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RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda das células T é uma neoplasia que afecta um
tergo das criangas diagnosticadas com cancro e até hoje ndao existem certezas da sua
origem. As quimiocinas sao moléculas com capacidade quimioatractiva e estao
associadas a processos biologicos tais como migracdo, desenvolvimento e

transmigragao.

Nos ultimos anos tém-se vindo a descobrir que algumas quimiocinas aparecem
sobre-expressas em diversos cancros e parecem desempenhar fungdes na

sobrevivéncia celular, migragao, invasdao e metastizagao.

Por isso, torna-se fundamental estudar o papel, por estas desempenhado, na

leucemia linfobldastica aguda das células T.

Neste trabalho analisdmos a expressao de 4 receptores de quimiocinas (CCR7,
CCR9, CXCR4 e PSGL-1) através de RT-PCR (semi-quantitativo) e PCR em tempo real
(quantitativo) em linhas celulares de leucemia linfoblastica das células T. Foi realizado
a anadlise de imunofluorescéncia por citometria de fluxo das proteinas CCR7 e CD3¢. E

por fim, efectuamos a detecgao de proteinas por Western Blot.

A amplificagdo do cDNA do CXCR4 e PSGL-1 foi detectada em todas as linhas
celulares LLA-T, assim como o cDNA do CCR9 que apenas nao foi detectado em uma
linha celular LLA-T. Quanto ao CCR7, verificou-se a presenca de produto de PCR em
50% das linhas celulares LLA-T. Numa analise quantitativa por PCR em tempo real,
observdmos que 5 linhas celulares mostraram expressao superiores em relacdo ao
controlo. Na expressao de CCR9, foram obtidos valores muito superiores em
comparagao aos do CCR7. As analises por citometria de fluxo, mostraram uma
deteccao fraca da proteina CCR7 em 4 linhas celulares LLA-T, mesmo quando a

concentragao utilizada ter sido 20x inferior a recomendada.

As proteinas estudadas neste trabalho, e os respectivos ligandos, estao cada
vez mais estudados em cancro tendo sido demonstrado fungdes muito importantes

nestas patologias. A detecgao da expressdao destas proteinas leva-nos a crer que estas
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podem possuir um papel importante para o desenvolvimento, sobrevivéncia e invasao
das células tumorais. As diferengas de expressao entre CCR7 e CCR9 aparentam ter
associagao porque a elevada expressao de CCR9 parece coincide com baixa expressao

de CCR7.

Apesar dos resultados irem na direc¢ao da hipdtese deste trabalho, mais
estudos precisam ser feitos para além de analise de expressao. No futuro, é preciso
compreender melhor os efeitos bioldgicos na LLA-T relacionados com estas

quimiocinas.
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ABSTRACT

T cell acute lymphoblastic leukemia is a neoplasia that affects 1 in 3 children in
cancer diagnoses and until today the factors causing it are unknown. Chemokines are
molecules with chemotaxi capability and are associated on biological processes as

migration, developing and transmigration.

In the past years, findings showing overexpression of chemokines in several
types of cancer might associate this proteins in celular survival, migration, invasion and

metastization.

For this reason, the importance to study the role of chemokines in T-ALL is

fundamental.

In this work, we analysed the expression of 4 proteins (CCR7, CCR9, CXCR4 and
PSGL-1) by RT-PCR (semi-quantitive) and real-time PCR (quantitive) in T-ALL cell lines.
We also performed immunofluorescency analysis by flow cytometry of CCR7 and CD3¢

proteins. Finally, we used Western Blot to detect specific proteins.

cDNA amplification of CXCR4 and PSGL-1 showed that all T-ALL cell lines
produces the mRNA of this proteins, as well as cDNA of CCR9 that only failed detection
in one cell line. The PCR product in CCR7 was present in 50% of T-ALL cell lines tested.
In real time PCR, we observed that 5 cell lines obtained the highest expression values
in comparison of control. The CCR9 expression showed values much higher than the
expression of CCR9. Cytometry flow analysis, detected a very weak fluorescence signal
of CCR7 protein in 4 T-ALL cell lines, even when the concentration of the antibody was
20x inferior of the recommended. The chemokines studied in this work takes us to
believe that this proteins have an important role for the developing, survival and
invasion of tumoral cells. The differences of expression between CCR7 and CCR9 seems
to be associated because cells with high expression of CCR7 coincide with low levels of
CCR7 expression. Even so the results support the hypothesis of this work, more studies
need to be done that goes beyond expression assays. In the future, it’s necessary

comprehend the biological effects through this chemokines.
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. Introdugao

Na medula éssea, a formagcdo de células sanguineas depende do controlo
rigoroso da proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia. A expansdo de células
malignas imaturas pode afectar a populacdo de células sanguineas sauddavel e resultar
em problemas como anemia (deficiéncia nas células vermelhas), hemorrogias
(deficiéncia nas plaquetas) e aumento do risco de infec¢Oes (deficiéncia nas células
normais brancas). Mais tarde pode ocorrer a libertagdo destas células malignas e
infiltrar-se em orgaos como o figado, bago e rins. Esta doenga designa-se leucemia e
pacientes sem tratamento sucumbem(Van Vlierberghe et al. 2008).

A leucemia é uma patologia hematoldgia que afecta um tergo das criangas
diagnosticadas com cancro, sendo a leucemia linfoblastica aguda a maior
representante de todas (3 em cada 4 criancas). O pico de incidéncia é entre 1 a 4 anos.
O sexo masculino é ligeiramente mais afectado e os caucasianos mais afectados que os
de raca negra. Por estes e outros factores ndo ha certezas da origem desta leucemia.
Todos os anos sao diagnosticadas 400 criangas no Reino Unido e 4000 nos Estados
Unidos da América (www.cancer.org), tornando-se assim muito importante saber

quais os mecanismos de desenvolvimento e os factores intrinsecos desta doencga.

1.1. Hematopoiese

Como dito anteriormente, a leucemia tem origem em células hematopoéticas,
e como o nome indica, a leucemia linfoblastica aguda das células T, ndo é mais do que
uma expansao clonal de um sub-tipo destas. Todos os componentes celulares do
sangue sdo origindrios do mesmo ancestral comum, as células estaminais
hematopoéticas (CEH). Estas representam cerca de 0,01 a 0,05% da populagdo total da
medula 6ssea, havendo em média uma produgdo de 10" a 10" células diariamente.

O processo no qual se originam as células sanguineas designa-se por

hematopoiese. As CEH tém a capacidade de dar origem a linhagem linfoide e mieldide.
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A primeira vai resultar em células (0,01% - 0,05%) ral killer, enquanto que a segunda
da origem macrdéfagos, neutréfilos, eosinéfilo, baséfilos, megacaridcitos e eritrécitos (Figura

1).

@

(0,01% - 0,05%)

Myeloid stem cell Lymphmd stem cell
Myeloblast Lyrt;phoblast

Granulocytes / \
wo,. Basophil
Eosmophnl.a! ,'ﬁ?- "N
s A R @
Y h \/\/ c\ &
B lymphocyte

B
?:lfs seod = Neutrophil daes
2 T lymphocyte killer cell
Y
R L . J
Platelets White blood cells

Figura 1 - Hematopoiese

1.2. Desenvolvimento dos linfocitos T

No desenvolvimento normal das células T as células progenitoras linféides
migram da medula dssea para o timo (Rosenkilde et al. 2004), onde estas diferenciam-
-se em timdcitos e por fim em linfécitos T maduros (Blackburn et al. 2004; Takahama
2006). O que torna o timo um local importante para o sistema imunitario.

A seleccdo e diferenciacdo das células T sdo mediadas por varios processos
complexos, dependentes do microambiente timico. Os linfécitos vao deslocar-se ao
longo do timo e sofrer vdrias interaccbes linfo-estroma determinantes para a
regulacdo da seleccdo e desenvolvimento das células T (Blackburn et al. 2004; Witt et
al. 2004; Takahama 2006). Estas distintas interaccdes dentro do timo tornam
necessaria a existéncia de multi-microambientes. Os timdcitos migrantes comunicam
com as células estromais a curta distancia e a longa distancia, passando por varios

processos decisivos para a sua sobrevivéncia. Uma pequena frac¢ao dos timdcitos que




Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T

comecam esta jornada consegue sobreviver ao ultrapassar as diferentes etapas de
seleccdo e sair do timo (1-3%) (Blackburn et al. 2004; Takahama 2006).

O estroma do timo estd dividido em duas regides principais ricas em células
epiteliais do timo (CET) distintas ao nivel estrutural e fenotipico, a medula e o cortéx
(Figura 2). Existem varios tipos de CET no cdrtex e medula que medeiam aspectos
especificos na progressdo da maturacdao dos timécitos. O precurso fenotipico dos
linfocitos comeca com double negative (DN) (CD4/CD8’), evoluindo para double
positive (DP) (CD4"/CD8") e por fim seleccionadas como single positive (CD4*/CD8 ou
CD47/CD8") (Blackburn et al. 2004; Takahama 2006). Na figura 2 podemos ver a
trajectdria dos timdcitos ao longo do timo. Este precurso efectuado pelos timécitos da-
se em parte a resposta a um estimulo qumioatractor produzido pelas CET, as

guimiocinas (Witt et al. 2004; Takahama 2006).

Cortex
exterior
LA

Cértex
interior

Jungdo

. corto-medular >
SoCHon sokocton solocton
< e e <

s o s — § M
e | B

Figura 2 - Esquema resumido do desenvolvimento das células T.
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1.3. Quimiocinas

1.3.1. Sistema de nomenclatura

Cerca de 50 quimiocinas e pelo menos 18 receptores foram identificados
(Baggiolini et al. 1997; Murdoch et al. 2000; Gerard et al. 2001; Balkwill 2004; Ebert et
al. 2005; Allen et al. 2007). Devido a rapida descoberta de novas quimiocinas e ao
facto dos investigadores darem nomes diferentes as mesmas moléculas, foi
apresentado no Keystone Chemokine Symposium, em 2000, um novo sistema de
classificagdo (Tabela 1). Dependendo do grupo em que se inserem, aos ligandos
adicionou-se um L (p.e. CCL19) e aos seus receptores um R (p.e. CCR7) (Figura 3)
(Zlotnik et al. 2000; Rosenkilde et al. 2004; Ebert et al. 2005; Allen et al. 2007). Quanto
aos genes, estes sdo designados por SCY (small secreted cytokines). Estdo divididos em
guatro grupos, SCYa (subfamilia CC), SCYb (subfamilia CXC), SCYc (subfamilia C) e SCYd
(subfamilia CX3C) (Zlotnik et al. 2000).

Na figura 3 podemos ver os receptores e os seus ligandos.

Tabela 1 — Localizagdo cromossomal e nomenclatura antiga e recente das

guimiocinas.

Super-famila das quimiocinas

Nome sistematico Outros nomes Cromossoma
Familia CXC

CXCL1 Groa/MGSA-a 4q13.3
CXCL2 GroB/MGSA-B 4q13.3
CXCL3 Groy/MGSA-y 4q13.3
CXCL4 PF4 4q13.3
CXCL5 ENA-78 4q13.3
CXCL6 GCP-2 4q13.3

CXCL7 NAP-2 4913.3




CXCL8

CXCL9

CXCL10
CXCL11
CXCL12
CXCL13
CXCL14
CXCL16
CXCL17

Familia CC

CcCL1
CCL2
CCL3
CCL3L1
CCL3L3
CCL4
CCL5
CCL7
CCL8
CCL11
CCL13
CCL14
CCL15
CCL16
CcCL17
CCL18
CCL19
CCL20
CCL21

IL-8

MIG

IP-10

I-TAC
SDF-1a/B

BLC, BCA-1
BRAK, Bolekine

DMC

1-309
MCP-1/MCAF
MIP-1a, LD78a
LD78pB
LD78pB
MIP-1B
RANTES
MCP-3
MCP-2
Eotaxin
MCP-4
HCC-1

HCC-2

HCC-4 LEC
TARC

PARC

MIP3B, ELC
MIP3a, LARC
SLC

4q13.3
4g21.1
4g21.1
4g21.1
10q11.21
4g21.1
5g31.1
17p13.2
19q13.2

17q11.2
17q11.2
17q11.2
17q12
17q12
17q12
17q12
17q11.2
17q11.2
17q11.2
17q11.2
17q12
17q12
17q12
16q13
17q12
9p13.3
2036.3
9p13.3




CCL22
CCL23
CCL24
CCL25
CCL26
CcCL27
CCL28

Outras classes

XCL1
XCL2
CX3CL1

MDC
MPIF-1
Eotaxin 2
TECK
Eotaxin 3
CTACK, ILC
MEC

Lymphotactin, SCM-
la
SCM-1p

Fractalkine

16q13
17912
7q11.23
19p13.2
7q911.23
9p13.3
5p12

124.2
124.2
16913

Neste trabalho usarei apenas a nomenclatura mais recente.




Receptor Ligandos
CCRI1 CCL3,CCL5,CCL7,CCL13,CCL14,CCL15,CCL16,CCL23
CCR2 CCL2,CCL7,CCLS,CCL13,CCL16
CCR3 CCL5,CCL7,CCLS8,CCL11,CCL13,CCL15,CCL16,CCL24,CCL26,CCL28
CCR4 CCL17,CCL22
CCRS CCL3,CCLA,CCL,CCLS,CCL11,CCL14,CCL16
CCR6 CCL20
CCR7 CCL19,CCL21
CCRSE CCL1
CCR9 CCL25
CCRI10 CCL27,CCL28
CXCRI1 CXCL6,CXCL7,CXCLS
CXCR2 CXCL1,CXCL2,CXCL3 , CXCLS, CXCL6,CXCL7,CXCLS
CXCR3-A CXCLY,CXCL10,CXCL11
CXCR3-B CXCLA,CXCLY,CXCLI0O,CXCLI11
CXCR4 CXCL12
CXCRS5 CXCL13
CXCR6 CXCL16
CXCR7 CXCL12
XCRI1 XCLI1,XCL2
CX;CR1 CX;CL1
CCX-CKR CCL19,CCL21,CCL25
D6 CCL2,CCL3LLCCLA,CCLS CCL7,CCL8 CCL11L,CCL13,CCL14,CCL17, CCL22
DARC/Duffy | CCL2,CCL7,CCLS,CCL11,CCLI13,CCL14,CCL16,CCL17,CXCL1,CXCLS3,
CXCL6L,CXCL7,CXCLS,CXCL9,CXCL11,CXCL13

Figura 3 - Receptores das quimioquinas e os seus ligandos.

1.3.2. Estrutura das quimiocinas

As quimiocinas sdo citocinas com capacidade de quimiotaxia, provocando desta
forma a migracdo directa durante inflamacdo (Gerard et al. 2001; Balkwill 2004; Laing
et al. 2004; Rosenkilde et al. 2004), e transporte de células estaminais hematopoéticas,
células dendriticas e leucécitos (Gerard et al. 2001; Balkwill 2004; Laing et al. 2004;
Rosenkilde et al. 2004; Riol-Blanco et al. 2005; Allen et al. 2007). Pertencem a um
grupo de pequenas proteinas (=8-12 kDa) secretadas por diversos tipos de células e
induzidas por estimulos patogénicos, factores de crescimento e citocinas
proinflamatadrias (Zlotnik et al. 2000; Gerard et al. 2001; Balkwill 2004; Rosenkilde et
al. 2004; Allen et al. 2007). As quimiocinas pertencem a uma super-familia, tendo em

comum quatro residuos de cisteinas em locais altamente conservados, que




estabelecem ligacdes por pontes disulfidricas (Figura 4) (Baggiolini et al. 1997; Balkwill
2004; Rosenkilde et al. 2004; Ebert et al. 2005; Allen et al. 2007; Broxmeyer 2008).
Consoante a posicdo do primeiro par de cisteinas do terminal-N, as quimiocinas podem
ser divididas em quatro grupos, as quimiocinas C, CC, CXC e CX3C (onde o X representa
o0 numero de aminodacidos que separam as duas cisteinas). Desta forma, as moléculas
apresentam uma homologia que as caracteriza a nivel estrutural e aminoacidico
(Zlotnik et al. 2000; Fernandez et al. 2002; Balkwill 2004; Laing et al. 2004; Rosenkilde
et al. 2004; Ebert et al. 2005; Allen et al. 2007; Broxmeyer 2008). Apds o N loop
podemos observar a hélice 310 que aparece antes das 3 folhas-f e 1 hélice-a. Estas
estdo juntas através de 3 loops, 30s, 40s e 50s. A terceira e quarta cisteina encontram-
-se no loop 30s e 50s, respectivamente (Figura 4B) (Fernandez et al. 2002; Allen et al.
2007).

A maior parte das quimiocinas pertecem as subfamilias CC e CXC (Laing et al.
2004). As quimiocinas CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 e 15 (as quais especificas para os
receptores CXCR1 e CXCR2) contém um motivo de trés residuos, designado por ELR. Os
trés residuos Glu-Leu-Arg estdao presentes no N-terminal e precedem a primeira
cisteina, sendo essenciais para a activagdo dos receptores CXCR1 e CXCR2 (Fernandez
et al. 2002; Laing et al. 2004; Rosenkilde et al. 2004; Allen et al. 2007). A presenca
deste N-terminal Glu-Leu-Arg (ELR") em quimiocinas CXC, confere & maior parte destas
citocinas, a capacidade de promover angiogénese, enquanto que quimiocinas ELR™ sdao
angiostaticas (Laing et al. 2004; Rosenkilde et al. 2004; Allen et al. 2007), a excepc¢ao
da quimiocina CXCL12 que possui propriedades angiogénicas (Laing et al. 2004).

Em resposta a factores especificos, as quimiocinas sao produzidas em tecidos e
depois entram em circulagdo, sendo imobilizados por proteoglicanos de heparina na

barreira vascular endotelial (Fernandez et al. 2002).
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Figura 4 - Estrutura tri-dimensional de uma quimiocina.

1.3.3. Receptores

A maioria dos receptores sdao constituidos por cadeias de 350 residuos de
aminodcidos e tém uma massa molecular com cerca de 40 kDa (Murdoch et al. 2000).
Possuem uma pequena parte do N-terminal acidica que pode ser sulfatada nos
residuos de tirosina. Contém sitios de glicosilacdo e também residuos de serina e
treonina no C-terminal intracelular que actuam como sitios de fosforilacdo para
regulacdo do receptor (Baggiolini et al. 1997; Fernandez et al. 2002). Estes receptores
possuem 7 dominios transmembranares com 3 loops intracelulares e 3 extracelulares,
pontes dissulfidicas entre cisteinas conservadas e proteinas G acopladas ao C-terminal
(Figura 5) (Baggiolini et al. 1997; Murdoch et al. 2000; Fernandez et al. 2002;
Rosenkilde et al. 2004; Allen et al. 2007). A ligacdo das quimiocinas a superficie da
células vai provocar uma série de reaccbes em cascata através destes receptores
(Baggiolini et al. 1997; Murdoch et al. 2000; Fernandez et al. 2002; Rosenkilde et al.
2004; Allen et al. 2007).




M\(\N—te rminal

?  e—
A i/‘\\ s
’ |
= \\ X v/
\ M1
TM6 M7 TM3
A
lu283
TM2
TMS TM4
s A
» ) —<_| J ;
\\ > Q\z-/
C-terminal

Figura 5 - Receptor de quimiocina.

Supde-se que a interaccao receptor-ligando envolve o dominio N-terminal e o
terceiro loop extracelular enquanto que motivos associados a regidao intracelular dao
origem a varias cascatas de sinalizagdao (Allen et al. 2007). A sinalizagdo da-se através
de proteinas G (Fernandez et al. 2002; Witt et al. 2004; Ebert et al. 2005; Allen et al.
2007). Estas permanecem inactivadas quando o GDP estd ligado a subunidade da
proteina G e a activa¢do da-se quando o GDP é trocado pelo GTP. Durante a ligacdo do
ligando, os receptores associam-se com as proteinas G, facilitando desta forma a troca
da guanosina difosfato para a guanosina trifosfato. Na activacdo, da-se a dissociacdao
das subunidades By da subunidade a da proteina G e a ligacdo do GTP a subunidade a.
Esta dissociacdo vai provocar uma série de cascatas de sinalizacdo, activando uma série
de eventos no citoplasma da célula (Figura 6). Por exemplo, a libertacdo das
subunidades By medeam a migracdo através da activacdo de outras proteinas (Oldham
et al. 2008). Apesar da subunidade a ndo ser essencial para o efeito quimioatractor das
guimiocinas, ha estudos que referem um suposto papel desta subunidade em

sinalizacdo intracelular (Thelen 2001).
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Figura 6 - Sequéncia de eventos durante a activagao do receptor.

Como mostra a figura 3, certos receptores podem interagir com mais do que
uma quimiocina, e sabendo que as células respondem diferentemente consoante o
microambiente, a expressdo destes receptores vao ser regulados através da presenca
de diferentes factores (Rodriguez-Frade et al, 2005).

O facto dos receptores possuirem residuos de serina e treonina no C-terminal,
torna estes aminodacidos alvo de cinases associadas a proteinas G e arrestinas que
provocam desensibilizagdo e internalizagdo (Allen et al. 2007). Estudos mostram que a
ligacdo do CXCL8 aos receptores CXCR1 e CXCR2 nos neutrdfilos provoca a diminuigao
da expressado dos receptores. O CXCL8 sofre internalizacao por parte da célula, sendo
entdo degradado por enzimas lisossomais. Apds a degradacdo, os receptores sdo re-
sintetizados e voltam para a membrana para desempenhar a sua funcdo normal.
Supde-se que este processo acontece com todos os receptores de quimiocinas
identificados até ao momento (Murdoch et al. 2000). A internalizacdo dos receptores
passa pela fosforilacdo do receptor, associacao a arrestina B e formacao de vesiculas
de clatrina (Allen et al. 2007). A activacdo e consequente internalizacdo do receptor
podem levar a eventos de sinalizacdo via MAPK (Rodriguez-Frade et al, 2005), entre
outras (Murdoch et al. 2000).

A sinalizacdo provocada pelo estimulo dos receptores vai provocar a
transcripcdo de varios genes-alvo envolvidos na mobilidade, sobrevivéncia, invasao e
interaccdo com a matriz extracelular. Por isso, as quimiocinas desempenham um papel
muito importante na coordenacao do processo inflamatério e no desenvolvimento de

células do sistema imune.




Caracteristicas como a linhagem, estadio de diferenciagdo e factores
microambientais (concentragdo de quimiocinas, citocinas inflamatdrias e hipdxia)

determinam a expressao selectiva de receptor-quimiocina da célula (Balkwill 2004).

1.3.4. Sinalizagao nas quimiocinas

O estado conformacional dos receptores na membrana da célula pode ser em
forma de mondmeros, homo-dimeros, heterodimeros ou oligomeros de alto peso
molecular (Rodriguez-Frade et al, 2005). Nos receptores CCR2, CCR5 e CXCR4 a
homodimerizacdo foi observada através da inducdo dos ligandos, iniciando a
sinalizagdo depois da estabilizagdo da conformagao provocada pela ligagao do ligando.
Simulag®es bioinformaticas prevéem que os dominios transmembranares 1, 2 e 4 sao
importantes na interacgdao entre mondmeros. A capacidade de dimerizagao destes
receptores é afectada por mutacdes nesses dominios (Rodriguez-Frade et al, 2005). O
interesse na importancia da conformagao dos receptores na sinalizagdao tornou-se
maior nos ultimos anos.

A capacidade das quimiocinas formarem heterodimeros, possibilita o
desempenho de fungdo especificas ndo obtidas por homodimeros. Por exemplo, a
heterodimerizagao dos receptores CCR2 e CCR5 resulta no coplamento de proteinas G
insensiveis a toxina pertusis numa diminuicdao da quantidade de ligando necessario
para uma resposta e activagdo cinética alternativa da via PI3 K (fosfoinositideo 3-
cinase) (Rodriguez-Frade et al, 2005).

A presenga de diferentes quimiocinas influenciam as varias conformacgdes
possiveis afectando a sua capacidade de estabilizarem homo ou heterodimeros de
receptores (Figura 7). Estas combinacGes de quimiocinas no microambiente
possibilitam o aumento da plasticidade e especificidade do sistema imune (Rodriguez-

Frade et al, 2005).
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Figura 7 - Equilibrio dos receptores e a estabiliza¢gdo por disponibilidade de quimiocinas.

Como referido anteriormente, as quimiocinas activam cascatas de sinalizacdo
através das proteinas G. A outra grande via de sinalizacdo activada pela mudanca de
conformacdo dos receptores da-se através da cinase JAK associada ao receptor JAK
(cinase Janus) que activa proteinas da familia STAT (transductores de sinalizacdo e
transactivadores de transcrip¢cdo) ao fosforilar o receptor (Rodriguez-Frade et al,
2005). A transcripcdo de genes, reorganizacdo do exosqueleto e internalizacdo e
reciclagem do receptor sao o efeito da activacdo da via JAK-STAT.

A activagdo de proteina G mostra-se como essencial nos processos conduzidos
pelas quimiocinas. A consequente activacdo de moléculas sinalizadoras, como a PI3 K,
PLCB e pequenas GTPases garantem as func¢des descritas no pardgrafo anterior
(Rodriguez-Frade et al, 2005). Na figura 8 estd um esquema das moléculas que
participam nas cascatas de sinalizacdo resultantes da activacdo dos receptores de

quimiocinas.
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Figura 8 - Via de sinalizagdo das quimiocinas.

1.3.5. Regulagao das células T e intravasao

A expressao da selectina-P nas células do endotélio timico, guia a entrada dos
progenitores linféides que por sua vez expressam a PSGL-1 (glicoproteina ligando da
selectina P) (Figura 9a) (Rossi et al. 2005; Takahama 2006). Ratinhos com auséncia de
PSGL-1 apresentam timos com menos progenitores e nichos sem pro-timdcitos,
tornando esta glicoproteina muito importante na distribuicdo de timdcitos (Rossi et al.
2005). A entrada dos progenitores através da juncdo cortico-medular do timo, rica em
vasos sanguineos, da inicio ao precurso programado de diferenciacdo controlado
rigorosamente por quimiocinas (Blackburn et al. 2004; Rossi et al. 2005; Takahama
2006).

A presencga ou auséncia da expressao do CD25 e CD44 indica o estado durante a
fase DN dos timécitos (DN1-DN3). Durante esta fase as células entram em expansdo
clonal, perdem o potencial de diferenciacdo em células B e NK, rearranjam a cadeia 3
do receptor das células T (RCT), acabando na transicdo de DN para DP (Blackburn et al.
2004; Takahama 2006). Todo este processo é promovido pela via NOTCH e suportado
pela IL-7 (Takahama 2006). No percurso da juncdo cortico-medular até a zona

subcapsular, os timdcitos imaturos migram primeiramente até ao cortéx sob influéncia




das quimiocinas CXCR4 e CCR7 (Figura 9b) e até a zona subcapsular pela sinalizacdo do
CCR9 (Figura 9c) (Witt et al. 2004; Takahama 2006). Aqui vai-se dar a formacdo de
células DP, o primeiro checkpoint no desenvolvimento de células T. S6 as células que
conseguem rearranjar o locus Tcrb correctamente e formar o complexo pré TCR (TCRB
e pTa), é que iniciam o desenvolvimento para DP expressando baixos niveis de
receptores antigénicos TCRap (Takahama 2006).

Como descrito por Takahama et al, os timdcitos retornam para o cortéx
apresentando alta mobilidade, interrompendo este movimento apenas para interagir
0 RCT com o péptido-MHC expresso nas células estromais e dendriticas. As células DP
recebem sinais de sobrevivéncia apds interacgdes de baixa afinidade com o péptido
para se diferenciarem em células SP, este processo é designado por seleccao positiva.
Timécitos com alta reactividade sdo eliminados por apoptose, impedindo desta forma
problemas de autoimunidade (Figura 9d). Nesta fase apenas 3-5% dos timécitos em
desenvolvimento sobrevivem. O aumento na expressao do receptor CCR7 na superficie
dos timécitos DP seleccionados positivamente vai atrair estas células para a medula,
devido a produgdo de CCL19 e CCL21 pelas células timicas medulares (CETm) (Figura
9e) (Takahama 2006).
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Figura 9 - Migracdo e desenvolvimento dos timdcitos ao longo do timo.




As células seleccionadas positivamente, vao passar por uma série de eventos e
presume-se que passem cerca de 12 dias na medula antes de migrarem do timo. No
processo de maturagao dos timdcitos, da-se ainda a expressdao do receptor S1P;. Este
receptor vai permitir que as células T maduras sejam atraidas para a circulagdo e a
consequente migragdo para outros nichos (Takahama 2006).

Apds muitos estudos com quimiocinas, é agora do conhecimento geral que
estas possuem um papel muito importante para além da fungdo migratéria. As
guimiocinas sao importantes para o desenvolvimento, a homeostase e fungao do
sistema do sistema imune.

De modo aos leucécitos cheguem ao local de inflamacdao ou ferimento, estes
tém de responder a um gradiente de quimioatractores que os guiem directamente. As
guimiocinas desempenham um papel muito importante nesta fase pois sabe-se que in
vitro elas provocam efeitos quimioatractivos e levam a acumulacdo de células
inflamatarias in vivo (Murdoch et al. 2000; Luther et al. 2001; Balkwill 2004; Rosenkilde
et al. 2004). As células quando chegam ao local, saem da corrente sanguinea através
de interacgdes mediadas por selectinas que vao provocar o tethering e rolamento dos
leucécitos na superficie do endotélio onde a tensdo tangencial é menor (Hasegawa et
al. 2000; Murdoch et al. 2000; Rossi et al. 2005; Veerman et al. 2007). Na superficie do
endotélio existem quimiocinas (expostas por glicosaminaglicanos) que se tornam mais
facéis de aceder apds a diminuicdo da velocidade dos leucdcitos (Murdoch et al. 2000).
A activagao dos receptores na superficie dos leucdcitos vai levar a ligagao da integrina
B2 aos ligandos Ig (ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3) sobre-expressos no endotélio por ac¢ao
de citocinas pro-inflamatdrias (Murdoch et al. 2000). Isto vai permitir que os leucdcitos
consigam atravessar a barreira do endotélio e alcangar a fonte de inflamagao. Aqui as
células vao passar por mudangas de morfologia celular que facilita a locomogao,
secrecao de enzimas lisossomais e producdo de anides superdxido, todos importantes
para eliminar a ameaga externa (Murdoch et al. 2000).

Uma outra fungdo das quimiocinas é de participar na angiogénese . No caso de
haver danificagao de vasos sanguineos, a capacidade angiogénica por parte de algumas
guimiocinas vai promover a quimioatrac¢do, proliferacdo de células endoteliais e
formagdo de tubo endotelial (Baggiolini et al. 1997; Fernandez et al. 2002; Rosenkilde

et al. 2004; Allen et al. 2007). Como dito anteriormente a quimiocina CXCL12 possui




propriedades angiogénicas e quando produzida vai induzir a libertacdo de VEGF
(vascular endothelial growth factor), que por sua vez aumenta a expressao do receptor
CXCR4 de maneira autdcrina em células de cancro da mama (Balkwill 2004; Rosenkilde
et al. 2004; Hong et al. 2006). Isto demonstra a importancia da quimiocinas no
processo de angiogénese na inflamacao.

O processo de angiogénese mediado por quimiocinas ndao é exclusivo da
inflamagdo. Existe uma relagao entre o crescimento de um tumor e a angiogénese, e
ha estudos que mostram um papel das quimiocinas na formagao de tumores

(Rosenkilde et al. 2004).

1.3.6. As quimocinas e o cancro

A complexa rede das quimiocinas influencia a infiltragdao de células do sistema
imunitdrio em tumores. Este recrutamento é importante para garantir que as células
malignas possam proliferar, sobreviver, migrar e criar novos vasos (Balkwill 2004).

A presencga de leucdcitos no cancro € comum, mas a razao pela qual esta se da
ainda nao é compreendida. Apesar da presencga de leucdcitos infiltrados poder indicar
uma tentiva do sistema imunitdrio rejeitar o tumor, a sua presenca pode também ser
devido ao facto dos leucdcitos terem sido atraidos por quimiocinas, uma vez que os
leucdcitos podem ter um efeito positivo para as células tumorais (Balkwill 2004). A
relagao entre a vascularizagao do cancro da mama e a infiltragao de macrofagos pode
sugerir que os leucdcitos podem ser potenciais recursos para a producdo de factores
de crescimento do tumor (p.e. angiogénese) (Balkwill 2004). Suportando esta teoria, o
numero de macréfagos no cancro cervical humano esta relacionado com a expressao
de CCL2 (Gerard et al. 2001).

A proliferacdo das células de melanoma e de linhas celulares pancreaticas é
estimulada pelo MGSA (melanoma growth stimulatory activity), assim como o
carcinoma pulmonar de células pequenas é estimulado pelo CXCL8. Isto demonstra
gue as células malignas podem usar as quimiocinas como factores de crescimento
(Gerard et al. 2001).

Um Jultimo papel para as quimiocinas no desenvolvimento de cancro é o

potencial de dar as células cancerigenas a capacidade de migracdo e metdstase. A




presenca dos receptores CCR7 e CCR10 em células de melanoma e dos receptores
CXCR4 e CCR7 na superficie das células de cancro da mama, pode explicar o facto dos
maiores locais de metastizacdo destes cancros terem altas concentragdes dos
respectivos ligandos (Balkwill 2004; Rosenkilde et al. 2004).

O nosso trabalho foca a presenga ou auséncia dos receptores CCR7, CCR9,

CXCR4 e PSGL-1.

1.3.7. Quimiocinas e LLA-T

1.3.7.1.CCR7

A migragao das células T para os orgao linfaticos secundarios, onde poderao
detectar a presenca de antigénios externos e iniciar a resposta imunitdria a antigénios
estranhos, e o processo de entrada nos orgao depende da ligagao da integrina LFA-1
expressa nas células T com o ICAM-1 apresentado pelos grandes vénulos endoteliais. E
agora do nosso conhecimento que a interaccdo do CCR7 com os seus ligandos é
requerida para a activacao do LFA-1 que por sua vez permite a entrada das células T
nos nodulos linfaticos (Hasegawa et al. 2000; Veerman et al. 2007). Na LLA-T, a
activagdo de NOTCH1 esta relacionada com a expressao de CCR7. A anadlise de
amostras primdrias e de linhagens com NOTCH1 activo mostram que grande parte
apresenta CCR7. Esta expressao de CCR7 vai ser essencial para a sinalizagao de adesao
para a localizagdo do sistema central nervoso (Buonamici et al. 2009). A activagdo de
proteinas como o NOTCH1 estd muitas vezes relacionadas com o desenvolvimento de
cancro. A sinalizacdo aberrante do NOTCH1 provocada através de mutacdes foi
encontrada em 50% das linhas celulares e de pacientes examinados e esta activa em
80% dos casos de LLA-T (O'Neil et al. 2007). Na tabela 2 podemos ver estas e outras

mutagdes que foram identificadas nas nossas linhas celulares.
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Figura 10 - Via de sinalizacdo do CCR7.

1.3.7.1. CCR9

Como referido anteriormente, a indugdo da migracdo de células DP e de SP no
timo pelo CCR9 é essencial no trafego das células T. A sua activacdo vai regular as vias
de sinalizacdo importantes para a sobrevivéncia da célula através da fosforilacdo das
GSK-3B (cinase-3pB da sintetase do glicogénio) e FKHR (factor de transcricdo forkhead). O
seu ligando, CCL25, é importante para o desenvolvimento, homeostasia e quimiotaxia
das células. J& em células malignas, estas podem aproveitar as capacidades da
activacdo do CCR9 para resistir a apoptose, expansdo descontrolada e infiltracdao
(Qiuping et al. 2004). Estes autores demonstraram que as células T-ALL CD4"
conseguem resistir a varias terapias e mostram uma sobrevivéncia fora do normal,
provavelmente através da sobre-expressdo de CCR9 nestas células. Foi também
observado que apds a adicdo de TNF-a (indutor de apoptose), as células produzem
uma poderosa proteina antiapoptodtica, Livin, através da activacdo da via JNKI.
Resultados obtidos apontam para uma regulacdo autécrina de CCL25 nas células
malignas e por este facto, orgdos afectados por LLA-T mostram altas quantidades
desta quimiocina. A inibicdo do receptor diminui a capacidade das células aderirem e
sofrerem quimioatraccdo visto que ha inducdo da internalizacdo do receptor (Qiuping

et al. 2003).




