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ABSTRACT

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is an aggressive malignancy that affects children,
often between 2 and 5 years old, and adults. This disease invades various organs of the body,
and can be fatal without early diagnosis and appropriate therapy.

It has been revealed that the RANKL protein is a stimulator of metastasis by increasing
motility of cancer cells. Since this ligand is expressed on thymocytes and activated T cells, the
objective of this work was to understand the involvement of the RANK/RANKL signaling
pathway in T-ALL.

For this study we used leukemic TEL-JAK2 transgenic mice, which develop a rapid and
aggressive leukemia. By performing quantitative RT-PCR we confirmed that RANKL is more
expressed in leukemic cells of TEL-JAK2 transgenic mice than in normal thymocytes. We
performed RANKL expression analysis by flow cytometry in TEL-JAK2 leukemic thymocytes
and it was shown that its expression was highest inside cells than on their surface. In contrast,
the EL4.2 thymic lymphoma cell line presented high RANKL surface expression.

The flow cytometric analysis of cell cultures treated with compounds inducing the T-cell
receptor pathway, showed that phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and lonomycin together
increased RANKL expression. This increase was verified at the surface of both TEL-JAK2
leukemic cells, and EL4.2 cells. The use of an IKK kinase inhibitor and the Actinomycin D
DNA transcription inhibitor impaired the induction of RANKL caused by PMA and lonomycin
in TEL-JAK2 leukemic cells.

Using Rank conditional knockout mice we found that when the RANK receptor was
absent in thymic epithelial cells, RANKL expression increased in thymocytes. However, when
leukemic cells were injected into Rank gene knockout mice, no changes in RANKL expression
occurred in those cells.

With these experiments we found that the RANK/RANKL signaling pathway may
contribute to the development of T-ALL. However, it is hecessary to understand how interfering
with this receptor affects the development of T-ALL, before it can be used potentially as a novel

therapeutic target.
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RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) é uma doenca maligna agressiva, afetando
principalmente criangas de 2 até 5 anos de idade. Esta doenga manifesta-se no sangue e na
medula 6ssea, podendo afetar varios 6rgaos do corpo, sendo fatal, na falta de um diagndstico
precoce e terapia apropriada.

O RANKL ¢é uma protéina membranar ou secretada que se demontrou ter capacidade
estimuladora de metéstases, através do aumento da motilidade celular de alguns tipos de células
cancerosas. Este ligando tem a capacidade de ativar o recetor RANK e é expresso
principalmente em timacitos e células T ativadas. O objetivo deste estudo foi de compreender
0 envolvimento da via de sinalizacdo RANK/RANKL, na LLA-T. A estirpe de murganhos
transgénicos TEL-JAK2, que desenvolve espontaneamente leucemia semelhante a LLA-T, foi
utilizada para este estudo.

Ao realizar RT-PCR quantitativo confirmamos que o gene que codifica a proteina
RANKL é mais expresso em células leucémicas de murganhos transgénicos TEL-JAK2 que em
timdcitos normais. Para além disso, a analise da expressdo do RANKL, por citometria de fluxo,
em timdcitos leucémicos TEL-JAK2, mostrou ser mais elevada no interior das células do que
na sua superficie. Contrariamente, a linha celular de linfoma timico EL4.2 apresentou expressao
elevada de RANKL a superficie.

A analise por citometria de fluxo a células colocadas em cultura com compostos indutores
da via de sinalizacdo do recetor de células T (TCR), mostrou que o forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) e a lonomicina em conjunto induzem um aumento da expressdo do RANKL,
tanto no interior como a superficie de células leucémicas TEL-JAK2, assim como a superficie
de células EL4.2. A utilizagdo de um inibidor da quinase IKK e o inibidor de transcricdo,
Actinomicina D, levaram a diminuicdo da inducdo do RANKL causada pelo tratamento com
PMA e lonomicina em células leucémicas TEL-JAK2.

Neste estudo foram usados murganhos knockout condicionais para o gene Rank.
Descobrimos que quando o recetor RANK esta ausente de células epiteliais do timo, a expressao
do RANKL aumenta em timocitos normais. Contudo, quando células leucémicas foram
injetadas nesta estirpe, ndo se verificaram alteracGes significativas na expressdo do RANKL
naquelas células.

Com estas experiéncias verificAmos que a via de sinalizagio RANK/RANKL pode
potencialmente contribuir para o desenvolvimento da LLA-T. No entanto, € necessario

compreender como a possivel interferéncia com o par recetor/ligando pode afetar o
Y



desenvolvimento da LLA-T antes de considerar a utilizagdo desta via como potencial alvo
terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE:

Leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T, microambiente, RANK/RANKL, via NF-kB,
murganhos TEL-JAK2.

Vi
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CAPITULO I - INTRODUCAO



1.1 HEMATOPOIESE

As células do sangue derivam da medula 6ssea, local onde residem também as células
estaminais hematopoiéticas (hematopoietic stem cells - HSC), que lhes ddo origem. Estas, tém
a capacidade de se diferenciar em todas as linhagens celulares do sangue, através da geracédo de
progenitores intermediérios que, seguindo uma certa direcdo, perdem progressivamente o
potencial de diferenciacdo para outras linhagens de células (Lai e Kondo, 2008).

A primeira mudanca biologica que acontece nas HSC, apds divisdes celulares
assimétricas, ¢ a perda gradual da capacidade de autorrenovacdo, caracterizada por uma
sequéncia de 3 populagdes: “long-term” HSC (LT-HSC) da medula éssea (que podem renovar-
se praticamente para toda a vida), “short-term” HSC (ST-HSC) (com capacidade de
autorrenovacdo limitada, contribuindo para a diferenciacdo multilinhagem), e progenitores
multipotentes (multipotent progenitor - MPP) (que nédo se autorrenovam) (Lai e Kondo, 2008;
Kondo et al., 1997; Adolfsson et al., 2005). Estas populacGes, desenvolvem-se em sequéncia,
LT-HSC—ST-HSC— MPP, (ver figura 1.1). Uma vez que os MPPs ndo se autorrenovam, estes
irdo constituir o primeiro passo de restricdo da linhagem que ocorre durante a hematopoiese
(Lai e Kondo, 2008).

As células hematopoiéticas separam-se em duas grandes linhagens: a linhagem linfoide,
que inclui as células T, B e natural killer (NK) e a linhagem mieloide, composta por eritrdcitos,
megacaridcitos, granuldcitos, e monocitos/macrofagos. As células dendriticas também séo de
origem hematopoiética e podem originar-se a partir de progenitores tanto linfoides como
mieloides (ver figura 1.1) (Lai e Kondo, 2008).

A identificacdo de progenitores comuns linfoides (common lymphoid progenitors - CLP)
e, progenitores comuns mieloides (common myeloid progenitors - CMP) levou a formacgédo do
modelo classico da hematopoiese e desenvolvimento da linhagem de células do sangue.
(Adolfsson et al., 2005). As linhagens linfoide e mieloide derivam de um Unico MPP, de modo
simétrico, o que representa o primeiro passo de comprometimento irreversivel da linhagem de

HSCs, durante a ontogenia hematopoiética (Lai e Kondo, 2008).
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Figura 1. 1 Modelo classico da diferenciacao da linhagem linfoide e mieloide.
Neste modelo as linhas celulares seguem uma sequéncia, LT-HSC—ST-HSC— PMP, em que as mesmas células
MPP vdo originar simetricamente as células CMP e CLP. (Adaptado de Lai e Kondo, 2008).

1.2 DESENVOLVIMENTO DOS LINFOCITOS T NO TIMO

O timo é um érgdo que dispde de um microambiente que suporta a diferenciacdo, maturacgdo e
selecdo dos linfécitos ou células T, (Takahama, 2006; Lai e Kondo, 2008; Hikosaka et al., 2008)
e € composto por dois lobos externamente envolvidos por uma capsula de colagénio. Cada lobo
é dividido em lébulos por septos incompletos, que contém uma area cortical periférica escura
em microscopia de luz branca e densamente povoada por células linfoides, e uma area medular
luminosa menos abundante em células linfoides (Mili¢evi¢ et al., 2008; Rezzani et al., 2008).
O desenvolvimento das células T ocorre no timo, para onde os precursores linfoides
migram a partir da medula éssea pela corrente sanguinea através da expressdo e estimulacgdo de
recetores de quimiocinas especificas. No timo, estes precursores linfoides perdem o potencial
de originar outras células que ndo as células T. Estas irdo entdo proliferar, diferenciar, e passar
por processos de selecdo que resultam no desenvolvimento de células T maduras (Owen et al.,
2009). Durante todo o tempo de desenvolvimento das células no timo (entre 1 a 3 semanas), 0S
timaocitos passam por uma série de fases, caracterizadas por mudancgas no fenotipo molecular

da superficie da célula, como descrito seguidamente (Owen et al., 2009).



1.2.1 Quatro fases DN (double negative — duplo negativo)

Os precursores de células T penetram no timo pela regido cortico-medular e deslocam-se para
0 cortex externo onde ai proliferam (Gameiro et al., 2010). As primeiras células T, néo
apresentam CD4 nem CD8 a sua superficie, por isso sdo definidas como células duplamente
negativas (DN). Estas células T-DN podem ser subdivididas em quatro subtipos (DN1-4),
baseados na presenca ou auséncia de outras moléculas na sua superficie: como o c-kit (CD117),
recetor do fator de crescimento de células estaminais; CD44, uma molécula de adeséo; e CD25,
cadeia alfa do recetor da interleucina-2 (IL-2). (Owen et al., 2009)

Os timacitos DN1 s&o os primeiros a entrar no timo, sendo capazes de dar origem a varios
tipos de células. Estas células, expressam unicamente c-kit e CD44 (c-kit""CD44*CD25) e a0
serem acolhidas no ambiente timico, tornam-se residentes no cértex, onde véo proliferar e
expressar CD25, passando a designar-se timocitos DN2 (c-kit"™"CD44"CD25"). Nesta fase
critica do desenvolvimento, os genes para as cadeias do recetor de células T (TCR) vy, 8, e B
comecam a reorganizar-se (Owen et al., 2009).

As células T DN3 (c-kitCD44°CD25%) que reorganizam com SUCESSO e expressam uma
cadeia B funcional comprometem-se a linhagem de células T TCRaf. Seguidamente perdem a
expressao de CD25, interrompem a proliferacdo e entram para a fase final do desenvolvimento
DN, DN4 (c-kit®*°-CD44 CD25"), amadurecendo diretamente para timécitos CD4*CD8",
duplos positivos (double positive - DP) (ver figura 1.2) (Owen et al., 2009).

1.2.2 Selecdo positiva e negativa

No timo, os timdcitos entram em contato com células epiteliais timicas que expressam altos
niveis de moléculas MHC (complexo principal de histocompatibilidade - Major
histocompatibility complex) de classe I e 1l na sua superficie. Estas moléculas MHC apresentam
auto-péptidos (self antigens) que derivam de proteinas intracelulares ou extracelulares e que
sdo degradadas no percurso normal do metabolismo celular (Owen et al., 2009). Os timdcitos
DP submetem-se a uma selecéo positiva e negativa, dependendo dos sinais que os seus TCRs
recentemente gerados recebem quando encontram combinag¢des MHC/ péptido-proprio (Owen
et al., 2009).

Estes timocitos DP tém um contacto proximo com células estromais timicas e,

“procuram” na sua superficie 05 MHC/péptidos-proprios. Por sua vez, cada tipo de células



estromais (células epiteliais, macrofagos e células dendriticas) tem a capacidade de expressar
altos niveis de proteinas MHC de classe | e 11 (Owen et al., 2009).

Se os timécitos CD4"CD8" reconhecerem o complexo MHC/péptido nas células epiteliais
corticais através do seu recém-adquirido TCR, entdo vao passar pela selecdo positiva, um
processo que induz a sobrevivéncia e diferenciacdo dos timdcitos DP. Contudo, a maioria dos
novos timdcitos gerados ndo tém sucesso no reconhecimento e ligacdo a MHC/péptido. Estas
células “falham” no teste da selecao positiva e morrem por apoptose com 3-4 dias. As interacdes
TCR/MHC/péptido-préprio que iniciam a selecéo positiva tém uma intensidade mais baixa em
relagdo as interagBes que iniciam os sinais da selecdo negativa. Um grande nimero de
moléculas de sinalizacdo é necessario para a selecdo positiva e a ativacdo destas requere uma
alta afinidade de interac6es entre 0 TCR e o MHC/péptido (Owen et al., 2009).

Ao continuar a sua maturacdo, 0s timaocitos selecionados positivamente migram para a
medula timica. Essa migracdo vai depender da expressdo do recetor CCR7 das quimiocinas
CCL19 e CCL21 (Owen et al., 2009; Gameiro et al., 2010). J& na medula, estes timdcitos sdo
sujeitos a selecdo negativa mediada por antigénios proprios, que incluem proteinas especificas
de tecidos, ligados a MHC (Owen et al., 2009).

Os timdcitos autoreativos CD4*CD8* com recetores de alta afinidade para combinac6es
MHC/péptido-proprio sdo extremamente perigosos para o organismo se ndo forem eliminados
pela selecdo negativa no timo. Certos erros no processo da sele¢do negativa sdo responsaveis
por uma série de doencas auto-imunes (por exemplo, diabetes tipo I). Sendo definida como um
processo que elimina clones autoreativos, onde a alta afinidade as interagdes TCR induzem
diretamente sinais apoptéticos, a selecdo negativa é responsavel pela tolerancia central (Owen
et al., 2009). As células dendriticas do timo e macréfagos encontrados em varias areas do timo
tém as caracteristicas apropriadas para mediar a selecdo negativa. Tanto o cértex como a medula
timica tém o potencial de induzir a selecdo negativa (Owen et al., 2009).

Seguidamente, os timdcitos DP (CD47CD8") terdo de ““decidir” se véao seguir a linhagem
de células T citotdxicas CD8" ou a linhagem de células T auxiliares CD4" (ver Figura 1.2). O
comprometimento da linhagem requer uma mudanca na organizacao gendémica e expressao de
genes resultando no silenciamento de um dos genes codificando os co-recetores CD4 ou CDS8,
assim como a expressao de genes associados com fungdes especificas em cada linhagem (Owen
et al., 2009).



As células T maduras expressam CD4 ou CD8 (unicamente positivas, single positive —
SP) e saindo do timo sdo células prontas para desencadear uma resposta imunitaria contra
eventuais invasores (Owen et al., 2009).

Ensaios efetuados demonstraram que o0 RANKL expresso por timocitos selecionados
positivamente (especialmente os linfocitos CD4 SP) desempenham um papel importante no
aumento do namero de células epiteliais timicas medulares (mTEC) e na formacéo da medula
timica que contem mTEC expressando o fator de transcricdo Aire. Por sua vez, Aire e CCL21
sdo moléculas vitais para a execucdo da funcdo da medula timica para a inducédo da tolerancia
central (Hikosaka et al., 2008).
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Figura 1. 2: Desenvolvimento de células T em murganhos.
A maioria dos timécitos imaturos séo CD4-CD8 DN e passam por varias fases. (DN1-DN4) Durante o qual
comprometem a linhagem de células T e comecam a rearranjar o seu gene do recetor de células T (TCR). Os que
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tém sucesso no seu rearranjo da cadeia do TCRf e TCRa tornam-se timécitos CD4*CD8* DP. Em seguida, o0s
timocitos DP passam por uma selegcdo positiva e negativa no cortex do timo. Os timécitos selecionados
positivamente continuam a sua maturacdo e migram para a medula, onde séo sujeitos a uma ronda de selecéo
negativa. As células T maduras expressam CD4 ou CD8 abandonando o timo e podem iniciar uma resposta imune
(Adaptado de Owen et al., 2009).

1.3 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS T (LLA-T)

A LLA-T é uma neoplasia hematoldgica agressiva que resulta da transformacao de progenitores
de linfécitos T. E caraterizada por um bloqueio na diferenciacdo destes progenitores e
proliferacdo clonal com a consequente acumulacdo de blastos malignos na medula déssea e
sangue, disseminando-se para outros 6rgaos, como por exemplo o timo, baco, figado e ganglios
linfaticos, através do sangue periférico (Herranz et al., 2014).

A LLA-T resulta da acumulacdo de alteracBes genéticas em oncogenes e genes
supressores tumorais em associa¢do com fatores do microambiente que levam a perturbacao do

controlo rigoroso da hematopoiese (Pui et al., 2008).

1.3.1 Alteracdes genéticas

Foram descritas varias anomalias cromossémicas adquiridas em blastos leucémicos de
pacientes com LLA associadas com a biologia da doenca e que envolvem genes importantes
para o desenvolvimento da leucemia (Harrison, 2001). Transloca¢fes cromossdmicas na
leucemia de células T envolvem os loci TCR, em parceria com o0s genes TAL1, TAL2, LYL1,
LMO1, LMO2, MYC, LCK, TAN1, IGH, e TCL1. (ver tabela 1.1). Estas transloca¢des ocorrem
em aproximadamente 30% dos casos de LLA-T (Harrison, 2001).

Tabela 1.1 Anomalias genéticas na LLA-T (Harrison, 2001)

Gene Localizacdo Rearranjo
HOXI1 10924 t(10;14)q24:q1 1)
t(7;10)(q35:924)
TALI 1p33 t(1;14)(p33:q!l 1)
TALd
TAL2 9q32 t(7:9)(q34:q32)
Lyl 19p13 t7:19)q34:p13)
LMOI I1pl5 o1 1:14)(plS:ql 1)
IMO2 Hpl3 (11 14)(pl3:ql 1)
t(7:11)q35:p13)
MYC 8q24 t8;14)(q24:q911)
LCK Ip34 o 1;7)(p34:934)
TANI 9q34.3 t(7:9)(q34:q934.3)
IGH 14q32.3 inv(14)(ql 1932)
TCLI 14q32.1 inv(14)(ql 1932)
t(14;14)(q! 1:q32)




1.3.2 Vias de sinalizacao ativadas em LLA-T

1.3.2.1 NOTCH1

Mais de 50% dos casos da LLA tem mutacdes ativadoras que envolvem o gene NOTCH1, gene
que codifica um recetor transmembranar. Este regula o desenvolvimento normal das células T.
Quando as celulas progenitoras migram da medula 6ssea para o timo através de vasos
sanguineos localizados na zona da juncdo cortico-medular, os precursores de células T
encontram-se com ligandos NOTCH (por exemplo DLL4) que s&o abundantemente expressos
pelo epitélio timico. Apds estimulacdo, a proteina NOTCHL1 é quebrada e a fracdo intracelular
desloca-se para o nucleo onde regula a transcricdo de um conjunto diverso de genes, incluindo
0 oncogene MYC (Pui et al., 2008; Herranz et al., 2014).

O NOTCH1 participa no desenvolvimento celular embrionério e regulacdo da deciséo
dos precursores linfoides para se tornarem linfocitos T ou B. O NOTCHL1 tem sido identificado
como um regulador-chave para o crescimento celular no desenvolvimento da LLA-T, dirigindo
um programa de transcricdo oncogénico que por sua vez promove a proliferacdo e

sobrevivéncia celular de linfoblastos na LLA-T (Herranz et al., 2014).

1.3.2.2 Via NF-xB

A expressdo de muitos genes pro-inflamatorios é regulada pela ativacao transcripcional do fator
nuclear kappa B (NF-xB). Normalmente, o NF-xB reside no citoplasma de células néo
estimuladas como um complexo inativo associado a um membro da familia da proteina
inibitdria 1B (Burke et al., 2003).

A atividade NF-xB ¢é regulada por vias de sinalizacdo que dependem de recetores da
familia do recetor do fator de necrose tumoral (Tumour Necrose Factor Receptor — TNFR), tal
como o recetor da linfotoxina-f (LTPR) e 0 RANK. Estes recetores ativam proteinas tais como
o fator associado ao recetor do fator de necrose tumoral 6 (TNFR-associated factor 6 - TRAF6),
a quinase indutora do NF-xB (NIK), e a subunidade de NF-xB RelB, sendo todos cruciais para
o0 desenvolvimento da medula timica (Takahama, 2006).

Alguns recetores da familia TNFR, tais como 0 RANK, CD40 e LTBR, ativam duas vias
distintas do NF-«B: a via cléssica e a via alternativa. Na via classica, 0 recetor recruta as
proteinas TRAF para induzir a ativacdo de certas quinases de serina-treonina a jusante, o qual
por sua vez ativa o complexo de quinases do IkB (kB kinase — IKK) composta pelas IKKa,
IKKB, ¢ NEMO (modulador essencial do NF-kB). Consequentemente, o complexo IKK

fosforila o IxkBa que sequestra 0 NF-kB no citoplasma. A fosforilagdo do IkBa provoca a sua



degradacéo pelo complexo de proteossoma 26S-dependente de ubiquitina, 0 que vai resultar na
libertacdo e translocagdo de um complexo NF-xB contendo RelA para o nucleo, dando origem
a ativacdo transcripcional de genes-alvo (ver figura 1.3). Em contrapartida, na via nao classica,
0 acoplamento dos recetores, induz a estabilizacdo da quinase NIK, que deixa de ser
ubiquitinada e degradada pelo complexo de proteinas que inclui as clAP1/2, a TRAF2, e
TRAF3. Normalmente, este complexo degrada a NIK em células ndo estimuladas. A NIK
libertada fosforila a IKKa, que por sua vez fosforila o p100 que apds degradacao liberta o
membro RelB da familia NF-xB, podendo este translocar-se do citoplasma para o nucleo. A
fosforilacdo do p100 provoca a degradagdo parcial desta proteinas originando uma proteina
mais pequena designada de p52, levando a translocacao nuclear do complexo RelB/p52, para

induzir a expressdo de genes-alvo (ver figura 1.3) (Akiyama et al 2012).
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Figura 1.3: As duas vias de ativacdo do NF-kB induzido pela sinalizagdo do RANK, CD40e LT.

A sinalizacdo RANK, CD40,0u LTPBR sdo capazes de ativar a via NF-«kB alternativa (lado esquerdo). O TRAF6
medeia a ativagdo do NF-«xB, podendo induzir a expressdo do RelB. No entanto, o LTBR também pode ativar a via
classica (adaptado de Akiyama et al., 2012).

A ligacdo dos ligandos da familia do TNF as proteinas da familia do recetor TNF (TNF
receptor family - TNFRF) leva a varias respostas celulares, tais como proliferacdo,
diferenciagéo, respostas inflamatdrias, e apoptose. Varios membros das TNFRF ativam fatores

de transcricdo da familia NF-kB, assim induzindo a expressao dos genes necessarios para estas
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respostas celulares. Vérias evidéncias tém indicado que os membros da sinalizagdo TNFRF
RANK, CD40 e LTBR desempenham papéis criticos no desenvolvimento e fungdo das mTEC
(Akiyama et al., 2012).

As TRAFs sdo proteinas citoplasmaticas adaptadoras que se ligam a dominios
intracelulares de varios recetores da superfamilia TNF. Um dos membros desta superfamilia, o
RANK, contem trés supostos dominios de ligacdo TRAF, e um dos papéis mais importantes na
sinalizacdo RANK-RANKL é a ativacdo do NF-xB (Wada et al., 2006).

1.3.2.3 Via NFAT

O fator nuclear das células T ativadas (NFATc1, também chamado de NFATZ2), que ¢ ativado
pela fosfatase calcineurina, foi identificado como um dos alvos a jusante do RANK. (Wada et
al., 2006) A expressdo do RANKL, que é um indutor da via NFAT durante a diferenciacdo dos
osteoclastos, depende por sua vez das vias NF-kB e c-Fos, (Leibbrandt e Pen-ninger, 2008),
sendo estas importantes para os osteoblastos, formacdo do osso, controlo da ativacdo de
linfocitos e desenvolvimento da valvula cardiaca (Wada et al., 2006).

Estudos mostraram que as oscilages da concentragio do célcio (Ca?*) mediadas pelo RANKL
sdo criticas para a diferenciacdo terminal de osteoclastos. O NFATc1 é ativado através da via
calcineurina, que € por sua vez dependente de Ca?* (ver figura 1.4) (Leibbrandt e Penninger,
2008). Vérias proteinas da familia dos fatores associados aos recetores TNF (TRAF), associam-
se ao dominio citoplasmético do RANK, e transmitem a estimulacdo do RANK para o NF-xB
(Wada et al., 2006).
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Ativagao de fatores de transcrigao

Figura 1. 4 Via de sinalizagdo do TCR.
Via de sinalizacdo pelo Ras-ERK (a verde), ativacdo do fator de transcricdo NF-xB (a rosa) pelo PKC, ativagdo
da via NFAT mediada pelo fluxo Ca%*. (Adaptado de Morris e Alan, 2012)

1.3.2.4 Via Jak/STAT

As quinases JAK e os fatores de transcricdo STAT desempenham um papel importante em
processos bioldgicos como a apoptose, diferenciacdo, proliferacdo e respostas celulares
imunitéarias mediadas por fatores de crescimento e citocinas (Cardoso et al., 2008).

Apesar das STATS (signal transduction and activator of transcription) serem raramente
mutadas no cancro, sdo frequentemente sobre-expressas e sobre-ativadas por alteracbes a
montante das vias de sinalizacdo, participando na oncogénese através da sobre-expressdo de
genes que codificam inibidores de apoptose (Mcl-1, Bcl-x) e reguladores do ciclo celular
(ciclinas D1/D2, C- Myc). Apesar de ser uma familia de 7 proteinas, somente a STAT1 e
STATS foram relatadas como estando constitutivamente ativas na LLA-T primaria (Cardoso et
al., 2008). A ativacdo desta via pode ocorrer em resposta a citocinas e fatores de crescimento
presentes em microambientes leucémicos, assim contribuindo para a progressdo da LLA-T
(Cardoso et al., 2008).
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1.3.3 Fatores do microambiente

Microambientes ou nichos sdo estruturas espaciais especializadas, onde as células estaminais
ou progenitoras estdo localizadas, e onde recebem estimulos criticos que suportam a sua
diferenciacéo e funcdo (Lai e Kondo, 2008). Sabe-se que os fatores microambientais podem
contribuir para a progressdo tumoral. Alguns fatores como a IL-7 s&o produzidos no timo e na
medula dssea, que por sua vez sdo 0os microambientes onde se desenvolve e expande a LLA-T.
Estes microambientes tém entdo um potencial para modular o crescimento da leucemia (Silva
etal., 2011).

Na LLA-T a IL-18, outro fator microambiental, aumenta e atua como um fator
proliferativo de células tumorais (Uzan et al., 2014). O IGF1R também é um fator
microambiental que medeia sinais de crescimento e sobrevivéncia importantes nas células
LLA-T, tendo um papel crucial na manutencdo do volume populacional das células (Medyouf
etal., 2011).

1.3.4 Terapias

A LLA-T é caracterizada por um nimero elevado de leucdcitos no sangue, sendo mais frequente
em sujeitos do sexo masculino e comummente associada a um melhor prognostico em criancas.
De referir, no entanto, que o cariotipo também é um indicador muito importante no diagnostico
deste tipo de leucemia (Harrison, 2001; Pui et al., 2008).

Anélises a estimativas de sobrevivéncia livre de eventos realizados em criancas,
revelaram melhores resultados em criangas entre os 1 e 0s 9 anos, em relacéo a outras criancas
ou adolescentes. Um relatério do Grupo de Oncologia Infantil revelou que criancas com
obesidade e com leucemia linfoblastica aguda de idades superiores a 10 anos tém pior resposta
aos tratamentos. Todavia, 0 progresso constante no desenvolvimento de tratamentos eficazes,
tem conduzido a uma taxa de cura de mais de 80% em criangas (Pui et al., 2008).

Pacientes com leucemia ainda séo tratados com altas doses de quimioterapia seguida
por um transplante de células estaminais hematopoéticas. Porém, este tratamento é
extremamente agressivo e esta associado a uma toxicidade aguda severa e efeitos secundarios
a longo prazo, incluindo o desenvolvimento de tumores secundarios mais tarde (Durinck et al.,
2015; Pui et al., 2008; Mackall et al., 2014).

As terapias direcionadas estdo a ser, cada vez mais, de extrema importancia, pois
permite abolir a quimioresisténcia a drogas usados em regimes terapéuticos. Na LLA-T ja foram
identificados alguns novos alvos terapéuticos como por exemplo: a via PI3K, onde ja foram
identificados alguns inibidores para esta via, como o LY294002, Wortmannin e compostos
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naturais que aumentam a apoptose e param o ciclo celular (Cardoso et al., 2008); o c-Myc
também foi identificado como um gene alvo da via Notchl, sobreregulado na LLA-T e critico
para o desenvolvimento da leucemia (Weng et al., 2006) e inibidores desta via, Notch, como a
y-secretase (GSI) demonstraram prevenir o crescimento e induzir a apoptose na LLA-T
(Cardoso et al., 2008).

1.3.5 Modelo de murganhos TEL-JAK2

Em mamiferos, a familia de quinases JAK é composta por quatro membros (JAK1, JAK2,
JAK3, e TYK2) sendo estes especificamente ativados em resposta a diferentes citocinas. Os
JAKs partilham regides de homologia, designadas por segmentos de homologia Jak (HJ).
(Springuel et al., 2015)

A ativagdo induzida por citocinas JAK resulta na fosforilagdo de uma série de residuos
de tirosina, tanto na propria quinase JAK como no dominio citoplasmatico do recetor de
citocina associado. Estes residuos de tirosina fosforilados servem como locais de ancoragem
para uma variedade de adaptadores e efetores na sinalizagdo intracelular, incluindo membros
especificos da familia de reguladores transcricionais STAT. O recrutamento das STATS para
as JAK resulta na fosforilacdo da um residuo de tirosina, o que leva a sua dimerizacdo, migracao
para o nucleo e também a ligacdo a elementos de resposta especificas na regido promotora do
gene-alvo (Lacronic et al., 1997).

A JAK2 ¢é uma quinase predominantemente ativada em resposta a IL-3, fator de
estimulacgdo de colonias granuldcito-macréfagos, eritropoetina, trombopoetina, IL-5, hormonas
de crescimento e prolactina. Evidéncias demonstraram que a sinalizacdo da quinase JAK2 esta
diretamente envolvida na leucemia humana (Lacronic et al., 1997).

A doenca desenvolvida por murganhos transgénicos HA-TEL-JAK2 (Figura 1.5) € clinica
e patologicamente consistente com a leucemia linfoblastica aguda ou linfoma linfobléastico,
apresentando células T leucémicas com um fenotipo de diferenciacdo aberrante (Carron et al.,
2000; dos Santos et al., 2007).

Na LLA-T pediatrica, a justaposi¢do entre o gene JAK2 e o membro da familia-ETS, o
TEL, resulta da translocacéo cromossémica t(9;12) (p24;p13) e origina uma proteina quimérica
TEL-JAK2 constitutivamente ativa (Cardoso et al., 2008). Inicialmente, a fusdo do gene TEL-
JAK2 foi identificado numa recidiva de leucemia de células T infantil (Lacronique et al., 1997).

Os murganhos TEL-JAK2 exibem uma expanséo seletiva de células T aberrantes CD8-
positivas no sangue, nodulos linfaticos, bago, timo, medula 0ssea e também apresentam uma
invasdo de 6rgdos nao-hematopoiéticos por células-T leucémicas, que depende da expressédo do
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TCR a/B (Cardoso et al., 2008; dos Santos et al. 2007; Carron et al., 2000). A expresséo direta
da TEL-JAK2 na linhagem linfoide induz uma leucemia de células T répida e fatal em
murganhos. Verifica-se que entre as 4 e as 22 semanas de idade, estes, acusam uma
transformacéo preferencial nas células CD8, que sendo uma doenca clonal € caraterizada por
celulas leucémicas altamente invasivas, exibindo uma ativacdo constitutiva das STAT1 e
STATS.

Os timos destes murganhos leucémicos apresentam uma desorganizacao arquitetural local
ou completa, com conjuntos homogéneos de células leucémicas, tanto na area cortical como na
area medular (Carron et al., 2000). Foi demonstrado que a leucemia de células T induzida em
ratinhos pela TEL-JAK2 se desenvolve a partir de timdcitos imaturos e que o complexo pré-
TCR coopera com a TEL-JAK2 para induzir uma rapida leucemia de células T. Contudo, para
estes murganhos desenvolverem a LLA-T necessitam da ocorréncia de eventos genéticos
secundarios (Carron et al., 2000; dos Santos et al., 2007).

Este modelo de murganhos pode ser Util para identificar eventos moleculares e celulares
adicionais que participem e complementem a funcdo essencial da TEL-JAK2 na leucemia
(Carron et al., 2000).

S 4 &
& ~z’~*‘$°§> & & &
7 |
L el 77 = :
En SRa TEL JAK2 PolyA-SV40 Tag

kb

Figura 1. 5: Esquema representativo do transgene HA-TEL-JAK2.

A extremidade 38 do transgene, contém um local de adicdo de globulina do coelho poli (A). O dominio de auto
associacdo TEL, estd representado por uma caixa preta. E, o dominio HJ1 (dominio catalitico) do JAK2, estd
representado pela caixa as riscas. (Carron et al., 2000)

.4 RANK/RANKL

1.4.1 Funcionamento da via

O RANK (também designado recetor ativador do NF-kB) é expresso a superficie de celulas
dendriticas, mondcitos, macrofagos, osteoclastos, células epiteliais do timo e células epiteliais
mamarias (Figura 1.6). (Wada et al., 2006; Dougall et al., 1999; Neumann et al., 2005) O
RANKL, também conhecido por fator diferenciador de osteoclastos, é expresso na superficie

de osteoblastos assim como de ostedcitos e células do revestimento do 0sso. (Singh et al., 2012)
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Figura 1. 6 Sistema do RANK/RANKL no 0sso e outros tecidos.

O RANKL ¢ produzido por uma variedade de tipos celulares e, a sua expressdo é regulada por muitos fatores
fisiol6gicos e patolégicos. O RANKL pode ser ligado ao OPG e prevenir a interacdo com 0 RANK de modo a
inibir a formacéo de osteoclastos. OPG, osteoprotegerina;

RANKIL, recetor ativador do ligando do fator nuclear kB. (Adaptado de Boyce e Xing, 2007)

O RANKL na superficie de células osteoblasticas vai ligar-se a0 RANK atraves do
contacto célula-a-célula, desencadeando a sinalizacdo dos precursores dos osteoclastos, sendo
considerado um ponto determinante na osteoclastogénese (Figura 1.7). (Aoki et al., 2010;
Leibbrandt e Penninger, 2008) A ligacdo do RANKL ao seu recetor RANK fornece o sinal
crucial para o desenvolvimento, sobrevivéncia, diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos
maduros. Por outro lado, outra proteina da superfamilia TNFR, o OPG, regula negativamente a
ligagdo do RANK ao RANKL e portanto inibe a renovacdo 6ssea pelos osteoclastos (Figura
1.7) (Kholsa, 2001; Wada et al., 2006). O OPG funciona como um recetor-chamariz soltvel de
alta afinidade para o RANKL, concorrendo com o RANK para a ligagdo com o RANKL,
(Neumann et al., 2005; Pérez-Sayans et al. 2010) inibindo assim a diferenciacao de precursores
osteoclasticos em osteoclastos maduros (Fili et al., 2009).

Apo6s 0 RANKL se ligar ao RANK em precursores osteoclasticos da-se a ligacdo do
TRAF a locais especificos no dominio citoplasmatico do recetor RANK, sendo o TRAF6 o
mais importante na osteoclastogénese mediada pelo RANK (Figura 1.7). Quatro dessas vias de
sinalizacdo medeiam a osteoclastogenese (inibidor da quinase NF-kB (IKK)/NF-xB, c-jun
quinase amino-terminal (JNK) /ativador da proteina-1 (AP-1), c-myc, e calcineurina/fator
nuclear de células T ativas (NFATc1)) (Boyce e Xing, 2007).
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Com isto, o equilibrio entre a sinalizagdo RANK/RANKL e o0s niveis de OPG regulam o
desenvolvimento e ativacdo de osteoclastos, estando fortemente envolvidos no metabolismo do
0ss0. A inibicdo da funcdo do RANKL através do OPG pode evitar a destruicdo 0ssea em

inimeras doencas (Neumann et al., 2005).

Osteoblastos

oPG

Osteoclastos TRAF 6

NF-xB
-~ v T~
- -
Mucleg NF-kB
L cFos
MFATC1 —E

Genes
Osteoclastogenicos

Figura 1. 7 Via de sinalizagdo para a osteoclastogénese normal.

Sob condigdes fisiologicas, 0 RANKL produzido por osteoblastos vai-se ligar ao RANK, na superficie de
precursores de osteoclastos e, recruta o adaptador da proteina TRAF6, levando & ativacdo do NF- kB, com a sua
translocacdo para o nlcleo. O NF-kB, aumenta a expressao de c-Fos e, interage com o NFATc1, para desencadear
a transcrigdo de genes osteoclastogénicos. O OPG, inibe a iniciacdo do processo, pela ligacdo ao RANKL.
NFAT, fator nuclear de células T ativadas; NF-«xB, fator nuclear-kB; OPG, osteoprotegerina; RANKL, ligando do
recetor ativador do fator nuclear-kB; TRAF, recetor do fator de necrose tumoral associado (adaptado de Boyce e
Xing, 2007).

1.4.2 OPG
O OPG (osteoprotegerina) € uma molécula que pertence a familia TNFRs (Neumann et al.,
2005), é produzido por osteoblastos, células estromais e linfocitos (Fili et al., 2009; Wada et
al., 2006; Neumann et al., 2005) (ver figura 1.6), e é expresso ndo s6 no 0SS0 COMO num vasto
namero de sistemas celulares e tecidos, como por exemplo os pulmdes, figado, baco, timo,
préstata, ovario, ganglios linfaticos, testiculos e medula 6ssea (Fili et al., 2009; Wada et al.,
2006; Neumann et al., 2005; Pérez-Sayans et al. 2010).

Estudos descobriram que o OPG se liga especificamente e com alta afinidade ao RANKL

e que a regulacdo deste mecanismo acontece pela triagem no aparelho de Golgi. (Aoki et al.,
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2010; Neumann et al., 2005) Esta proteina tem como funcéo regular o trafego do RANK, sendo
assim crucial para a regulacdo da osteoclastogénese (Aoki et al., 2010).

1.4.3 Funcdes

A descoberta de que 0 RANKL é produzido por células T ativadas, que por sua vez podem
induzir diretamente a osteoclastogénese, tem proporcionado um novo paradigma molecular
para a perda Ossea associada a doencas com envolvimento do sistema imunitario. Foi
nomeadamente demonstrado que o RANKL ¢ absolutamente necessario para o0
desenvolvimento de osteoclastos in vivo (Leibbrandt e Penninger, 2008).

Desequilibrios entre as atividades dos osteoclastos e dos osteoblastos podem surgir a
partir de uma variedade de alteragdes hormonais, perturbacdes inflamatdrias ou certos fatores
de crescimento. Estes desequilibrios podem resultar em anomalias esqueléticas caraterizadas
pela diminuicdo (osteoporose) ou aumento (osteopetrose) da massa 6ssea (Kong et al., 1999;
Wada et al., 2006, Leibbrandt e Penninger, 2008).

Esta provado que a remodelacdo e a perda do 0sso sdo controladas pelo eixo RANK-
RANKL-OPG (Leibbrandt e Penninger, 2008). As células T ativadas tém um papel central na
reabsorcao 0ssea através da regulacao positiva do RANK, sublinhando a sua importancia como
mediador crucial da perda 6ssea in vivo (Leibbrandt e Penninger, 2008). Estudos revelaram um
novo paradigma demonstrando que as células imunoldgicas funcionam como reguladores da
fisiologia d6ssea, dando origem a um novo campo de investigacdo, o da osteoimunologia, para
explicar a interacdo entre o sistema imune adaptativo e o metabolismo 6sseo (Leibbrandt e
Penninger, 2008).

A expressdao do mRNA do RANKL pode ser detetado em queratindcitos da pele, células
epiteliais da glandula mamaria, coracdo, musculo esquelético, pulmdes, estomago, placenta,
glandula da tiroide e cérebro (Leibbrandt e Penninger, 2008; Wada et al., 2006). No entanto, a
maior fonte de RANKL € a superficie do 0sso, nos osteoblastos bem como nos ostedcitos
derivados de osteoblastos e células do revestimento do osso (Singh et al., 2012).

Esta proteina também é crucial para o desenvolvimento inicial dos linfocitos e
organogénese de ganglios linfaticos (Wang et al., 2001). Tanto o RANKL como 0 RANK, séo
expressos no timo. O RANKL é expresso em timdcitos SP (CD4" ou CD8") e 0 RANK ¢é
expresso em células epiteliais do timo (Dougall et al., 1999). Estudos ja descreveram que
murganhos mutantes para o gene Rank, aparentemente, exibem um desenvolvimento normal de
timécitos (Leibbrandt e Penninger, 2008). No entanto, a auséncia de Rank perturba o
desenvolvimento de células epiteliais do timo, que por sua vez sdo importantes para o
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desenvolvimento de linfocitos T, tolerantes a antigénios proprios (Hikosaka et al, 2008;
Akiyama et al, 2012).

1.4.3 RANK /RANKL no cancro

A doenca 0ssea metastatica € uma complicacao potencialmente debilitante ocorrendo em
cerca de 20-75% dos pacientes com tumores sélidos avangados. As metastases 0sseas
enfraquecem a integridade estrutural do 0sso colocando os pacientes em alto risco de eventos
relacionados com o esqueleto. Isto inclui fraturas patologicas, compressdo da medula espinal,
colapso vertebral e hipercalcemia maligna levando a necessidade de radioterapia paliativa ou
cirurgia d6ssea (Costa et al., 2013). Nestes pacientes as metéstases representam uma das
principais causas de morbidade e mortalidade. Confirma-se que o microambiente do 0sso
proporciona as condi¢cdes necessarias para o crescimento de muitos tipos de tumores humanos
(Fili et al., 2009).

Foi demonstrado que os tumores 0sseos malignos e benignos primarios tém uma taxa de
expressao elevada para 0 RANKL/OPG, especialmente em pacientes que sofrem de tumores
associados a osteolise (Wittrant et al., 2004). Estudos ja demonstraram que células do cancro
da mama e da prostata podem ser funcionalmente afetados pelo microambiente local e que
fatores especificos como 0 RANKL podem agravar o seu potencial metastatico (Casimiro et al.,
2013). Demonstraram ainda que esta via esta envolvida tanto no desenvolvimento de células
estaminais mamarias como de células de cancro da mama, assim promovendo a iniciacdo do
tumor, progressdo e metastizacdo de células epiteliais mamarias humanas. (Casimiro et al.,
2013)

Dados também mostraram que as células tumorais podem produzir RANKL, atuando
diretamente na diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos, como descrito no mieloma multiplo,
cancro da proéstata, linhas celulares de carcinoma ou neuroblastoma humano. O RANKL
expresso por linfocitos T ou diretamente pelas células cancerigenas liga-se ao seu recetor
RANK na superficie dos precursores osteoclastos. A reabsor¢cdo osteoclastica, por sua vez,
liberta fatores de crescimento a partir da matriz do 0sso, 0s quais podem ativar as células
tumorais (Wittrant et al., 2004).

Foi levantada a hipo6tese do anticorpo RANKL humanizado ser o inibidor mais eficaz
contra metastases dsseas, em detrimento de outras drogas dirigidas aos osteoclastos. Esta

proteina também tem sido descrita como atuando numa fase precoce do desenvolvimento do
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tumor, promovendo a tumorigénese. Por conseguinte, a inibicdo do RANKL podera conferir
uma capacidade preventiva (Tan et al., 2011).

O Denosumab, um anticorpo monoclonal dirigido contra 0 RANKL, inibe a ligacao entre
0 RANK e o seu ligando, RANKL (Schmiedel et al., 2013). Tem sido utilizado em pacientes
nos Estados Unidos e na Europa para prevenir complicacdes dsseas em pacientes com tumores
solidos. Contudo, 0 mesmo néo se verifica em pacientes com mieloma multiplo (Costa et al.,
2013).

1.4.4 Delecéo condicional do RANK em células epiteliais com expressdo de queratina 5
positivas

Os genes knockout fornecem uma ferramenta poderosa para identificar e caracterizar a fungao
de um gene, pela manipulacdo do genoma de murganhos, atraves de recombinacdo homologa
nas células estaminais embrionarias. Alvejar um gene condicionalmente usando o sistema de
recombinacdo mediado por Cre/loxP oferece uma nova abordagem para determinar a funcéo do
gene. A expressao da enzima Cre pode ser confinada a certos tecidos em linhas de murganhos
transgénicos, através de promotores especificos para os tipos de células em estudo. Com isto, a
recombinase Cre pode reconhecer sitios loxP e catalisar a recombinacdo especifica de um
segmento génico ou gendmico numa célula ou tecido especifico. Assim, este modelo de
murganhos transgénicos, onde a recombinase Cre € induzida, facilita ainda mais a anélise do
gene knockout condicional e permite o estudo da funcdo do gene em células e momentos
especificos de forma altamente controlada (Liang et al., 2009).

A queratina 5 (K5), um membro de queratinas do tipo Il, é expressa em parceria com uma
queratina do tipo I, queratina 14 (K14), em células epiteliais do timo e na camada basal do
epitélio escamoso estratificado da pele. Liang et al., demonstraram que utilizando o promotor
do gene da K5, a expressdo do gene reporter controlado por este, em murganhos transgénicos,

recapitula os perfis de expressdo da K5 enddgena no epitélio basal.

1.5 OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo deste trabalho esta focado no potencial envolvimento da via de sinalizacéo
RANK/RANKL na leucemia de células T, uma vez que varios estudos ja demonstraram que

tanto o recetor como o ligando podem ser expressos, respetivamente, em células cancerigenas
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e linfocitos T ativados. Para este proposito, foram utilizados modelos de murganhos TEL-
JAKZ2, a linha celular EL4.2 e murganhos K5-CRE/Rank Flox.

Os objetivos principais deste estudo sao:

1.

Determinar os niveis de expressao de RANKL em células T leucémicas:
1.1  Estudar a expressdo do mRNA de RANKL em células T leucémicas de
murganhos TEL-JAK2 e comparar com timdcitos de estirpe selvagem por RT-
PCR quantitativo.
1.2 Verificar a expressdo da proteina RANKL tanto a superficie como no
interior das células de murganhos TEL-JAK2 e comparar com células de estirpe
selvagem por imunofluorescéncia em citometria de fluxo.
Analisar como a expressdao do gene RankL é modulada pela estimulacdo da
sinalizacdo do TCR:
2.1 Verificar a expressdo de RANKL em células de érgdos linfoides em
modelo de murganhos TEL-JAK2 e em células da linha celular de linfoma
EL4.2, por citometria de fluxo, quando colocadas em cultura com ativadores da
via de sinalizacdo do recetor TCR (PMA, lonomicina e PHA).
2.2 Verificar a expressdo de RANKL por citometria de fluxo em células
leucémicas TEL-JAK2 quando postas em culturas com inibidores da via de
sinalizacdo TCR, como o caso do inibidor IKK (BMS-345541) e Actinomicina
D.
Por ultimo, queremos verificar se a expressdo de RANKL a superficie das células
depende da expressdo do RANK em células microambientais.
3.1 Para se obter murganhos knockout para o gene Rank, K5-CRE*/ Rank™F,
quisemos realizar cruzamentos entre murganhos de estirpe K5-CRE e estirpe
Rank Flox.
3.2 Verificar a expressdo da proteina RANKL, por citometria de fluxo, em
timdcitos de murganhos K5-CRE*/ RankPF e comparar com timécitos de
murganhos de estirpe selvagem.
3.3 E ainda, queremos verificar a expressdo da proteina RANKL por
citometria de fluxo em células leucémicas transplantadas em murganhos K5-
CRE*/ Rank™F e K5-CRE*/ Rank™.

O objetivo deste trabalho centrou-se na aquisi¢do de mais e melhor informacao sobre os

mecanismos da via de sinalizacdo RANK/RANKL na LLA-T e, por outro lado, responder a
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guestdo sobre se 0 RANKL desempenha ou ndo um papel importante no desenvolvimento deste
tipo de leucemia em humanos, de forma a elaborar estratégias terapéuticas dirigidas contra a
sinalizacdo RANK/RANKL.
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1.1 Manutencéo e cruzamento de murganhos geneticamente modificados

Para este estudo foram utilizados:

1) Murganhos (espécie Mus musculus) transgénicos EuSRo-TEL-JAK2 (Carron et al.,
2000) que expressam a proteina de fusdo TEL-JAK2 em células de linhagem linfoide,
que foram fornecidos pelo Dr. Jacques Ghysdael (Institut Curie, Franca);

2) Murganhos mutantes Rank-floxed (Hanada et al., 2009), que contém sequéncias loxP a
flanquear os exdes 2 e 3 do gene Tnfrsflla, foram fornecidos pelo Dr. Josef Penninger
(IMBA, Austria);

3) Murganhos transgénicos Tg.K5-Cre (Tarutani et al., 1997), que expressam a
recombinase Cre em células epiteliais do timo e da pele, fornecidos pela Dra. Paula
Martinez (CNIO, Espanha) com autorizagdo do Dr. Junji Takeda (Universidade de
Osaka, Jap&o).

Para verificar o papel da sinalizacdo do RANK, no desenvolvimento e progressdo de
células T, inativamos o recetor Rank. Como a inativacdo do gene Rank leva a uma série de
anomalias graves, no desenvolvimento pds-natal do 0sso, usdmos uma estirpe de murganhos
“knockout” condicional para inativar este gene s6 em células epiteliais que expressem queratina
5 (K5). Murganhos transgénicos K5-Cre expressam a recombinase Cre em queratindcitos e
células epiteliais do timo, por isso a inativacdo do Rank sera limitada a apenas alguns tipos de
células, permitindo assim um desenvolvimento normal dos murganhos sem o aparecimento de
anomalias dsseas (Hanada et al., 2009). Para obtermos murganhos Rank knockout realizdmos
cruzamentos entre murganhos da estirpe Rank-flox e murganhos da estirpe K5-CRE obtendo,
no final, murganhos K5-CRE*/Rank™®/Fox Nestes animais, devido a presenca de sequéncias
loxP a flanquear os exdes 2 e 3 do gene Tnfrsflla, estes serdo especificamente eliminados pela
recombinase CRE expressa em células da pele e do timo, (ver figura 2.1) (Hanada et al., 2009
e Tarutani et al., 1997).

Todos os murganhos foram mantidos no Biotério CBMR/UAIg (Faro, Portugal) e, sendo
que todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as recomendagfes
da comissdo Europeia (2010/63/UE) e da Direcdo-Geral da Alimentacdo e Veterinaria
(Decreto-Lei n°113/2013), para o cuidado e uso de animais de laboratério. Todos 0s murganhos
(estirpe selvagem, transgénicos e mutantes) foram sacrificados por inalagdo de CO». Murganhos

portadores do transgene TEL-JAK foram mortos apds aparecimento de sinais de doenga, como
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dispneia causada pela expansdo maciga de células leucemicas no timo ou fraqueza causada pela

disseminacéo de células leucémicas em 6rgéos vitais, como a medula 6ssea, pulmdes e figado.

Murganho Murganho
Flon/Fiox

Rank K5- CRE
@/ @/
Tnfrsflla I EX2 EX3 | EX4 EXS EX2 EX3 EX4 EXS Tnfrsflla
Tnfrsflla I EX2 EX3 | EX4 EXS

EX2 EX3 EX4 EXS Tofrsflla

< : loxP

Murganho

Fiow/ Fiox

Rank
.O KS-CRE.
l EX4 EXS Tnfrsflla
| EX4 EXS Tnfrsflla

Figura 2. 1 Diagrama esquematico de como gerar um murganho knockout condicional.

Para gerar um murganho knockout condicional para o gene Rank realizaram-se cruzamento entre murganhos K5-
CRE* (em cima do lado direito) com murganhos que sejam homozigéticos para o alelo flox (em cima do lado
esquerdo). Os murganhos knockout sdo homozig6ticos para o alelo flox e positivos para a recombinase CRE,
enquanto que os murganhos da estirpe selvagem sdo CRE- (ndo apresentados na figura), e sdo obtidos por
genotipagem, como descrito no ponto 11.2.

1.2 GENOTIPAGEM DE MURGANHOS

A genotipagem foi feita através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do DNA genémico,
extraido da ponta da cauda do respetivo murganho. Em primeiro lugar, a cauda foi digerida a
55°C durante a noite usando 100 pg/ml de proteinase K em 500 pl de solugdo-tampdo de lise
[200 mM NaCl, 100 mM Tris.HCI (pH8.3), 5 mM EDTA, 1% Triton X-100]. Apds a
dissociacdo completa da cauda, inativou-se a proteinase K por incubacdo a 90°C durante 10
minutos. Em seguida fez-se a purificacdo do DNA das amostras: centrifugou-se a 14000 rpm
durante 15 minutos, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf contendo 500
pl de isopropanol e voltou-se a centrifugar durante 10 minutos a alta velocidade para obter o
DNA precipitado como pellet. Descartou-se o sobrenadante por inversdo do tubo e adicionou-

se 500 pl de etanol a 70% seguindo-se nova centrifugacdo durante 3 minutos a alta velocidade.
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O sobrenadante foi novamente descartado e 0 DNA resuspendido em 200 pl de solugédo-tampao
TE (pH 8) [10 mM Tris-HCI (pH8.0), 1 mM EDTA] para dissolver o DNA. Quando né&o
utilizadas imediatamente, as amostras foram armazenadas a 4°C.

A amplificacdo por PCR foi feita usando uma mistura que continha 2 pl do DNA extraido,
2,5 yl de 10X Tampdo DreamTagq (que ja inclui 20 mM de MgCl>) (Thermoscientific), 0,5 pl
de mistura de nucle6tidos (ANTP), 0,5 pl de cada primer, (indicados na tabela 2.1), 0,1 ul de
Tag polimerase de DNA (Thermoscientific), e agua MilliQ esterilizada para completar o
volume total de 25 ul. A amplificacdo foi realizada no aparelho C1000 ThermalCycler (Bio-
Rad) sob condi¢des que estdo descritas também na tabela 2.1.

Em seguida, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese num gel de agarose
(Lonza) (entre 1% e 2% de agarose, dependendo do peso molecular dos produtos de PCR a
analisar) em Tampédo TAE (40 mM Tris base, 40 mM &cido acético, 1 mM EDTA), corados
com Green SafePremium (Nzytech) e visualizados através de luz UV. A interpretacdo dos
resultados foi feita como indicado na tabela 2.1.
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Tabela 2. 1: Primers e condic¢des de PCR utilizados na genotipagem

9¢

Rank Flox

Rank-Int3 Forward
Rank-Int3 Reverse
Rank-Int1 Forward

5’-CTGGTGGTTGTTCTCCTGGTGTCAT-3"
5’-AGTGTGCCTGGCATGTGCAGACCTT-3’

5’-GGCAGAACTCGGATGCACAGATTGG-3'

Alelo selvagem
Alelo flox
Alelo deletado

256 bp
390 bp
566 bp

95°C

5 minutos

95°C
60°C
72°C

30 segundos
45 segundos
45 segundos

35 ciclos

72°C

5 minutos




11.3 RECOLHA DE AMOSTRAS DE CELULAS DO TIMO E LISE
CELULAR

Os orgéos linfoides foram recolhidos de murganhos sacrificados, pesados e mantidos numa
solucédo de Tampdo salino de fosfato (Phosphate buffered saline — PBS) (LONZA) estéril a 4°C
durante o menor tempo possivel, até ao seu processamento. O timo ou um fragmento deste, foi
colocado num 1 ml de reagente de Trizol (Invitrogen) para a extragdo de RNA. Para dissolver
os tecidos, fizeram-se consecutivas passagens através de uma ponta do pipetador de 1000 pl,
seguido de uma seringa com agulhas estéreis de diametro interno cada vez menor (21G, 23G, e
26G). Depois, as amostras em Trizol (Invitrogen) foram incubadas a temperatura ambiente por
5 minutos, para permitir a dissociacdo completa dos complexos nucleo proteicos. As amostras
em Trizol assim obtidas foram colocadas a -80°C para serem conservadas até a sua utilizagdo.

I1.4 EXTRACAO DE RNA

O RNA total foi extraido usando o reagente de Trizol (Invitrogen) seguindo as instrugdes do
fabricante. Em primeiro lugar, adicionou-se 200 pl de cloroférmio (BDH Prolabo) por ml de
Trizol a cada tubo preparado no ponto anterior, agitou-se vigorosamente durante 15 segundos
e incubou-se a temperatura ambiente durante 10 minutos. Centrifugou-se as amostras
(Centrifuga 3K15, Sigma) a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 500 pl de isopropanol (BDH prolabo) para precipitar o0 RNA,
misturou-se cuidadosamente e incubou-se a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Seguidamente, as amostras foram novamente centrifugadas a 12000xg durante 10 minutos a
4°C, descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 1 ml de etanol a 75% (livre de RNase) e agitou-
se no vortex. As amostras foram de novo centrifugadas a 7500xg durante 15 minutos a 4°C e
os pellets obtidos foram deixados a secar em vacuo a temperatura ambiente entre 5 a 10
minutos. De seguida, os pellets foram dissolvidos em 50 ul de agua tratada com DEPC (livre
de Rnases), seguindo-se uma incubacéo a 55°C. As amostras assim obtidas foram armazenadas
a longo prazo a -80°C.
A quantidade de RNA total de cada amostra foi avaliada pela determinagédo da densidade
Otica no espetrofotometro Nanodrop 2000c (ThermoScientific) e a sua qualidade foi avaliada
através da migracdo de bandas num gel de agarose. Para tal, 2 ul de cada amostra de RNA foi
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diluida em 8 ul de agua tratada com DEPC em microtubos estéreis, ao qual se adicionou 2 pl
de solucédo de carregamento com corante Orange (6X). Carregou-se cada poc¢o do gel com 12
ul das diferentes amostras. De seguida migrou-se num gel de agarose a 120 V durante 30
minutos. Finalmente, recorrendo ao aparelho Syngene GeneFlash, verificou-se a fluorescéncia
das bandas e, estando 0 RNA intacto, visualizando-se claramente 3 bandas correspondentes ao
RNA ribossomal (28S, 18S, e 5S).

11.5 ELIMINACAO DE DNA CONTAMINANTE NAS AMOSTRAS DE
RNA TOTAL

O DNA gendmico contaminante em amostras de RNA total foi removido pela digestdo com
DNase | (Fermentas). Ao volume correspondente a 1 g de RNA total previamente extraido foi
adicionado 1 pl de reacdo tampéo 10X com MgClz, 1 pl DNase I livre de RNase (1U/ pl) e
agua tratada com DEPC para perfazer o volume de 10 pl. De seguida, as amostras foram
agitadas e sujeitas a uma breve centrifugacdo, seguindo-se a incubagdo a 37°C durante 30
minutos. Para inativar a enzima no final da reacdo, adicionou-se 1 pl de 25 mM EDTA e as
amostras foram sujeitas a nova incubacdo durante 10 minutos a 65°, sendo posteriormente

transferidas para gelo.

11.6 REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA

As amostras de RNA preparadas como descrito em 1.2 a 11.4 foram processadas utilizando o
kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (ThermoScientific) para se obter o DNA
complementar (cDNA). Para este fim, adicionou-se 1 ul de oligo(dT).s primer (0,5 pg/ pl) a 11
pl de amostra de RNA, preparado como descrito no ponto anterior. Incubou-se as amostras a
70°C durante 5 minutos e posteriormente arrefeceu-se em gelo. Nesta fase adicionou-se 0s
seguintes componentes: 4 pl de tampdo de reacdo 5X, 1 pl de inibidor de ribonucleases
RiboLock (20U/ul) e 2 pl da mistura de 10 mM de dNTP. Apds este procedimento, a mistura
foi centrifugada para recolher todo o conteudo no fundo do tubo, e em seguida incubou-se a
37°C durante 5 minutos. Depois adicionou-se 1 ul de RevertAid M-MuLV Transcritase
(200U/pl) e incubou-se a mistura durante 60 minutos a 42°C. A reagéo foi terminada aquecendo
a mistura a 70°C durante 10 minutos, seguindo-se o arrefecimento em gelo.
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Preparou-se séries de 3 dilui¢des (1/10, 1/20 e 1/40) do produto original do RT em agua
estéril desionizada. As amostras assim obtidas foram armazenadas a -20°C, a curto prazo, até

serem usadas para amplificacédo por PCR.

11.7 TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DE PCR QUANTITATIVO
(RT-gPCR)

Para quantificar a expressdo de RankL, o cDNA preparado como descrito em 1.6 foi
amplificado recorrendo a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) quantitativo, utilizando
primers especificos indicados na Tabela 2.2. Para este propoésito foi usado Maxima SYBR
Green/ROX gPCR (Thermoscientific).

As reagdes de PCR foram preparadas em micro-placas de 96 pogos (ThermoScientific).
Os 23 pl da mistura principal continham: 2X mistura principal Maxima SYBR Green/ROX
gPCR, 0,3 uM de cada primer e um volume de agua desionizada estéril para completar o volume
de 23 pul, ao qual foi adicionado 1 pl de cDNA de cada amostra, diluido a 1/20. Os pogos foram
selados com papel adesivo B Microseal® (Bio-Rad). O PCR foi realizado usando um
ThermalCycler C1000 (BioRad) associado a um sistema de detecdo de PCR a tempo real CFX
96, efetuado sob as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 95°C durante 10 minutos e 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15 segundos seguido de emparelhamento a 60°C durante
30 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos. Agua estéril foi usada como controlo
negativo. Os resultados de PCR foram analisados pelo software CFX Manager (Bio-Rad),
versdo 1.6, e tratados com o método comparativo Ct (método 224¢(M) relacionado com o
namero ciclos necessarios para a detecdo limiar de cada produto PCR e normalizado para

expressdo de Hprtl (gene de referéncia) como controlo enddgeno. (Livak e Schmittgen, 2001).
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Tabela 2. 2: Sequéncias de primers utilizados em RT-gPCR

Gene de rato Primer Sequéncia de primers Produto PCR
mHprtl
Hprtl Forward CGCCTCCCGCTCCATGTTCC 249 bp
Reverse GTTCCTTCTGCACGGCCCCC
mRankI-MF
RankL Foward CGCCTCCCGCTCCATGTTCC 257 bp
Rverse GTTCCTTCTGCACGGCCCCC

Hprtl, Hypoxanthine Phosphoribosyl transferase; RANKL, ligando do recetor ativador do fator nuclear kapa B.

11.8 LINHAS CELULARES

Para este trabalho foi selecionada a linha celular linfoblastdide EL4.2 isolada de um linfoma de

linfocitos T de murganho.

11.9 CELULAS PRIMARIAS

As suspensdes celulares primarias foram preparadas a partir de timos e bacos de murganhos
TEL-JAK2; K5-CRE/Rank-Flox e murganhos do tipo selvagem, dissociando o érgdo contra um
filtro celular Falcon® 70 um (BD Biosciences) com a ajuda de um émbolo, ambos estéreis, e
lavado com uma solucdo estéril de PBS.

Para determinar a concentracdo e numero de células, pipetou-se 20 ul de suspensao
celular para um tubo eppendorf e adicionou-se 10 pl de azul de tripano a 5% (Sigma). As células
viaveis foram contadas numa camara de Neubauer (Optik Labor). A equacdo para determinar o
namero de células por milimetro quadrado é a seguinte:

N células por ml (suspensdo) = células / quadrado (cada quadrado tem 9 mm? de é&rea) X

10* X fator de diluigdo (azul de tripano e dilui¢Ges a partir da suspenséo original)

11.10 CULTURAS CELULARES

Como culturas celulares para estudar a expressao de RANKL utilizdmos a linha celular EL4.2
e células primarias TEL-JAK2 e K5-CRE/Rank Flox.
O isolamento e a dissociacéo dos 6rgéos linfoides das células primarias foram feitos com

PBS.
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As células EL4.2 foram mantidas em meio RPMI-1640 (LONZA), suplementado com 10
% de Soro fetal bovino (fetal bovine sérum - FBS), Penicilina (100
unidades/mL)/Estreptomicina (100 pg/mL) e 2 mM L-glutamina e diluidas regularmente com
meio de cultura fresco de forma a manter a concentragdo celular abaixo de 1x10°8 células/ml.
Primeiro, dissociaram-se os agregados de células pipetando vérias vezes a cultura com o auxilio
de uma pipeta de 10 mL, seguindo-se a contagem das células, como descrito no ponto 11.9.
Para o isolamento de células primarias foi utilizado o procedimento descrito no ponto I1.9.

O volume correspondente a 2x108 de células foram suspensas em 10 ml de meio RPMI-
1640 (LONZA) suplementado e transferido para placas de 6 pocos, onde cada pogo continha
1,5 ml. As células foram estimuladas com 10 ng/ml de Forbol 12-miristil 13-acetato (PMA)
(SIGMA), 250 ng/ml de lonomicina (SIGMA), 5 ug/ml de Fitohemaglutinina (PHA) (SIGMA),
10 uM de inibidor IKK (BMS-344501) (CALBIOCHEM), ou 1 ng/ml Actinomicina D
(SIGMA), conforme indicado, e incubou-se a 37°C numa atmosfera humidificada de CO2a 5%
durante 18 CO.

11.11 CITOMETRIA DE FLUXO

11.11.1 Detecdo de proteinas a superficie celular

Um volume contendo 1x10° células foi transferido para um tubo de poliestireno de 5 ml com
fundo redondo (BD Falcon) e adicionou-se 1 ml de solucdo PBS/3%FBS/10 mM NaN3 fria. Em
seguida, as células foram centrifugadas a 300xg durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
posteriormente descartado e as células foram incubadas em gelo, no escuro, durante 1 hora,
com anticorpos marcados com fluorocromo (BioLegend) nas concentragdes indicadas (Tabela
2.3) num volume total de 50 pl de solucdo PBS/3%FBS/10 mM NaNs fria. Apés a incubacéo,
as células foram lavadas duas vezes com 1 ml de solucdo PBS/3%FBS/10 mM NaNs,
resuspendidas com 1 ml de solugdo PBS/10 mM NaNs e analisadas no citometro de fluxo FACS
Calibur (BD Biosciences). Para determinar a viabilidade celular, preparou-se um tubo com
células suspendidas num 1 ml de solugdo PBS/10 mM NaN3s contendo 2.5 pg/ml de iodeto de

propidio (IP). Os resultados foram analisados usando o software CellQuest (BD Bioscience).
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11.11.2 Detecéo de proteinas intracelulares

Um volume contendo 1x108 células foi transferido para um tubo de poliestireno de 5 ml com
fundo redondo (BD Falcon) e adicionou-se 1 ml de solu¢do PBS/3%FBS/10 mM NaNs fria. Em
seguida, as células foram centrifugadas a 300xg durante 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante
descartado por inversdo do tubo. De seguida, as células foram fixadas com 100 pl de uma
solucdo de fixacao e permeabilizacdo 1X (BD Biosciences) a temperatura ambiente durante 20
minutos. Apos este procedimento, adicionou-se 1 ml de solugdo PBS/0.5% BSA/0.1% saponina
fria e centrifugou-se novamente durante 5 minutos. De seguida, o sobrenadante foi descartado
e as células foram suspensas em 50 pl de PBS/0.5% BSA/0.1% saponina contendo anticorpo
nas concentracdes indicadas (Tabela 2.3) e incubou-se durante 1 hora no gelo. Ap6s a incubacao
as células foram lavadas 2 vezes com 1 ml de solucdo PBS/0.5% BSA/0.1% saponina,
resuspendidas num 1 ml de PBS/10 mM NaNse analisadas no citometro de fluxo FACS Calibur
(BD Biosciences).

Tabela 2. 3: Anticorpos utilizados na analise de citometria de fluxo

Antigene de murganho Anticorpo Clone Flurocromo Concentracgdo Final
Armenian hamster
CD3¢ 145-2C11 FITC 1/200
1gG

CD4 Rat IgG2b, « GK1.5 FITC 1/200

CD4 Rat IgG2b, GK1.5 PE 1/200
CD8-PE/Cy5 Rat [gG2a, 53-6.7 PE/Cy5 1/400
CD90.2 (Thy1.2) Rat IgG2b, k 30-H12 FITC 1/500
RankL (CD254) Rat IgG2b, 1K22/5 PE 1/200
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11.12. INJECAO INTRA VENOSA DE CELULAS LEUCEMICAS

Sacrificaram-se murganhos leucémicos TEL-JAK2 em que foi retirado o timo para se proceder
a suspensdo celular priméria como descrito no ponto 11.9. Em seguida fez-se contagem de
células por ml, onde se retirou um volume contendo 5 x 10° células para injetar (volume de 0.1
ml) na veia da cauda de cada um dos murganhos, murganhos K5-CRE*/Rank™®/Flox ¢ K5-
CRE*/Rank* %, Aproximadamente 15/20 dias apds a injecdo de células, verificacando-se
sinais de leucemia, os murganhos foram abatidos. Recolheu-se o timo para suspenséo celular,
como descrito no ponto I1.9. Posteriormente realizou-se uma analise de citometria de fluxo para

detetar a expressao da proteina RANKL a superficie da célula, como descrito no ponto 11.11.1.
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CAPITULO Il - RESULTADOS



111.1 CARACTERIZACAO DA LEUCEMIA EM CELULAS TEL-JAK2 A
NIVEL DE EXPRESSAO CD3, CD4 E CD8

Inicialmente quisemos confirmar a caracterizacdo do desenvolvimento de leucemia em
murganhos TEL-JAK2. Para isso, vigiamos murganhos TEL-JAK2 até apresentarem sintomas
de doenca terminal, sendo posteriormente mortos para andlise. Uma vez que as células
leucémicas originam-se no timo e espalham-se para varios 6rgdos linfoides (Fernandes et al.,
2015), procedemos a extracdo de células do timo, baco e ganglios linfaticos.

Apbs analise feita por citometria de fluxo a fim de verificar a expressdo de CD3, CD4 e
CD8, observamos uma grande proporc¢éo de células CD4"CD8" DP no timo saudavel (> 80%),
tal como esperado. No entanto, na presenca de um timo doente, constatimos um aumento de
células CD4CD8* (CD8" SP) em detrimento de células DP (Figura 3.1 A). Igualmente
verificamos que o baco de um animal doente apresentava um aumento de células nos
compartimentos CD4*CD8"* DP e CD8", enquanto que os ganglios linfaticos apresentavam uma
populacdo mais frequente de células CD8" SP (Figura 3.1 A).

Quanto a expressao de CD3 em murganhos doentes, entre o timo doente e o timo saudavel
ndo anotamos grandes diferencas. Sendo no timo selvagem a populacdo maioritaria CD3*CD4",
constatando um ligeiro aumento de células CD3" SP no timo doente. No bago doente havia um
aumento na populacdo CD3"CD4", no entanto nos ganglios linfaticos a populacdo maioritaria
era CD3"CD4', correspondendo, muito provavelmente, a células CD3*CD8" (Figura 3.1 B).

35



>
w

TELJAK2 TELJAK2
b e "
- THRER | 4w I 4 (1 1746%
gﬁ, N 2 ;ﬁ 1 »
a® ! 8 o 3o ass
.- 'r - A‘ - l v - . L4
e ) 16%
] | g
'.-‘Fv.n—'_o-....-u-—-,_'tw-( : g
’ y w o ow " o
@ Estirpe Selvagem W 0w W W v Estirpe Selvagem
°T T | ® o1 B '
1 134 | 5 _ I -1 % 1 23% % LT 6240
: ~ 2 ! k- 3
= 17 : 1 ¢ ,} _2
o e . 1 k4 ? - o g < 1 ¥
£ 1 ). ,1 18 % Lo g ot e )
i W50 LN - { e i Bk
‘:,,'/ __’_" ,..',,—. v -':l wq‘ 2% . " e Tl o9 —v— 24 'ﬂ‘
' ) ~ e~ e : - "".,,"' -
- - ‘s : 21 oY
= 3% .wm; " 1 1% ™ a i 13% Man " 1 1% 15%
a " #ﬂ b | a . 3 & w3 3
T - s _—n 'y 4 3
s | | 5T v s AT 1 :
o - i —;';“x -3 S a T - % =
o} i } A nw | Tl
_ R "'r‘ -“‘ 'A".""I',’ e "f, ~'.'"""'—*'—M -~ ACvveere— -“'."M‘---v'- rvemC e
1 0 ] ] y ) Vv W » 4 )
. >
D8 (80

Figura 3. 1: Caracterizagdo das células leucémicas em murganhos leucémicos TEL-JAK2 CD3, CD4 e CD8
através de citometria de fluxo.

A) Caracterizacdo de células CD4 CD8 em suspensdes celulares de nodos linfaticos, timo e bago de murganhos
leucémicos TEL-JAK2 (n=2) e o seu controlo com murganhos de estirpe selvagem (n=2). B) Caracterizacéo de
células CD3 CD4 em suspensoes celulares de nodos linfaticos, timo e baco de murganhos leucémicos TEL-JAK?2
(n=2) e o seu controlo com murganhos de estirpe selvagem (n=2). Indica a percentagem de células em cada
quadrante.

111.2 DETERMINACAO DO NIVEL DE EXPRESSAO DE RANKL EM
CELULAS LEUCEMICAS TEL-JAK2

111.2.1 O RANKL ¢ significativamente mais expresso em células leucémicas TEL-JAK2

do que em timdcitos de estirpe selvagem

Para quantificar a expressdo de RANKL em células leucémicas recolhidas de ratinhos
transgénicos TEL-JAK2 com doenca terminal, realizou-se uma andlise quantitativa por RT-
PCR. Os valores de CT referentes a expressao de RANKL para cada amostra foram obtidos em
triplicado e normalizados recorrendo a determinacéo da expressdo do gene de referéncia Hprt1.
Entre outros genes de referéncia este foi testado anteriormente no laboratorio de acolhimento e

foi demonstrado ser apropriado para este tipo de amostras bioldgicas (Fernandes et al., 2015).
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Como se pode verificar na figura 3.2, os niveis de expressdo de RANKL sdo mais
elevados em timocitos leucémicos TEL-JAK2 quando comparado com timacitos de estirpe
selvagem. Apesar de terem sido analisadas poucas amostras, estes resultados estdo de acordo
com resultados obtidos previamente no laboratério (Anexo A). Portanto, ambos os estudos
apoiam a hipdtese de um aumento na expressdo do RANKL durante o desenvolvimento da
leucemia de células T nos murganhos TEL-JAK2.
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Figura 3. 2: Niveis relativos de expressdo de mRNA de RankL em timécitos leucémicos TEL-JAK2 e
timdcitos de estirpe selvagem (ES).

Anaélise dos niveis de mMRNA de RankL (normalizado pela expressao de Hprtl) em timécitos leucémicos recolhidos
de trés murganhos transgénicos TEL-JAK2 (TEL-JAK2) e, duas amostras de timécitos recolhidos de murganhos
de estirpe selvagem (ES) (relativo a expressdo de uma amostra de estirpe selvagem, normalizado para 1) por RT-
gPCR. **; P = 0,0056 (teste t de Student emparelhado)

111.2.2 A proteina RANKL é mais expressa no interior das células leucémicas TEL-JAK2

Para verificar a quantidade de RANKL total em células leucémicas comparando com timdcitos
de estirpe selvagem, procedeu-se a uma analise por citometria de fluxo em células fixadas e
permeabilizadas na qual se utilizou um anticorpo monoclonal para a proteina RANKL
conjugado com ficoeritrina (RANKL-PE). Este método permite-nos detetar a proteina total em
ambos os compartimentos, tanto a superficie como no interior das células.

A nossa analise cingiu-se a populacdo de células grandes (leucdcitos viaveis), como
indicado na Figura 3.3 A e B. Na figura 3.3 C pode-se verificar que as células leucémicas
recolhidas de ganglios linfaticos de murganhos transgénicos TEL-JAK2 apresentavam um
ligeiro aumento da expressdo de RANKL comparativamente as células dos ganglios linfaticos
de murganhos de estirpe selvagem (que incluem uma composicdo complexa de células
hematopoiéticas). Em contraste com as células leucémicas de ganglios linfaticos, os timdcitos
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leucémicos TEL-JAK2 apresentavam um grande aumento da expressdo de RANKL
comparando com a expressdo em timdcitos de estirpe selvagem. Com estes resultados podemos
concluir que a expressdo de RANKL é maior em células leucémicas TEL-JAK2 que em
timdcitos normais.
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Figura 3. 3: Andlise da expressdo da proteina RANKL no interior de células leucémicas e células de estirpe
selvagem (ES) recolhidas do timo e de ganglios linfaticos de murganhos TEL-JAK2 e murganhos de estirpe
selvagem por citometria de fluxo.

A) Estratégia de selecdo de células de estirpe selvagem analisadas (R2); B) Estratégia de selecdo de células
leucémicas TEL-JAK2 analisadas (R2); C) Expressdo de RANKL em células leucémicas e de tipo selvagem
recolhidas dos ganglios linfaticos e do timo. O sombreado roxo corresponde a células sem anticorpo e a linha verde
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corresponde a células marcadas com anticorpo especifico, RANKL-PE. Esta experiéncia foi realizada em células
dos ganglios linfaticos: uma amostra da estirpe selvagem e duas amostras de células leucémicas TEL-JAK2; e em
timdcitos: duas amostras da estirpe selvagem e seis amostras leucémicas TEL-JAK2 cultivadas durante 18 horas
em meio RPMI contendo DMSO.

111.2.3 Linfécitos T leucémicos TEL-JAK2 apresentam niveis superficiais de proteina
RANKL muito baixos.

Para detetar a expressdo de RANKL a superficie de linfdcitos T, procedeu-se uma vez mais a analise
por citometria de fluxo utilizando o mesmo anticorpo monoclonal de murganho RANKL-PE. Como se
pode ver na figura 3.4, os timocitos leucémicos TEL-JAK2 apresentavam um ligeiro aumento na
expressdo de RANKL, a superficie das células comparado com os timécitos da estirpe selvagem.
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Figura 3. 4: Detecdo da expressdo de RANKL a superficie de timécitos leucémicos TEL-JAK2 e timdcitos
da estirpe selvagem por citometria de fluxo.

O sombreado roxo corresponde a células sem anticorpo e a linha verde corresponde a células marcadas com
anticorpo especifico RANKL-PE. Esta experiéncia foi realizada com duas amostras de timécitos de estirpe
selvagem e quatro amostras de timécitos leucémicos TEL-JAK2 cultivadas durante 18 horas em meio RPMI
contendo DMSO.

A analise destes resultados permite-nos confirmar um aumento da expressao da proteina
RANKUL a superficie de células leucémicas, no entanto esta proteina aparenta estar presente em
maior quantidade no interior das células T do que na sua superficie. Com estes resultados
podemos deduzir que a proteina RANKL serd armazenada em compartimentos intracelulares
das células T, migrando para a sua superficie por mecanismos nao determinados para se ligar

ao seu recetor RANK e assim ativa-lo.
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111.3 MODULACAO DA EXPRESSAO DE RANKL EM CELULAS
LEUCEMICAS PELA ESTIMULACAO DA SINALIZACAO TCR

111.3.1 Expressdo de RANKL a superficie das células leucémicas TEL-JAK2 é induzida

através da mimetizacéo da ativacéo da sinalizacdo por TCR

Como a estimulagdo da sinalizacdo do recetor de células T (TCR) induz a expressdo de
maultiplos genes e induz a sobrevivéncia e proliferacdo de linfécitos T, pretendeu-se determinar
se a expressao de RANKL em células leucémicas é controlada por esta via de sinalizacdo,
especificamente através da ativacdo das vias que ativam os fatores de transcricdo NF-xB e
NFAT. Para isso, utilizaram-se os compostos forbol miristil acetato (PMA), que atua a nivel da
quinase de proteinas C (PKC) ativando a via NF-kB, e lonomicina, que atua a nivel da cascata
de calcio ativando a via calcineurina/NFAT. Assim, os timdcitos da estirpe selvagem e
timaocitos leucémicos foram incubados em cultura com PMA+lonomicina ou fitohemaglutinina
(PHA), um ativador da proliferacdo de linfécitos T, durante 18 horas, seguindo-se a analise da
expressao de RANKL por citometria de fluxo. Na figura 3.5 D observamos que nos timocitos
leucémicos TEL-JAK2 a expressdao de RANKL aumentou consideravelmente quando aqueles
foram tratados com PMA+lonomicina, 0 que ja ndo aconteceu quando foram tratados com
PHA.

A figura 3.5 E ilustra a analise estatistica dos resultados apresentdos na figura 3.5 D, onde
se verifica que o aumento da expressdao de RANKL nos timdcitos leucémicos TEL-JAK2 apds
tratamento com PMA-+lonomicina (PMA+I) foi consistentemente e significativamente superior
ao aumento da expressdo em timocitos normais.

Para verificar se nas células leucémicas é preciso a ativacdo simultdnea das vias de
sinalizacdo PKC/NF-kB e calcineurina/NFAT para induzir o aumento da expressdo de RANKL,
cultivdmos células com PMA e a lonomicina separadamente. Como se pode ver na figura 3.5
F, a inducdo da expressdo de RANKL é muito baixa nas culturas com estes compostos
separadamente. Por isso, podemos concluir que nestas células é necesséria a ativacao destas
duas vias de sinalizacdo, NF-kB e NFAT, para induzir um forte aumento na expresséo de
RANKL, ou seja, 0 PMA e a lonomicina funcionam em sinergia para aumentar a expressao de
RANKL nestas células.
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Figura 3. 5: Detecdo da expressdo de RANKL a superficie de timécitos leucémicos TEL-JAK?2 e timécitos
de estirpe selvagem (ES) tratados com PMA e lonomicina ou PHA.

A) As células viaveis foram identificadas e selecionadas (R1) para analise através da marcacdo com lodeto de
propidio (PI); B) Estratégia de selecdo de timdcitos leucémicos TEL-JAK2 ndo tratados incluidas na analise (R2);
C) Estratégia de selecdo de timécitos leucémicos TEL-JAK2 tratados com PMA+lonomicina incluidas na analise
(R2); D) expressdo de RANKL em timécitos da estirpe selvagem (lado esquerdo) e timécitos leucémicos TEL-
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JAK?2 (do lado direito): o sombreado roxo representa células nao tratadas (com DMSO, controlo negativo), a linha
verde representa células tratadas com PMA+lonomicina e a linha rosa sdo células tratadas com PHA, todas
marcadas com anticorpo RANKL-PE (n=2); E) Analise estatistica da expressdao de RANKL em timécitos normais
e timdcitos leucémicos TEL-JAK2: sem tratamento (com DMSO, que é o controlo negativo) (ES n=2, TEL-JAK2
n=4), tratados com PMA+lonomicina (ES n=2, TEL-JAK2 n=4), e tratados com PHA (ES n=2, TEL-JAK2 n=2).
**-P= 0,087 (teste t de Student). F) Analise da expressdo de RANKL em timdcitos leucémicos TEL-JAK2 em
triplicados: sem tratamentos (com DMSO, que é o controlo negativo), tratados com PMA, tratados com lonomicina
e tratados com PMA+Ionomicina. **; P= 0,0088; (DMSO vs PMA-+Iono) ns = ndo significativo (P>0.05) (DMSO
vs lono) (DMSO vs PMA) (teste t de Student emparelhado)

111.3.2 Aumento da expressdo de RANKL em timocitos leucémicos TEL-JAK2 depende

da ativacéo das vias de sinalizacdo NF-kB e da transcri¢cdo do gene RankL

Para confirmar formalmente se 0 aumento da expressdo de RANKL induzido pelo tratamento
com PMA+lonomicina poderé ser devido a ativacao da via de sinalizacdo NF-«kB e consequente
aumento da transcricdo génica, utilizou-se BMS-344501 (inibidor de IKK) e Actinomicina D
(inibidor da transcricdo) para bloquear estes processos. Células leucémicas recolhidas de
ganglios linfaticos de murganhos transgénicos TEL-JAK2 terminalmente doentes foram
incubadas com BMS-344501 em combinacdo com PMA+lonomicina durante 18 horas. Apds
incubagdo analisou-se a expressdo de RANKL em células fixadas e permeabilizadas por
citometria de fluxo. Como se pode verificar na figura 3.6 A, tanto o BMS-344501 como a
Actinomicina D demonstraram capacidade de inibir a inducdo da expressdo de RANKL por
PMA-+lonomicina. Estes resultados indicam portanto que a ativacdo dos fatores de transcri¢do
NF-kB sdo importantes para a indugdo da expressdo de RANKL (Figura 3.6 B).

A TEL-JAK2 B
24
B e PMA— PKC Ca* <« lono
81 — KK 4+ ()
% - e Act 1+ (PHI) v .' )
_?;91 IKKi IKK Calcineurin
384 } |
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N N
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RANKL DNA

RANKL

Figura 3. 6: Determinacdo da expressdo de RANKL em timocitos leucémicos TEL-JAK?2 fixadas e
permeabilizadas por citometria de fluxo ap6s tratamento com: BMS- 344501 (IKKi) em combinagdo com
PMA+lonomicina, Actinomicina D em combinacdo com PMA+lonomicina e PMA+lonomicina.

A) Expressdo de RANKL numa amostra de timocitos leucémicos TEL-JAK2: o sombreado roxo representa células
ndo tratadas (DMSO, controlo negativo) com anticorpo, a linha verde representa células tratadas com
PMA+lonomicina, a linha rosa representa células tratadas com o BMS- 344501 em combinagdo com
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PMA-+lonomicina e a linha azul diz respeito a células tratadas com Actinomicina D em combinagdo com
PMA-+lonomicina, todas marcadas com anticorpo RANKL-PE; B) Esquema informativo do nivel de atuagdo dos
diferentes compostos utilizados: 0 PMA induz a ativacdo da enzima PKC que por sua vez ativa a via NF-xB; o
composto BMS- 344501 vai inibir o IKK inibindo consequentemente a via NF-xB; a lonomicina vai atuar na
cascata de calcio, ativando a via NFAT/calcineurina; finalmente, a actinomicina D vai inibir a transcricdo do gene
Rankl.

111.3.3 A mimetizacdo da sinaliza¢do por TCR também induz a expressdo de RANKL na

linha celular linfoblastica ELA4.

Para verificar se noutro modelo experimental a expressdo de RANKL seria igualmente induzida
por mimetizagao da ativacdo das vias de sinalizagdo ativadas por TCR, tratou-se a linha celular
linfoblastica de murganho EL4.2, com PMA e lonomicina ou PHA durante 18 horas em cultura.
Realizou-se posteriormente uma analise por citometria de fluxo para avaliar a expressdo de
RANKL na superficie das células EL4.2 sujeitas ou ndo a tratamento. Como podemos ver na
Figura 3.7 A, quando postas em cultura com DMSO, ou seja, sem tratamento especifico, e
marcadas com e sem anticorpo RANKL-PE, as células EL4.2 expressam altos niveis de
RANKL. Na Figura 3.7 B pode-se verificar que a expressdo de RANKL aumentou ligeiramente
em células EL4.2 tratadas com PMA-+lonomicina comparando com o controlo negativo, efeito
este que nao se verificou em células EL4.2 tratadas com PHA.

Para averiguar se nestas células seria necessario ativar as duas vias de sinalizacdo, NF-
kB e NFAT, incubou-se as células EL4.2 com PMA e lonomicina separadamente durante 18
horas e de seguida analisou-se por citometria de fluxo a expressdo de RANKL na superficie das
células. Como se pode observar na Figura 3.7 C e D, as células EL4.2 tratadas com PMA
isoladamente sofreram uma inducdo da expressdo de RANKL semelhante aquela de células
tratadas com PMA+lonomicina. Este resultado podera sugerir que provavelmente as células
EL4.2 ja terdo a via NFAT ativa (Figura 3.7 E) e por isso a lonomicina ndo influenciara a

expressao de RANKL neste contexto.
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Figura 3. 7: Detegdo da expressdo de RANKL & superficie de células EL4.2 tratadas com PMA+lonomicina,

PMA, lonomicina e PHA por citometria de fluxo.

A)Expressdo de RANKL em células EL4.2 sem anticorpo RANKL-PE, a roxo, e com anticorpo RANKL-PE, a
linha verde. B) Expressdo de RANKL em células EL4.2: o sombreado roxo representa células néo tratadas (em
cultura com DMSO, controlo negativo) e com o anticorpo, a linha verde representa células tratadas com
PMA-+lonomicina e a linha rosa representa a células tratadas com PHA, todas marcadas com anticorpo RANKL-
PE' C) Expressdo de RANKL em células EL4.2: o sombreado roxo células ndo tratadas (DMSO, controlo
negativo), a linha verde representa células tratadas com PMA, a linha rosa representa células tratadas com
lonomicina e a linha azul diz respeito a células tratadas com PMA+lonomicina, todas marcadas com anticorpo
RANKL-PE; D) Analise estatistica de células EL4.2: ndo tratadas (DMSO, n=4), células tratadas com PMA (n=1),
células tratadas com lonomicina (n=1) e células tratadas com PMA+lonomicina (n=4). *; P = 0,0411 (DMSO vs
PMA+lono); *;P = 0,0304 (DMSO vs PMA); ns - ndo significante (DMSO vs lono). (teste t de Student
emparelhado). E) Esquema informativo do nivel de atuacdo dos diferentes compostos utilizados: 0 PMA induz a
ativacdo da enzima PKC que por sua vez ativa a via NF-kB; a lonomicina vai atuar na cascata de calcio, ativando
a via NFAT/calcineurina, a linha a vermelho esta a sinalizar a via que, em principio, ja esta ativa nestas células.
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111.4 AVALIACAO DA POSSIBILIDADE DA EXPRESSAO DE RANKL
A SUPERFICIE DAS CELULAS LEUCEMICAS TEL-JAK2 DEPENDER
DA EXPRESSAO DO RECETOR RANK EM CELULAS DO
MICROAMBIENTE

111.4.1. Aumento da expressdao do RANKL em timocitos maduros de estirpe selvagem

mutados para o gene Rank

Com o objetivo de estudar o impacto de expressdo de RANK em células epiteliais do
microambiente (Krt5") na expressdo de RANKL a superficie de células leucémicas TEL-JAK2
realizou-se um cruzamento entre murganhos da estirpe Krt5-CRE e estirpe Rank-Flox para se
obter murganhos Krt5-CRE*;Rank™" e Krt5-CRE*:Rank*F (controlo negativo). A utilizagdo do
Krt5-CRE deve-se ao facto desta enzima inativar os alelos “floxed” em células que expressam
queratina 5, especificamente células epiteliais da pele e do timo. De forma a analisar a expressao
da proteina RANKL na superficie dos timdcitos destes murganhos recolheu-se células do timo
para marcacdo e posterior analise por citometria de fluxo. Neste estudo utilizaram-se 0s
anticorpos CD3-FITC, CD8-Cy5 e RANKL-PE para marcar as células. Como também se
pretendia analisar o efeito da auséncia do RANK microambiental em células T maduras CD4
SP (“Single Positive™), as células foram selecionadas por expressarem CD3 e ndo expressarem
CD8 (células CD3* e CD8; na Figura 3.8 A, B).

Na figura 3.8 C pode-se observar que a expressdo de RANKL na superficie de timdcitos
recolhidos de murganhos Krt5-CRE*;Rank™" (murganhos que expressam queratina 5 e ndo tém
RANK nas células epiteliais timicas) é consideravelmente mais elevada do que em timécitos
recolhidos de murganhos Krt5-CRE /Rank*" (células controlo). Como se pode verificar na
Figura 3.8 D, 0 aumento da expressdo de RANKL em timocitos CD4SP na auséncia do seu

recetor no microambiente é consistente e estatisticamente significativo.
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Figura 3. 8: Expressdo de RANKL na presen¢a ou auséncia do seu recetor a superficie de células do
microambiente.

Anélise da expressdo da proteina RANKL por citometria de fluxo em células recolhidas de murganhos com delecéo
condicional de Rank em células queratina 5-positivas do microambiente timico. A) Esquema do desenvolvimento
das células T no timo: células triplas negativas (TN; CD3- CD4 CD8") adquirem a expressdo de CD4 e CD8
“Double-Positive” (DP; CD3- CD4* CD8") e diferenciam-se por fim em células CD4 “Single-Positive” (CD4SP)
ou CD8 “Single-Positive” (CD8SP). B) Estratégia de selegdo das células CD4 SP por expressarem CD3 na
auséncia de expresséo de CD8. (R3) C) Expressdo da proteina RANKL em células recolhidas de murganhos Krt5-
CRE/Rank*F (n=3) e células recolhidas de murganhos Krt5-CRE*/Rank™F (n=3); o sombreado cinzento representa
células ndo marcadas com anticorpo e a linha rosa representa células marcadas com anticorpo RANKL-PE. D)
Analise estatistica da expressdo da proteina RANKL em todas as amostras nas quais se procedeu a analise por
citometria de fluxo. *;P=0,0139 (teste t)

111.4.2. A auséncia do gene Rank em células do microambiente timico néo influéncia a

expressdo de RANKL em células leucémicas

Células leucémicas recolhidas do timo de um murganho TEL-JAK2 doente foram injetadas na

veia caudal de murganhos K5-CRE'/ Rank™ e K5-CRE"/ RankF/F, como descrito no ponto
I1.12 dos Materiais e Métodos. Apds 2 a 3 semanas, 05 murganhos apresentaram sinais de

leucemia e foram sacrificados. Varios orgaos foram retirados e pesados incluindo o timo, bago
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e ganglios linfaticos. Em seguida verificamos a expressdo de RANKL nos 6rgédos linfoides
(timo, baco e ganglios linfaticos) de animais dos dois gendtipos (K5-CRE+/ Rank” e K5-CRE'/
RankF/F). Inicialmente fizemos uma selecdo de células viaveis atraves das regides R1 e R2,

como ilustrado na Figura 3.9 A a D. Depois seleciondamos as células leucémicas atraves da

marcacgao CD8" e CD25', como inidicado na caixa R3 da Figura 3.9 E. Como podemos ver na
figura 3.9 F, as células do bago ndo apresentam qualquer expressdo superficial de RANKL,
enquanto que as células dos ganglios linfaticos e do timo apresentaram expressao um pouco
mais elevada de RANKL. No entanto esse pequeno aumento foi pouco significativo.

Comparando os dois gendtipos verificamos que ndo houve diferencas significativas na
expressao de RANKL (Figura 3.9 G). Com estes resultados podemos verificar que a auséncia
do gene Rank em células do microambiente ndo influenciou a expressdo da proteina RANKL
em células leucémicas, e também ndo aparentou influenciar o desenvolvimento de leucemia de
células T.

Esta experiéncia encontra-se ainda numa fase inicial, uma vez que foram realizadas mais

amostragens (anexo B), mas insuficientes para obter resultados conclusivos.
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Figura 3. 9: Detecdo da proteina RANKL na superficie de células leucémicas na auséncia do seu recetor em
células do microambiente.

Andlise da expressdo de RANKL por citometria de fluxo. A) As células viaveis foram identificadas e selecionadas
(R1) para anélise através da marcagdo com lodeto de propidio; B) Estratégia de selegdo de células leucémicas do
Baco usadas para analise (R2); C) Estratégia de sele¢do de células leucémicas dos Ganglios Linfaticos usadas para
analise (R2); D) Estratégia de selecdo de células leucémicas do Timo usadas para analise (R2); E) Estratégia de
selecdo das células leucemicas por sele¢do de células CD25* e CD8* (R3) e selecdo de células saudaveis CD25 e
CD8 (R4) F) Expressdo da proteina RANKL no Bago, Ganglios Linfaticos e Timo de células de murganhos com
dois gendtipos diferentes (K5-CRE*/ Rank*F (n=2) e K5-CRE*/ Rank™" (n=2) através da selecdo feita pela caixa
R3, a linha verde é referente a células sem anticorpo (Controlo negativo) e a linha rosa é referente a células com
anticorpo RANKL-PE; G) Comparagdo da expressdo de RANKL no Bago, Ganglio Linfaticos e Timo, entre os
dois gendtipos (K5-CRE*/ Rank*F e K5-CRE*/ Rank™), a linha verde é referente a células com anticorpo
RANKL-PE do murganho K5-CRE*/Rank ™ (n=2) e a linha rosa é referente a células com anticorpo RANKL-PE
do murganho K5-CRE*/Rank** (n=2).
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CAPITULO IV — DISCUSSAO



IV.1 FATORES MICROAMBIENTAIS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DA LLA-T

A leucemia de células T é um cancro hematoldgico agressivo, que resulta da transformacao de
células T progenitoras. Nesta doenca é importante a ativacdo de oncogenes, de fatores de
transcricdo e desregulacdo das redes reguladoras da transcri¢do (Herranz et al., 2014). Pensa-se
que a LLA tem origem a partir da ocorréncia de varias lesbes genéticas que sendo importantes
em células progenitoras do sangue comprometem a sua diferenciacdo em células T maduras e
funcionais (Pui et al., 2008). O microambiente de certos 6rgaos, como o timo, sdo estruturas
especializadas onde se localizam as células progenitoras, e como tal revelaram-se importantes
para o desenvolvimento da LLA-T (Lai e Kondo, 2008; Medyouf et al., 2007).

Estudos revelaram que a estimulacdo das vias de sinalizacdo do NF-xB e NFAT
induzem a expressao de RANKL em células T normais (Hikosaka et al., 2008; Walsh et al.,
2013). Sendo 0o RANKL um ligando do recetor ativador do NF-xB (RANK) expresso em células
T, células pro-B e células estromais da medula 6ssea, foi assim sugerido que a principal fungéo
do sistema RANK/RANKL no contexto da resposta imunitaria seria a promoc¢ao da interacdo
entre as células T e as células dendriticas (Walsh et al., 2013; Dougall et al., 1999; Wang et al.,
2001). Estas vias tém mostrado ter um papel importante na regulagdo do metabolismo do 0sso,
na patofisiologia de malignidades hematoldgicas e nas metastases de tumores solidos
(Schmiedel et al., 2013).

O microambiente local de células cancerigenas do cancro da mama e da prostata pode
ser modulado por fatores como 0 RANKL que podem agravar o potencial metastatico das
células malignas (Casimiro et al., 2013). O facto da via de sinalizacdo do RANKL ndo ter sido
ainda estudada na LLA-T foi o motivo pelo qual se pretendeu identificar os mecanismos de
sobreexpressdo do RANKL em células leucémicas e assim conhecer melhor a sua importancia
no desenvolvimento desta patologia.

Para este estudo foi utilizado o modelo de murganho transgénico EuSRa-TEL-JAK2, 0
qual expressa a proteina de fusdo TEL-JAK2 em células linféides. Estes murganhos
desenvolvem espontaneamente uma leucemia rapida e fatal a partir de timdcitos entre as 4 e as
22 semanas de idade. A doenca desenvolvida por estes murganhos é clinica e patologicamente
consistente com a leucemia linfoblastica aguda/linfoma humana (dos Santos et al., 2007; Carron
et al., 2000).
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Anteriormente, investigadores caraterizaram as células leucémicas de murganhos TEL-
JAK2 provenientes de timos, e verificaram que estas apresentaram um drastico aumento de
células CD4°CD8" e uma diminuicdo na percentagem de células CD4*CD8" DP. Ja as células
de bacos e ganglios linfaticos afetados apresentavam um aumento de células CD4*CD8" DP e
CD8" SP (Carron et al., 2000). Os resultados obtidos no ponto 111.1 confirmam estes resultados

publicados.

IV.2 DETERMINACAO DO NIVEL DE EXPRESSAO DO RANKL EM
CELULAS LEUCEMICAS TEL-JAK2

Foi demonstrada a expressdo de RANKL em timocitos CD4" CD8 ou CD4 CD8* SP de
murganhos de estirpe selvagem, sendo contudo a expressdo mais alta em células CD4" SP
(Josien et al., 1999). De acordo com ensaios de RT-gPCR realizados no laboratério de
acolhimento (dados nao publicados, ver anexo A) foi confirmado que o mMRNA do RANKL é
sobre-expresso em células leucémicas TEL-JAK2, em comparacdo com timocitos de estirpe
selvagem. Quando analisamos a expressdo de RANKL tanto a superficie como no interior de
timdcitos leucémicos TEL-JAK2 por citometria de fluxo, observdmos que a expressdo de
RANKL ¢ mais elevada no interior das células leucémicas do que a superficie. No entanto, a
expressao do RANKL intracelular foi mais acentuada nas células leucémicas do timo quando
comparadas com as dos ganglios linfaticos, quando comparados com células de estirpe
selvagem. Uma hipétese a considerar sera de o timo possuir um microambiente especializado,
distinto do dos ganglios linfaticos.

Com estes resultados podemos concluir que timocitos leucémicos expressam niveis
elevados de RANKL. Porém, a expressdo desta proteina é mais acentuada no interior dos
timdcitos leucémicos do que a sua superficie, deduzindo assim que 0 RANKL esta presente no

interior das células e s6 depois é que migra para a sua superficie.
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V.3 MODULACAO DA EXPRESSAO DE RANKL PELA
ESTIMULACAO DA SINALIZACAO DO TCR

Assinalizacdo do TCR favorece a disseminacéo ou acumulacao de células leucémicas em 6rgaos
linfoides periféricos de murganhos TEL-JAK2 (dos Santos et al., 2007). Além disso, também
se sabe que o TCR ativa a via NF-xkB (Moore et al., 1995) sendo que esta se encontra
frequentemente ativada em células leucémicas da LLA-T (dos Santos et al., 2007; dos Santos
et al., 2010). Foi ja demonstrado que culturas de células na presenca de estimuladores das vias
NF-kB (através do composto PMA) e NFAT (atraves do composto lonomicina) podem ser
utilizadas para avaliar os niveis de RANKL associada a membrana em celulas osteoblasticas,
(Singh et al., 2012). Com efeito, foi verificado que a expressdo de RANKL aumenta em
timaécitos quando estes sdo estimulados com PMA em conjunto com lonomicina (Hikosaka et
al., 2008; Walsh NC., 2013). Anteriormente verificou-se um aumento da proliferacdo em
timaocitos leucémicos TEL-JAK2 quando estimulados com PMA em conjunto com lonomicina
(dos Santos et al. 2007). Para se poder determinar se a expressdo do RANKL depende da
ativacdo de NF-kB e/ou NFAT, estimulou-se a via de sinalizacao do recetor de células T (TCR)
usando PMA e ionomicina. Para isso, realizdmos culturas celulares de timécitos de murganhos
transgénicos TEL-JAK2 e células da linha celular linfobléstica EL4.2 com o PMA, ativando a
PKC/NF-xB, e/ou a lonomicina, que por sua vez ativa a cascata de calcio/NFAT. Também se
utilizou o PHA, usado como desencadeador da divisdo celular de linfocitos T. (ver Figura 4.1).

Apds andlise da expressdao de RANKL em células leucémicas TEL-JAK2 por citometria
de fluxo, verificamos que somente as células que sdo postas em cultura com o0 PMA em
conjunto com a lonomicina aumentam a expressdo do RANKL e isto tanto na forma superficial
como na proteina total das células. J4 0 mesmo ndo se verificou para as células estimuladas com
PHA ou com PMA e lonomicina separadamente. Estes resultados obtidos estdo em consonéancia
com outros estudos realizados onde se verificou que a expressdo da proteina RANKL é induzida
a superficie de timdcitos quando estes sdo colocados em cultura com PMA e lonomicina,
imitando assim a selecéo positiva induzida pelo TCR (Hikosaka et al., 2008; Walsh NC., 2013;
dos Santos et al. 2007). Contudo, os niveis de expressdo apOs tratamento com PMA e
lonomicina foram sempre superiores nas células leucémicas TEL-JAK2 que nos timdcitos
normais.

Noutro modelo experimental, a linha celular EL4, investigadores demonstraram que

guando estas sdo estimuladas com PMA os niveis de IL-2 aumentam (Servan-Chiara et al.,
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1986). Procedemos entdo a culturas celulares com células EL4.2 tratadas com PMA, com
lonomicina ou com PHA, para verificar se estes compostos aumentam a expressdo de RANKL.
Constatdmos que o tratamento com o PMA juntamente com a lonomicina aumentava a
expressao de RANKL. Deduzimos contudo que esse aumento foi causado pelo tratamento com
PMA, uma vez que ap0s tratamento com PMA, lonomicina e PHA, separadamente, somente as
células colocadas em tratamento com PMA tiveram a capacidade de induzir a expressao de
RANKL. Estes resultados assemelham-se a estudos realizados com a proteina IL-2 onde as
células EL4, quando estimuladas com PMA juntamente com PHA, aumentam a expressao desta
proteina. Pensa-se no entanto, que esse aumento sera provocado unicamente pelo composto
PMA, sugerindo assim que o PKC/NF-kB ndo estara normalmente ativo nestas células (Servan-
Chiara et al 1986;Dornand et al., 1987).

Culturas celulares de timocitos leucémicos TEL-JAK2 com os compostos BMS-344501
(inibidor de IKK) e Actinomicina D inibiram a inducéo da expresséo de linfotoxina alpha e beta
(LTa; LTP) causada pelo PMA e a lonomicina em conjunto (Fernandes at al, 2015). Para
verificar se 0 aumento da expressdao de RANKL em células leucémicas de murganhos TEL-
JAK?2 induzido pelo tratamento com PMA juntamente com lonomicina depende de um aumento
da transcricéo controlada por NF-«B, utilizaram-se os compostos BMS-344501 (inibidor 1KK)
e Actinomicina D em culturas celulares durante 17 horas. O BMS-345541 é um inibidor
altamente seletivo da quinase IKK, inibindo a transcricdo dependente do NF-xB de citocinas
pro inflamatorias. Esta seletividade € evidente nas células, porque somente os estimulos que
induzem a fosforilacdo do IkBa ¢ que sdo inibidos pelo composto, enquanto outras cascatas de
transducéo de sinal ndo séo afetadas (Burke et al., 2003). Igualmente foram realizados trabalhos
onde se demonstrou que diferentes doses de actinomicina D tém um efeito inibidor da sintese
de varias espécies de RNA (Perry e Kelley, 1970; Reich et al., 1961). Apds a analise da
expressao de RANKL por citometria de fluxo, verificAmos que estes dois compostos também
tém a capacidade de inibir a indugdo da expressédo de RANKL induzida pelo PMA e lonomicina
em conjunto, tal como o que acontece com a proteina LT (Fernandes at al, 2015).

Com estes resultados podemos sugerir que os timdcitos leucémicos TEL-JAK2, apesar
de terem as vias NF-xkB e NFAT ativadas, (dos Santos et al., 2008; Medyouf et al., 2007), o
tratamento com PMA juntamente com lonomicina poderd ativar ainda mais estas vias,
aumentando assim ainda mais a expressdo de RANKL. Essa estimulacdo, dever-se-4 a uma
maior ativacdo das vias de sinalizacdo do NF-xB, NFAT e aumento da transcri¢do génica. Por

sua vez, nas células EL4.2 a via NFAT parece ja estar ativa, explicando assim o facto destas
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células expressarem alguma quantidade de RANKL sem serem estimuladas, e também de nao
responderem ao estimulo do tratamento com lonomicina.

Com os elementos obtidos seria interessante realizar experiéncias de culturas com
timocitos TEL-JAK2 e células EL4.2 com um pré-tratamento do inibidor da calcineurina
(cicloporina A — CsA) antes de estimular com PMA juntamente com lonomicina. Desta forma
verificar-se-ia se nestas células se a via de sinalizagdo calcineurina-NFAT estaria ou nédo
envolvida na regulacéo da expressao do RANKL. Estudos realizados por Walsh et al., sugerem
0 envolvimento desta via de sinalizacdo na regulacdo da expressdo do RANKL em células T
primérias e células T Jurkat (linha celular humana de LLA de linfécitos T). Como podemos
verificar na Figura 4.1, a ativagdo da via calcineurina-NFAT leva a inducdo do RANKL, sendo
esta inibida através da ciclosporina A. (Medyouf et al., 2007; Walsh et al., 2013).

CD4

( l)uCDS) TCR(l“

CRAC
s =
1P,
Ca20
e lono -,
DAG (_0_0&3'“5,1 }
-
Ca ER
® DAG
~PMAy Ca**
\’ PKC Calmedulina
Calcmeunna CsA

Ativagio dos fatores de transcngdo

Figura 4. 1 Sinalizacéo do TCR.

Ativacdo da via PKC/NF-xB através do composto PMA, ativacdo da via Ca?* /NFAT. A vermelho sdo os
compostos utilizados nas experiencias, e a Azul o composto que néo foi utilizado (Ciclosporina A). PMA - phorbol
myristate acetate; lono — lonomicina; CsA — Ciclosporina A. (Adaptado de Morris e Alan, 2012)
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V.4 AVALIACAO DO EFEITO DA EXPRESSAO DO RECETOR RANK
EM CELULAS DO MICROAMBIENTE NA EXPRESSAO DE RANKL A
SUPERFICIE DAS CELULAS LEUCEMICAS TEL-JAK2

Murganhos knockout para o Rank ou o RelB, entre outros, apresentam uma medula timica
defeituosa com reducdo no namero de células epiteliais timicas medulares (Takahama, 2006).
Os murganhos Rank knockout apresentam uma arquitetura geral do baco intacto, no entanto tém
um tamanho reduzido do corpo, com membros curtos, agregados linfoides, inclusive com
indicios de uma elevada osteoporose (Dougall W.C. et al., 1999). Note-se porém que estes
murganhos knockout ndo parecem apresentar defeitos na diferenciagdo/desenvolvimento de
timacitos (Leibbrandt e Penninger, 2008; Dougall W.C. et al., 1999).

Pretendemos entdo verificar o impacto da expressio do RANK em células do
microambiente timico que expressam queratina 5 na expressao do RANKL a superficie de
celulas leucémicas TEL-JAK2. Para a realizacdo desta experiéncia, criamos murganhos
Knockout condicionais para o gene Rank (K5-CRE/Rank Flox), obtendo assim a inativacao do
Rank somente em células epiteliais timicas que expressassem K5. Primeiramente analisamos a
expressdo de RANKL a superficie de timécitos ndo leucémicos, por citometria de fluxo, em
murganhos Rank knockout condicional (K5-CRE*/Rank™F) e comparamos com murganhos sem
inativacdo de Rank (K5-CRE /Rank™F). VerificAmos que a expressdo de RANKL a superficie
de timocitos CD4SP de murganhos Rank knockout é superior a expressao detetada em timacitos
de murganhos controlo. Concluimos entdo que a presenca de RANK no microambiente timico
reduz a expressdo de RANKL em timécitos CD4SP por um mecanismo ainda por definir.

Uma vez que as células leucémicas de murganhos TEL-JAK2 tém uma elevada
expressao de RANKL, quando comparados com timdcitos de murganhos de estirpe selvagem,
(ver ponto 1V.2) fomos verificar o que aconteceria a estas células na auséncia do gene Rank em
celulas do microambiente timico. Para tal, extraimos célula leucémicas de timos de murganhos
TEL-JAK2 em doenca terminal para depois injetar por via endovenosa em murganhos K5-
CRE*/Rank™" e murganhos controlo K5-CRE*/Rank*F. Ap6s 15/20 dias, os murganhos
comecgaram a mostrar sintomas de leucemia sendo entéo abatidos para se proceder a recolha de
células do baco, do timo e ganglios linfaticos, para analise por citometria de fluxo.

Analises anteriormente realizadas mostraram que células T leucémicas de murganhos
TEL-JAK2 apresentam um fendtipo de diferenciacdo aberrante, caracterizado pela expressao
de CD8, CD4, e CD25, entre outros marcadores de superficie (dos Santos et al., 2007;
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Fernandes et al., 2015). Seguidamente, procedemos a andlise da expressdo de RANKL por
citometria de fluxo em células leucémicas selecionando especificamente células com a
marcacdo CD257/CD8". Com os resultados obtidos nesta analise, constatamos que as células
CD25%/CD8"* apresentavam um ligeiro aumento na expressdo de RANKL, pelo facto dos
murganhos terem sido injetados com timaocitos leucémicos TEL-JAK?2. Estes resultados estéo
de acordo com os obtidos anteriormente, no ponto 111.2.3, onde os timécitos leucémicos TEL-
JAK2 também apresentavam expressao de baixo nivel de RANKL a superficie das células.
Convém notar que comparando a expressao de RANKL no baco, timo e ganglios linfaticos de
murganhos dos dois gendtipos diferentes, K5-CRE*/Rank™" e K5-CRE'/Rank™F, nido se
verificaram diferencas significativas na expressdo desta proteina. Podemos pois assim inferir
gue a auséncia do gene Rank em ceélulas do microambiente ndo influencia a expressdo da
proteina RANKL a superficie de células leucémicas, ao contrario do que ocorre em timdcitos
CDA4SP. Nas experiéncias de transplantacdo que fizemos parece que a auséncia do gene Rank
também nao influencia o desenvolvimento de LLA-T pois todos 0s animais tinham tumores de
dimensdo semelhante.

Alguns estudos relataram a importancia do OPG como inibidor da ativacdo do RANK,
apresentando uma grande afinidade de ligagdo com o RANKL (Aoki et al., 2010; Neumann et
al., 2005; Khosla, 2001; Fili et al., 2009; Pérez-Sayans et al. 2010). Em minha opinido, seria
interessante e até possivelmente Util acrescentar a este estudo (nomeadamente a esta ultima
experiéncia, onde os resultados ndo foram os esperados) um ensaio de certificacdo ou
verificacdo se a expressdo do OPG aumenta em células leucémicas quando estas sao sujeitas as
mesmas condi¢des. Para além disso, seria interessante também comparar esses resultados com

a expressdo de OPG em timdcitos ndo leucémicos Rank knockout.

IV.5 CONCLUSOES GERAIS

Resumindo, os resultados deste estudo sugerem que durante o desenvolvimento da leucemia
em murganhos TEL-JAK2 as células leucémicas aumentam a expressdo de RANKL. Também
se verificou que timdcitos leucémicos de murganhos TEL-JAK2 apresentam uma maior
expressdao de RANKL quando estimulados com PMA juntamente com lonomicina, sugerindo
assim que estes compostos estimulam mais a ativacéo das vias NF-kB e NFAT. Ja em células

da linha celular EL4.2 verificamos que somente quando tratadas com PMA é que aumentam a
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expressao de RANKL, o que nos faz sugerir que talvez a via NFAT possa ja estar totalmente
ativa.

Pudemos demonstrar ainda, que murganhos Rank knockout condicionais expressam a
proteina RANKL a superficie de timocitos, se bem que, ndo apresentam diferencas
significativas na expressdo desta proteina a superficie de células leucémicas transplantadas.
Para que estes resultados sejam mais precisos e concludentes, seria necessario repetir algumas
destas experiéncias, recorrendo a uma maior amostragem de alguns pontos, tais como: a do
ponto 111.3.2, ponto 111.3.3, células tratadas com PMA e lonomicina separadamente e mais
amostragens da experiéncia do ponto 111.4.2. Isto de forma a confirmar as anélises e obter assim
resultados mais concludentes.

Outros e maiores estudos serdo necessarios para melhor se entender os mecanismos
moleculares fundamentais no envolvimento da sinalizacdo do RANK/RANKL na LLA-T. E
pois de extrema importancia tentar descobrir, primeiramente, se 0 RANK é fundamental no
desenvolvimento da leucemia, a par da verificagdo do que acontece a esta proteina em

leucemias humanas, antes do mesmo poder ser usado como alvo terapéutico desta enfermidade.
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ANEXO A

Resultados RT-gPCR

A figura 1 representa os resultados da expressao do mRNA relativo de RANKL que foram

determinados pelos valores CT. (dados nédo publicados, Fernandes, MT )
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Figura 1. Niveis de mRNA relativo de RANKL em timdcitos leucémicos TEL-JAK2 e wild-tipe (estirpe
selvagem).
Analise dos niveis mMRNA de RankL em timdcitos de onze amostras TEL-JAK2 transgénicos e 4 amostras wild-
type (Estirpe Selvagem) (relativo & expressao de uma amostra wild-type, standardizado para um) por RT-qPCR.
** P <0.01

ANEXO B

A figura 2 representa os resultados da detecdo da proteina RANKL na superficie de células

leucémicas na auséncia do seu recetor em células do microambiente.

A . B Controlo timo C Controlo Bago
< lodeto de Propidio § § ) i
= ‘! . 27 S .:.
3 ] 1
» 1 g_' §;
= 1 3
.-'! : 3
R = §“- = §'~’
g O ] § 3
% 1a 8% 3
37 : ;
. &1 &4
] &1 o
oo - THrrrogrery e : e -&""""rrﬂ‘rrrv'-—vﬁrrrrvw—v-yr
0 200 400 600 800 1000 0 200 0 200 4?%{3{00 800 1000




CD25

K5-CRE+
Rank +/F

K5-CRE-
Rank F/F

K5-CRE+
Rank F/F

K5-CRE + K5-CRE -
Rank F/F Rank F/F
S %

e
-l
i " B C s
il ¥
1w?
- H

(1]
T

T
oy

1;%.‘
e

8 e N o 1

T

KS-CRE +
Rank F/F

i

02
FRren———

CDS8

8

8 wwe  Controlo Negative
R ——  Rankl-PE

2

§3

g

3

&

e

o 1
10° 10! 102 10 10t

ww  Contrele Negative
w= Ranki-PE

Counts

0 10 20 30 40 S0 60 70

R
8 = Coatrole Negativo
2 === Rankl-PE
53
8
&
&
°
10° 10t

Timo

Counts
10 20 30 40 50 60 70 80 50

0

10!

10°

10

104

10 20 40 S0 ©

0

%

10!

102

10°

104

Counts
0 10 20 30 40 50 60 70 80

T

102

10°

ot

RankL




F Bago Timo

® g
2 g — R RESKaskeF
K5-CRE+Rank +/F 5 - — KECRERaali)
.Ilrs‘ 5 — KEd HE + RaakV ¥
' § 3
KS-CRE-Rank F/F é 5F
Vs ® 59
KS-CRE+Rank F/F &
2 8
- =1

RANKL

Figura 2. Analise da expressao de RANKL por citometria de fluxo.

A) As células vidveis foram identificadas e selecionadas (R1) para andlise através da marcagdo com lodeto de
propidio; B) Estratégia de selecéo de células leucémicas do Baco usadas para analise (R2); C) Estratégia de selecéo
de células leucémicas do Timo usadas para analise (R2); D) Estratégia de selecdo das células leucémicas por
selecdo de células CD25* e CD8* (R3); E) Expressédo da proteina RANKL no Bago e Timo de células de murganhos
com trés gendtipos diferentes (K5-CRE*/ Rank*/F, K5-CRE/ Rank™", K5-CRE*/Rank"F) através da selecéo feita
pela caixa R3, a linha verde é referente a células sem anticorpo (Controlo negativo) e a linha rosa é referente a
células com anticorpo RANKL-PE; F) Comparacdo da expressdo de RANKL no Bago e Timo, entre os trés
genotipos, a linha verde ¢ referente a células com anticorpo RANKL-PE do murganho K5-CRE*/Rank*F, a linha
rosa ¢ referente a células com anticorpo RANKL-PE do murganho K5-CRE/Rank™" e a linha azul ¢ referente a
células com anticorpo RANKL-PE do murganho K5-CRE*/Rank™F.



