotein L, 6

vav 3 guanine nucleotide exchange factor
nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, zeta

SRY (sex determining region Y)-box 11

ISG15 ubiquitin-like modifier
2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa
sterile alpha motif domain containing 9

2.84
2.81
2.78
2.75
2.75
2.70
2.67
2.64
2.61
2.60
2.60

2.59

2.54

2.51
2.50

2.49

2.48
2.46
2.46
2.43
242
2.40
2.40
2.40

-2.39
2.35
2.34
2.32

2.28

2.27
2.27

2.23
2.20
2.19

2.19
2.17
2.16
2.16
2.16
2.15
2.15



205267_at
209995_s_at

223322 _at

214022 _s_at
239979 at
225415 _at

205349 _at
202747_s_at

207535_s_at
230391 _at
229629 at

212249 at

36711 _at
207510_at

210057_at
244599 _at
206932 _at
229437 _at
208965_s_at
221087 _s_at
208436 _s_at
218986 _s_at

POU2AFI
TCLIA

RASSF5

IFITM1

DTX3L

GNAIS
ITM2A

NFKB2

PIK3R1

MAFF
BDKRBI

SMG1

CH25H
BIC
IFI16
APOL3
IRF7
DDX60

POU class 2 associating factor 1

T-cell leukemia/lymphoma 1A

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family
member 5

interferon induced transmembrane protein 1 (9-
27)

deltex 3-like (Drosophila)

guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha 15 (Gq class)

integral membrane protein 2A

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 2 (p49/p100)

phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1
(alpha)

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog F (avian)

bradykinin receptor B1

SMGT1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-
related kinase (C. elegans)

cholesterol 25-hydroxylase

BIC transcript

interferon, gamma-inducible protein 16
apolipoprotein L, 3

interferon regulatory factor 7

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60

2.14
2.14

2.14

2.13
2.13
2.12

2.12
2.11

2.10
2.10
2.09

2.08

2.08
2.07

2.07
2.07
2.06
2.02
2.02
2.01
2.01
2.01

Coeficiente de variacio = fold change.
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ANEXO IV

Genes ativados em células Jurkat tratada com SB225002 [20 pM] nos tempos de incubagio

6 horas e 9 horas.

Identificacdo  Simbolo do Nome do Coeficiente de
da sonda gene gene variacio
244766_at LOC440345  hypothetical protein LOC440345 5.36
238735_at --- 3.70
233595_at USP34 ubiquitin specific peptidase 34 3.23
216109 _at MEDI3L Mediator complex subunit 13-like 3.27
226101 _at PRKCE protein kinase C, epsilon 3.26
230387_at --- 3.09
232889 _at --- --- 2.82
233303_at --- 3.01
235959 _at --- 2.97
203910_at ARHGAP29  Rho GTPase activating protein 29 2.47
240452 _at GSPTI G1 to S phase transition 1 2.60
Vacuolar protein sorting 13 homolog C (S.
235023 _at VPS13C cerevisiae) 2.62
239228 at --- 2.82
228105_at --- 2.44
242673 _at --- --- 2.91
UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 2
239930_at GALNT2 (GalNAc-T2) 2.32
242431 _at --- 2.41
237239 _at --- 2.33
239735_at --- 2.21
213605_s_at LOCI00134401 hypothetical protein LOC100134401 2.48
TAF15 RNA polymerase II, TATA box
binding protein (TBP)-associated factor,
227884 _at TAF15 68kDa 2.23
239238 _at --- 2.32
BTB and CNC homology 1, basic leucine
221234 _s_at BACH?2 zipper transcription factor 2 243
239937 _at ZNF207 Zinc finger protein 207 2.21
238429 at TMEM71 transmembrane protein 71 2.07
ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3
240383 _at UBE2D3 (UBC4/5 homolog, yeast) 2.26
meningioma expressed antigen 5
223494 at MGEAS (hyaluronidase) 2.00
240451 _at --- 2.09
219906_at FLJ10213 hypothetical protein FLJ10213 2.03
221899_at N4BP2L2 NEDD4 binding protein 2-like 2 2.13
236907_at --- 2.11
228613_at RABIIFIP3  RABI1 family interacting protein 3 (class 2.00
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215521 _at
242121 _at
226840_at
242974 _at
225239 _at
231956_at
234989 _at
214964 _at
243869 _at
202274 _at
229434 _at

220197 _at
231005_at
215252 _at
244808 _at
235927 _at
244185_at
215123 _at
238714 _at

242550_at
228793 _at

41577 _at
240105_at
236431 _at

224558 _s_at
239071 _at
235094 _at
201464 _x_at

230237_at
225227 _at
242059 _at
230761_at

214805_at

223679_at
242712_x_at
237246_at
235757 _at

224559 _at
215190_at

242467 _at
240221 _at

PHC3
RNF12
H2AFY

CD47

KIAAI6IS
TncRNA

ACTG2

ATP6VOA4

GRAMDIA
XPOI

LOC348162

EIF3B
JMJDIC

PPPIRI6B
SR140
MALATI
RBBP4

JUN

ADCYAPI

EIF4A1

CTNNBI1
RANBP2

MALATI
EIF3M

CSNKIAI

1)

polyhomeotic homolog 3 (Drosophila)
Ring finger protein 12

H2A histone family, member Y

CDA47 molecule

KIAA1618
trophoblast-derived noncoding RNA

actin, gamma 2, smooth muscle, enteric

ATPase, H+ transporting, lysosomal VO
subunit a4

GRAM domain containing 1A
exportin 1 (CRM1 homolog, yeast)

hypothetical protein 348162

eukaryotic translation initiation factor 3,
subunit B

jumonji domain containing 1C

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
subunit 16B

U2-associated SR140 protein

metastasis associated lung adenocarcinoma
transcript 1 (non-protein coding)
Retinoblastoma binding protein 4

jun oncogene

adenylate cyclase activating polypeptide 1
(pituitary)

Eukaryotic translation initiation factor 4A,
isoform 1

catenin (cadherin-associated protein), beta
1, 88kDa

RAN binding protein 2

metastasis associated lung adenocarcinoma
transcript 1 (non-protein coding)
eukaryotic translation initiation factor 3,
subunit M

Casein kinase 1, alpha 1

1.94
2.24
2.32
1.93
2.17
2.23
2.03
1.82
1.99
2.24
1.97

1.92
2.03
2.06
1.88
2.08
2.14
1.92
1.85

1.77
2.15

1.82
1.74
2.18

2.44
2.01
1.88
2.03

1.68
1.67
1.75
2.09

1.84

1.91
1.67
2.26
1.86

2.30
1.79

1.90
2.17
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242191 _at
213089_at
242403 _at
242749 _at
232890_at
209210_s_at
215599_at

238449 _at
237746_at

221773 _at
224811 _at
235926_at

230270_at
243410_at
244778 x_at
235716_at

215888 _at
226142 _at
240231_at
235138_at
236114 _at

229694 _at
230712_at
215268 _at
219025_at
226663_at
204774 _at

202270_at
238156_at
244165_at
239243 _at

232521 _at
200878_at
236974 _at
240307 _at
226980_at
235646_at
233445_at

210164 _at

235595_at
230493_at

NBPFI10
LOC100132134

FERMT?
SMA4

LOC595101
SFRS11

ELK3

PDS5B
GLIPRI

BRWD?2
KIAAI245
KIAAO0754

CD248
ANKRDI10
EVI2A

GBPI

C100rf18
ZNF638
PCSK7
EPAS]I

DEPDCIB

GZMB

ARHGEF?2
SHISA2

neuroblastoma breakpoint family, member
10
similar to LOC653391 protein

fermitin family homolog 2 (Drosophila)
glucuronidase, beta pseudogene
PI-3-kinase-related kinase SMG-1
pseudogene

Splicing factor, arginine/serine-rich 11
ELK3, ETS-domain protein (SRF accessory
protein 2)

PRP38 pre-mRNA processing factor 38
(yeast) domain containing B

PDSS5, regulator of cohesion maintenance,
homolog B (S. cerevisiae)
GLI pathogenesis-related 1

bromodomain and WD repeat domain
containing 2

KIAA1245

hypothetical LOC643314

CD248 molecule, endosialin

ankyrin repeat domain 10

ecotropic viral integration site 2A
guanylate binding protein 1, interferon-
inducible, 67kDa

chromosome 10 open reading frame 18
Zinc finger protein 638

Proprotein convertase subtilisin/kexin type
7

endothelial PAS domain protein 1

DEP domain containing 1B

granzyme B (granzyme 2, cytotoxic T-
lymphocyte-associated serine esterase 1)
Rho/rac guanine nucleotide exchange factor
(GEF) 2

shisa homolog 2 (Xenopus laevis)

1.80
1.89
1.77
1.88
1.66
1.63
2.05

1.82
2.13

1.50
1.58
1.70

1.64
1.77
1.70
1.65

1.78
1.62
2.02
1.70
1.67

1.55
1.77
1.54
1.54
1.42
1.51

1.62
1.87
1.64
2.05

1.58
1.57
1.60
1.46
1.44
1.49
1.74

1.37

1.63
1.37
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222266_at
230713 _at

209948 _at
239545 _at
228692 _at
214657 _s_at

223381 _at
238142 _at
238988_at
228723 _at
206584 _at
241242 _at

239002 _at
228180_at
224875_at
202949 s _at
236462 _at
237561 _x_at
228729 _at
238311 _at
228087_at
242060 _x_at
204491 _at

218376_s_at
218646_at

237107_at
244219 _at
232356_at
233678 _at

202932 _at
221985_at
224799 _at

236814 _at
215012 _at
200808 _s_at

239188_at

208178_x_at
226181 _at
242310_at
243388 _at
227198_at

C19orf2

KCNMBI1

TncRNA

NUF2

CCNBI
CCDCI26

PHF11
PDE4D

MICALI
C4orf27

PRKRA

YES]
KLHL24
NDFIP2

MDM4
ZNF451
zYX

PPP2R3C

TRIO
TUBEI

AFF3

Chromosome 19 open reading frame 2
potassium large conductance calcium-
activated channel, subfamily M, beta
member 1

Trophoblast-derived noncoding RNA
NUF2, NDC80 kinetochore complex
component, homolog (S. cerevisiae)

lymphocyte antigen 96

asp (abnormal spindle) homolog,
microcephaly associated (Drosophila)
chromosome 5 open reading frame 24
four and a half LIM domains 2

cyclin Bl

coiled-coil domain containing 126
PHD finger protein 11
phosphodiesterase 4D

microtubule associated monoxygenase,
calponin and LIM domain containing 1
chromosome 4 open reading frame 27

protein kinase, interferon-inducible double

stranded RNA dependent activator

v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene

homolog 1

kelch-like 24 (Drosophila)

Nedd4 family interacting protein 2
Mdm4 p53 binding protein homolog
(mouse)

zinc finger protein 451

zyXin

protein phosphatase 2 (formerly 2A),
regulatory subunit B", gamma

triple functional domain (PTPRF
interacting)

tubulin, epsilon 1

AF4/FMR?2 family, member 3

1.40
1.51

1.57
1.62
1.42
1.78

1.38
1.68
1.76
1.40
1.38
1.36

1.55
1.79
1.43
1.46
1.58
1.46
1.33
1.43
1.39
1.43
1.42

1.48
1.32

1.61
1.50
1.48
1.74

1.29
1.39
1.30

1.40
1.49
1.33

1.35

1.28
1.38
1.32
1.47
1.58
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204035_at
226184 _at
224917 _at
217653 x_at
236841 _at
211559 s_at
204780 _s_at

225265_at
217989_at
214918 _at
235028 _at

216202 _s_at
230489 _at

216060 _s_at

226665_at
212384 _at
239151 _at
238119_at
223966_at
218762 _at
210130_s_at
209706_at
236196_at
203761 _at
228049 _x_at
206727 _at
212186_at
218897_at
240089 _at
209806_at
237563_s_at
209372 _x_at

222040_at
223839_s_at

201502_s_at
209608 _s_at
231088_at
208647 _at
239848 _at
224185_at
227778_at
223707 _at
212218 s_at
230944 _at

SCG2
FMNL?2
MIRN21

LOCI00133859
CCNG?2
FAS

RBMS1
HSDI7BI11
HNRNPM

SPTLC2
CD5

DAAM1

AHSA2
BATI
CTGLF6

LOC100128180
ZNF574
TM7SF2
NKX3-1

SLA
c9
ACACA
TMEMI177
HISTIH2BK
LOC440731
TUBB2A

HNRNPAI
SCD

NFKBIA
ACAT2
LOC340544
FDFTI

KIAAI833
RPL27A
FASN

secretogranin II (chromogranin C)
formin-like 2
microRNA 21

hypothetical protein LOC100133859

cyclin G2

Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
RNA binding motif, single stranded
interacting protein 1

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 11
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
serine palmitoyltransferase, long chain base
subunit 2

CDS5 molecule

dishevelled associated activator of
morphogenesis 1

AHAI, activator of heat shock 90kDa
protein ATPase homolog 2 (yeast)

HLA-B associated transcript 1

centaurin, gamma-like family, member 6

PRO2116

zinc finger protein 574

transmembrane 7 superfamily member 2
NK3 homeobox 1

Src-like-adaptor

complement component 9
acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha
transmembrane protein 177

histone cluster 1, H2bk

similar to hCG1817424

tubulin, beta 2A

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
Al

stearoyl-CoA desaturase (delta-9-
desaturase)

nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2
Hypothetical protein LOC340544
farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1

hypothetical protein KIAA1833
ribosomal protein L27a
fatty acid synthase

1.46
1.32
1.55
1.39
1.34
1.28
1.25

1.27
1.25
1.34
1.56

1.36
1.31

1.28

1.36

1.46

1.42

1.28

1.40
-1.41
-1.48
-1.29
-1.24
-1.32
-1.22
-1.30
-1.38
-1.48
-1.27
-1.49
-1.32
-1.30

-1.28

-1.40

-1.37
-1.36
-1.30
-1.29
-1.46
-1.52
-1.46
-1.42
-1.47
-1.45
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222449 at
202245_at

225826_at
212242 _at

210010_s_at

213787_s_at
213577 _at

240546_at

221750_at
238725_at
202562 _s_at
228854 _at
227044 _at
200862 _at
205898 _at
201790 _s_at

PMEPAI
LSS

MMAB
TUBA4A

SLC25A1

EBP
SQLE

LOC389043

HMGCS1

IRF1
Cl4orfl

DHCR24
CX3CRI
DHCR7

prostate transmembrane protein, androgen
induced 1

lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-
lanosterol cyclase)

methylmalonic aciduria (cobalamin
deficiency) cbIB type

tubulin, alpha 4a

solute carrier family 25 (mitochondrial
carrier; citrate transporter), member 1
emopamil binding protein (sterol
isomerase)

squalene epoxidase

hypothetical gene supported by AK125982;
BC042817
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A
synthase 1 (soluble)

interferon regulatory factor 1
chromosome 14 open reading frame 1

24-dehydrocholesterol reductase
chemokine (C-X3-C motif) receptor 1
7-dehydrocholesterol reductase

-1.43

-1.66

-1.57
-1.53

-1.65

-1.50
-1.58

-1.56

-1.88
-1.63
-1.51
-1.80
-1.69
-1.83
-2.25
-1.95

Coeficiente de variacio = fold change.
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