3.2. Determinagao dos niveis de expressao dos genes CCR7, CCR9 e

PSGL-1 por PCR em tempo real quantitativo

Para determinar os niveis de expressdao dos genes CCR7, CCR9 e PSGL-1 nas
diferentes linhas celulares de uma forma mais quantitativa, realizamos analises de PCR
em tempo real. Mais uma vez, o gene da B-actina foi utilizado como referéncia. Foram
realizadas duas experiéncias de PCR em tempo real, cada uma delas utilizando a linha
celular K562 como referéncia interna para podermos comparar os resultados de ambas
as experiéncias. Os valores do ciclo threshold (Ct) para os diferentes genes na linha
K562 foram semelhantes entre as duas experiéncias, facilitando desta forma a sua
comparagao. Na primeira experiéncia foram analisadas as linhas celulares ALL-SIL,
BE13, CEM, DND41, HPB-ALL, JURKAT e KOPTK1, e na segunda experiéncia as linhas
MDA-435S, MOLT3, P12, PF382, RPMI8402, RS4;11 e SUPTL.

Para o gene CCR7 os valores de quantidade de mRNA relativo mais elevados
foram os da linha CEM que em comparacdo com a K562 apresentou quase 200 vezes
mais expressdo (Figura 14-A). Outras 3 linhas celulares de LLA-T apresentaram valores
elevados para este gene, a ALL-SIL, BE13 e HPB-ALL (apesar de se observar nesta linha
um desvio-padrdo um pouco superior aos outros). Quanto as linhas DND41, JURKAT e
KOPTK1, os niveis de expressdo sdo muito baixos em comparacdo com as restantes
células. Ja na segunda experiéncia apenas a P12 se destaca pela expressao marcadas
de CCR7 (Figura 14-B), apesar de inferior aos valores verificados para as linhas ALL-SIL,
CEM, BE13 e HPB-ALL. Globalmente, os resultados obtidos demonstram que o gene
CCR7 estd expresso em linhas celulares de LLA-T e ndo (ou em niveis muito baixos) nas

outras linhas testadas.

Os resultados obtidos para o gene CCR9 demonstram que, tal como o CCR7,
esta expresso de forma significativa apenas em linhas LLA-T e nao em linhas de outro
tipo de neoplasia (Figura 15). Curiosamente, verificou-se que linhas celulares com

elevada expressao de CCR7 apresentaram niveis de expressdao de CCR9 relativamente
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baixos, tais como as linhas CEM, BE13 (Figura 15-A) e P12 (Figura 15-B). Para este gene
a linha que apresentou expressao mais elevada na primeira experiéncia foi a KOPTK1
(=120x), sendo a DND41 a linhagem seguinte na tabela com expressdo setenta vezes
superior aos niveis de CCR9 na linha controlo K562. Jd& na segunda experiéncia
podemos verificar que as células PF382 apresentaram niveis de expressao de CCR9
cerca de 800x superiores ao controlo, seguindo-se as linhas SUPT1 e MOLT3. Ainda
com valores que se destacam sao as linhas ALL-SIL e HPB-ALL, mas com desvios-padrao
ligeiramente superiores. Todas as restantes células apresentaram expressdes abaixo
das 20x. Os resultados obtidos para o gene CCR9 demonstram que, tal como o CCR7,
este gene esta expresso de forma signativa apenas em linhas LLA-T e nao em linhas de
outros tipos de neoplasia (Figura 15). Curiosamente, verificou-se que linhas celulares
com elevada expressao de CCR9 apresentaram niveis de expressdo de CCR7
relativamente baixos, tais como as linhas DND41, KOPTK1, MOLT3, PF382, RPMI8402,
SUPTL.

Como podemos ver na figura 16 o gene PSGL-1 é expresso em todas as linhas
LLA-T, as células JURKAT e KOPTK1 com os maiores valores, 53 e 38 vezes superiores a
K562, respectivamente, e as outras abaixo de 30x. Como a expressao foi inferior nas
linhas celulares K562, MDA-435S e RS4;11, presume-se que o gene PSGL-1 seja
preferencialmente expresso em LLA-T. Os reultados obtidos por PCR em tempo real,
parecem coincidir com resultados de RT-PCR, a excep¢do da linha celular RPMI8402

gue so6 foi detectado o transcripto do CCR9 em PCR em tempo real.
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Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T
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Figura 14 - Caracterizacdo da expressdao de CCR7, por PCR em tempo real, das linhas celulares em

estudo.
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Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T
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Figura 15 - Caracterizacdo da expressao de CCR9 por PCR em tempo real.
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Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T
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Figura 16 - Caracterizacdo da expressao de PSGL-1 por PCR em tempo real.
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3.3. Deteccao das proteinas CD3e e CCR7 por citometria de fluxo

De modo a detectarmos a proteina CCR7 nas linhas LLA-T recorremos a analise
por citometria de fluxo. Nestas experiéncias utilizamos um anticorpo contra a proteina
CCR7 conjugado ao fluorocromo aloficocianina (APC) e um anticorpo contra a proteina
CD3e conjugado ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC). Os niveis de
marcagao deste anticorpos foram comparados com anticorpos isotipicos nao-

especificos conjugados com os mesmo fluorocromos.

Primeiramente foi feita a marcagao de superficie e intracelular da proteina
CD3¢ das linhas em estudo. Como mostra a Tabela 3, o CD3 encontra-se na sua maioria
na parte intracelular das células das linhas derivadas de LLA-T sendo apenas detectado
em trés linhagens (HPB-ALL, JURKAT e SUPT1) a superficie das células. Nas linhas LLA-B
nao foi detectada a presenga de CD3e nem na superficie ou no interior da célula. Todas
as linhagens LLA-T apresentaram CD3e no citoplasma sendo a HPB-ALL a Unica com um
nimero de células positivas abaixo dos 98% (Figura 17). Quanto a marcacdo do
receptor CCR7, podemos ver na figura 18 que 4 linhas celulares (ALL-SIL, CEM, P12 e
SUPT1) apresentaram niveis de fluorescéncia ligeiramente superiores aos do anticorpo
controlo quando comparado com o controlo. Em 3 destas linhas a marcagao
intracelular apresenta-se idéntica a superficial indicando que toda a proteina esta
expressa a superficie. Ndo se realizou a marcacgao intracelular da SUPT1 devido a falta
de células na altura da experiéncia. Os niveis de expressdao de CCR7 serdo
provavelmente devidos a utilizagdo de anticorpo demasiado diluido, portanto

insuficiente.
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Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T
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Figura 17 - Células derivadas de LLA-T marcadas com anti-CD3-FITC e analisadas por citometria de fluxo.
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Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T
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Figura 18 - Resultados de citometria de fluxo das linhas celulares LLA-T marcadas com IgG-APC e CCR7-
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Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T

3.4. Deteccao de proteinas por Western Blotting

Com o objectivo de avaliar os niveis de proteina CCR7 e PSGL-1 fizemos
Western blot. A proteina de referéncia foi a a-tubulina e como podemos ver na figura
19 todas as células expressam esta proteina com um peso molecular =50 kDa. Apenas
a HPB-ALL mostra uma segunda banda um pouco inferior a 50 kDa. Foi feita mais uma
incubacdo mas desta vez com anti-PSGL-1 que nos permitiu observar bandas com
diferentes tamanhos, trés com cerca 75 kDa e uma perto dos 250 kDa (as setas
vermelhas mostram as bandas com baixa intensidade). Quanto ao CCR7, ndo foi
possivel detectar nenhuma banda, nem nas linhas em estudo nem nos controlos

positivos, indicando que o anticorpo utilizado ndo funcionou nas condicdes testadas.

a-tubulina

a-tubulin

PSGL-1

Figura 19 - Resultados da andlise de Western blot das linhas celulares (identificadas na imagem) com os
anticorpos contra a-tubulina e PSGL-1. As setas vermelho mostram bandas com fraca intensidade.
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Tabela 3 - Tabela com identificagdo de CD3 nas linhagens celulares.

Linhagem

CD3

Intracelular

CD3

Superficial

ALL-SIL

BE13

CCRF-CEM

DND41

HPB-ALL

JURKAT

KOPTK1

MOLT3

NALM6

P12

PF382

RPMI8402

RS4;11

SUPT1

TALL1

N.D.

(+)

(+)
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4. Discussao

Ultimamente as quimiocinas em cancro tornaram-se num alvo de estudo
preferencial, visto que estas proteinas aparentam desempenhar um importante papel
em diversos processos como homeostasia ou migragdo celular (seja para manutengao
ou desenvolvimento de cancro). O papel importante das quimiocinas em varios
processos bioldgicos é demonstrado no desenvolvimento de timdcitos (Blackburn et al.
2004; Takahama 2006), hematopoiese (Broxmeyer 2008), sistema imunitario (Zlotnik
et al), migracdo celular (Riol-Blanco et al. 2005) e sobrevivéncia celular (Singh et al.
2004). Em cancro o microambiente é fundamental porque consoante o tipo de células
gue |3 existem fornecem moléculas importantes para as células cancerosas (Joyce et
al. 2009). As células tumorais, expressando determinados receptores ou ligandos,
poderao tomar partido destas proteinas quimioatractoras e assim activar vias de
sinalizagdo importantes para a sua sobrevivéncia ou desenvolvimento oncogénico.
Muitas publicagdes relataram o papel das quimiocinas em cancro (como ja referido
anteriormente) e diversas destas proteinas foram ja associadas a leucemia linfoblastica
aguda das células T (Crazzolara et al. 2001; Qiuping et al. 2003; Annels et al. 2004;
Buonamici et al. 2009). Para compreender melhor os mecanismos tumorais intrinsecos
e extrinsecos associados as quimiocinas estudamos os receptores de quimiocinas

CCR7, CCR9, CXCR4 e o glicoproteina ligando da selectina P (PSGL-1).

4.1. Expressao de CCR7

O interesse no receptor de quimiocina CCR7 deve-se ao facto deste estar
envolvido no trafego de timdcitos durante o seu desenvolvimento no timo e ainda
participar na migracao dos linfécitos para os nddulos linfaticos. Para além disso, o
CCR7 participa em vdrios mecanismos implicados em cancro (Balkwill 2004). Nas
nossas analises de RT-PCR, obtivemos produto em 6 das 16 linhas celulares (cerca de
50% das linhas celulares LLA-T). Na linha celular MDA-435S (utilizado como controlo
positivo para o CCR7) ndo parece ter havido amplificagdo de cDNA do receptor CCR7.

Isto pode dever-se ao menor numero de células utilizado para a extracgao de RNA. Na
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amplificagdao por PCR em tempo real, as linhas celulares que apresentaram maior
expressao foram a ALL-SIL, BE13, CEM, HPB-ALL e P12. Sendo a linha celular CEM a que

mostra mais quantidade de mRNA relativa de todas (200x).

Recentemente, foram identificadas mutagdes no NOTCH-1 em muitos pacientes
com LLA-T. Buonamici et al (2009) demonstraram que é possivel induzir LLA-T e
direccionar as células para o sistema central nervoso através da expressao de NOTCH-1
intracelular. A capacidade de transformagdo do NOTCH-1 intracelular deve-se a sua
capacidade de regulagdo de outros genes. Um dos genes encontrado sobre-expresso
foi o gene que codifica o receptor CCR7. Estes investigadores relatam que o CCR7 é
responsavel pela infiltracdo do sistema central nervoso por células leucémicas que
exprimem NOTCH-1 em ratinhos, apesar do CCR7 perder a capacidade de invasdo na
auséncia de determinados factores nestas células leucémicas que estardo presentes
nas células T wild-type (Buonamici et al. 2009). Shields et a/ (2007) mostraram, usando
um modelo in vitro em co-cultura, que células cancerosas que expressam CCR7 migram
em direccdo a um gradiente de CCL21 induzido pelos autores. Eles relatam também
gue numa cultura tridimensional de matrigel, células de melanoma e de tumor da
mama expressam niveis mais elevados de CCL19 e CCL21 do que em 2D. Com este
mesmo modelo, conseguiram mimetizar o fluxo dos vasos linfaticos in vivo
demonstrando desta forma que a migragdo nos vasos pode ser mediada através da
guimioatrac¢ao do CCR7. Os resultados obtidos por este autores demonstram portanto
que células cancerosas (de leucemia ou carcinomas) que expressam CCR7 tém a
capacidade de utilizar este receptor para facilitar a sua migragdao e metastizagao

(Shields et al. 2007).

4.2. Expressao de PSGL-1

Dados recentes obtidos por Veerman et al (2007) revelaram outro interactor, a
proteina PSGL-1, para os ligandos do CCR7, CCL21 e CCL19. A expressao nos orgaos
linféides secundarios destes ligandos, aumenta a atracgao das células T através do
PSGL-1, isto porque se verificou que na auséncia de PSGL-1, a velocidade de migragao

é afectada. A expressao de PSGL-1, em linhas LLA-T, pode potenciar a atracgdo de
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células T leucémicas de ratinho para tecidos ou orgdos especificos, tal como
demonstrado para células T normais por estes investigadores. Os nossos dados
mostram que o mMRNA de PSGL-1 estd expresso em todas as linhagens LLA-T analisadas
por RT-PCR e PCR em tempo real. A expressao conjugada do CCR7 e PSGL-1 nestas
células podera aumentar a capacidade destas células de migrar para outros orgdos
distantes. Desta forma, Veerman et al (2007) propdem que a interac¢cdo entre a
proteina PSGL-1 e as quimiocinas CCL19/CCL21 precede a interacgdo com o CCR7 e que
podera ter como fungdo principal a de capturar as quimiocinas e assim facilitar a sua
interacgao com o CCR7. Alternativamente, as interacgdes CCL19-PSGL-1 e CCL21-PSGL-

1 poderdo induzir através da PSGL-1 e desta forma facilitar o processo quimiotactico.

A capacidade do timo produzir células T depende da entrada de progenitores
linféides provenientes da medula dssea. Estes progenitores quando chegam ao timo
atravessam as paredes das vénulas que ddo acesso ao timo (Rosenkilde et al. 2004;
Rossi et al. 2005). Rossi et al (2005) mostram que este acesso da-se através de
interacgdes entre o PSGL-1 expresso pelos progenitores timicos e um dos seus ligandos
(selectina P) expresso pelas células endoteliais do timo. Estes dados mostram que a
proteina PSGL-1 ndo s6 possuem uma fungao em estado imaturos das células T como
tem também uma fungdo importante na capacidade de infiltragdo das células T CD4"
em locais de inflamacdo da pele, tal como verificado por Hinata et al utilizando
ratinhos PSGL-17". Estes autores também testaram se mais alguma selectina estaria
envolvida no processo, tendo descoberto que apenas a selectina L parece interagir
com o PSGL-1 e ser responsavel pela infiltracdo e migracao de linfécitos para locais de
inflamacdo dermais. Noutro estudo Hirata et al (2004) apontam para uma interac¢ao
do PSGL-1 com CCL27 (assim como com as quimiocinas CCL21 e CCL28) e sugerem que
0 PSGL-1 possui uma fungdo regulatoria da resposta mediada por esta quimiocina. Um
subconjunto de células T que migram para tecido dermal expressando CCR10 (receptor
para o CCL27) e ao mesmo tempo PSGL-1, poderd interagir com o CCL27 regulando a

sua funcdo (Hirata et al. 2004).

Rivera-Nieves et al (2006) relatam que o PSGL-1 parece desempenhar uma
funcdo na colite ulcerosa. Num modelo de ratinho para esta doenca foi detectada a

expressao de PSGL-1 na lamina propria intestinal, assim como a expressao da selectina
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L (outro dos ligando) em células T memdria CD4". E a interacg3o entre estas proteinas
gue resulta na entrada destas células nos nédulos linfaticos mesentéricos na lamina
propria ileo (Rivera-Nieves et al. 2006) levando a constante inflamacdo deste local.
Esta capacidade do PSGL-1 regular a migracdo para certos orgdos e de interagir com
outras quimiocinas apoia a nossa hipotese que o PSGL-1 podera facilitar a migracao de
células de LLA-T. O facto as linhas celulares de LLA-T por nds testadas apresentarem
expressao do mRNA do PSGL-1 e algumas linhas mostrarem a presencga de proteina vao
de encontro a hipotese do PSGL-1 regular a migragdo e infiltragdo das células malignas
neste tipo de neoplasia. A presenga de PSGL-1 pode também regular a interacgao

CCR7-CCL19/CCL21.

4.3. Expressao de CXCR4

Nas leucemias linfoblasticas crénica, foram detectados niveis de expressdo de
CCR7 elevados em pacientes com linfadenopatia (Till et al. 2002). Estes autores
relatam que as quimiocinas CXCL12, CCL19 e CCL21 conseguem induzir a
transmigragdo através do endotélio vascular, sendo menor para o CXCL12. Isto pode
dever-se ao facto de os ligandos do CCR7 estarem presentes no endotélio e estroma e
0 CXCL12 no estroma. O CXCR4 parece entdo participar na migracdao pelo endotélio,
mas ndo na entrada dos nddulos linfaticos como sugerido pelos autores. A expressao
de CXCR4 (andlise RT-PCR) foi detectada em todas as nossas linhagens de LLA-T. A
presenca deste receptor pode conferir as células LLA-T a capacidade de infiltracdo em

orgdos que expressam o seu ligando, CXCL12.

Bertolini et al (2002) relataram igualmente a expressdao de CXCR4 nas linhas
celulares LLA-T CCRF-CEM, JURKAT e MOLT-4 (linhagem “irmad” da MOLT-3). Estes
dados sao confirmados pelos nossos resultados. Estes investigadores decidiram entao
neutralizar este receptor em células de linfoma ndo-Hodgkin (LNH) e verificaram uma
diminui¢dao na capacidade de extravasdo destas células. A neutralizagdo com anti-
CXCR4 ainda induziu a apoptose como indicado pela produgdo de anexina-V (marcador

apoptdtico). Tendo em conta que a interacgdo CXCR4-CXCL12 parece estar envolvida
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em processo fulcrais em LLA, LMA e LNH folicular, este receptor pode ser muito

importante na sobrevivéncia celular nestas patologias (Bertolini et al. 2002).

Muller et al (2001) analisaram a expressdo de diversos receptores de
guimiocinas e encontraram alguns sobre-expressos em células do cancro da mama
quando comparadas com os niveis de expressao nas células epiteliais mamarias
normais. Um desses receptores é o CCR7 (ja referido) e outro o CXCR4. Uma das
particularidades desta expressao é o facto de ndo existir em células normais (Muller et
al. 2001). Em células tumorais primarias, analise por citometria de fluxo, mostraram
até 97,98% de células positivas para o CXCR4. Sabemos também, que este receptor
esta envolvido na migragao durante o desenvolvimento dos timdcito. Aqui, possui um
papel muito importante para o seu desenvolvimento, tanto na migragao como, por
exemplo, na interacgdo com o complexo TCR/CD3 (Takahama 2006; Patrussi et al.
2008). A sua neutralizacdo ou do respectivo ligando provoca a paragem na
diferenciagdo e diminuigdo do nimero de timdcitos, em humanos adultos (Hernandez-

Lopez et al. 2002).

4.4. Expressao de CCR9

O enigma dos factores que levam os tumores a desenvolver e metastizar
continua a manter-se, e ultimamente muito se tem feito para melhor compreender
este mecanismo. Varias publicagdes mencionam a capacidade do receptor CCR9

induzir sobrevivéncia e metastizagao em varios tipos de cancros.

Os valores da quantidade de mRNA relativa de CCR9 mostram valores muito
elevados, tendo a linha celular PF382 apresentado 800x mais expressdao que o
controlo. Entre as andlise de PCR apenas uma das linhas ndo apresentou a expressao
de CCR9. Quanto a RPMI8402, a expressao de mRNA so6 foi detectada por PCR em

tempo real. Isto podera ter sido causado por erro na parte experimental.

O receptor CCR9 é essencial nalguns processos de homeostasia e diferenciacao
celular. Por exemplo, verificou-se que o CCL25, através do CCR9, acciona vias de

sinalizagdo importantes para a orientagdo e migragdo de timdcitos em
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desenvolvimento (Norment et al. 2000); induz a migracdo de progenitores da medula
Ossea para o epitélio intestinal (Onai et al. 2002); parece induzir a migracao de
timdcitos CD8" para orgdo linféides secunddrios (Carramolino et al. 2001); e estimula a
adesdo de células CD4'CD8" e CD4'CD8 ao VCAM-1 e ao péptido CS-1/FN (Parmo-
Cabanas et al. 2007).

No que se refere ao cancro, foi descrito que a expressao funcional de CCR9 esta
relacionada com metastizacdo intestinal (Letsch et al. 2004; Richmond 2008) e parece
levar a migragdo celular da leucemia das células T adulta para o tracto gastrointestinal
(Nagakubo et al. 2007). No cancro da préstata parece induzir a migracdo e infiltracdo
de células tumorais (Singh et al. 2004) e ainda foi descrito como estando envolvido
noutros cancros como a LLA-T, melanoma, cancro dos ovarios e carcinoma

nasofaringeal (Valdivia-Silva et al. 2009).

4.5. Detecgao de proteinas por Western Blotting

Apds a deteccdo de quimioluminescéncia podemos observar que todas as
linhas celulares testadas apresentam a-tubulina com um tamanho que ronda os 50
kDa em relagdo ao marcador. Portanto confirma-se ser a-tubulina visto que a banda
esperada era de 50 kDa. Isto mostra que a extrac¢do de proteinas foi bem feita e que,
como esperado, todas as linhas celulares testadas possuem a-tubulina. Quanto a linha
celular HPB-ALL uma outra banda foi detectada um pouco abaixo dos 50 kDa. Isto pode

dever-se a modificagdes pos-transcripcionais, degradagao proteolitica, etc.

Quanto a deteccdo de PSGL-1, 3 bandas foram detectadas rondando os 75 kDa
e uma outra banda de cerca 250 kDa (de sinal fraco). A proteina PSGL-1 possui um
peso molecular perto dos 120 kDa mas in vivo formam dimeros entre si com 250 kDa.
As bandas de 75 kDa e de 250 kDa (diferente a esperada) podem ser explicadas por
modificagdes dentro da célula, visto que a utilizagdo de alguns reagentes (SDS,
mercaptanol, etc) quebra a dimerizacdo destas proteinas. Jd& na outra metade das
linhas celulares a deteccdo de PSGL-1 parece ndo ter sido bem sucedida. As sucessivas

reutilizagdes e lavagens da membrana podem explicar esta auséncia de bandas. A
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deteccdo de CCR7 ndo foi conseguida mas desta vez por possivel problema com o stock

de anticorpo.

4.6. Detecgao das proteinas CD3e e CCR7 por citometria de fluxo

Na anadlise das proteinas CD3e e CCR7 por citometria de fluxo verificamos que
todas as linhas celulares LLA-T apresentam a proteina CD3¢ preferencialmente no
interior da célula. Apenas 3 dessas linhas celulares apresentaram CD3¢ na superficie da
célula (HPB-ALL, JURKAT e SUPT1. Burger et al (1999) correlacionaram o fenétipo de
marcadores de superficie das linhas celulares LLA-T com o padrao de diferenciacdo dos
timocitos humanos normais. Para isso, realizaram uma série de andlises a marcadores
por citometria de fluxo de modo a criar uma classificagao das linhas celulares de LLA-T.
Nestas andlises eles classificaram a RPMI8402 como CD3e (Burger et al. 1999), ao
contrdrio do que observdmos na nossa andlise de citometria. De facto, verificAmos que
a linha celular RPMI8402 apresenta mais de 90% das células com CD3e no interior da
célula (Figura 17). J& Sartor et al (1994) verificaram que a linha RPMI8402 apresenta
CD3 intracelular com valores superiores a 90% (analise por citometria de fluxo).
Enquanto que na superficie a percentagem de células com CD3 quase que nao existe
(Sartor et al. 1994). Esta discrepancia de resultados entre 3 grupos de investigagao
pode dever-se a uma simples troca de linha celular e consequentemente erro na
analise. Para descartar essa hipotese deveria-se fazer uma analise citogenética de

modo a confirmar a identidade da linha celular.

Em relagdo ao CCR7, a presenga deste receptor apenas foi detectada em 4
linhas celulares (ALL-SIL, CEM, P12 e SUPT1). A analise intracelular da linhagem SUPT1
nao foi possivel por falta de células. Quanto a fraca detecgdo de CCR7 nestas linhas
celulares podera ser explicada pela utilizagdo insuficiente do respectivo anticorpo 20x

inferior a recomendada.
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4.7. Activagao de CCR7?

Nos dados obtidos por PCR em tempo real verificdmos que em algumas linhas
celulares a elevada expressao do CCR7 parece coincidir com a baixa expressao de
CCR9. Como referido anteriormente, a activacdo de CCR9 leva a fosforilacdo da
proteina GSK-3B e estd relacionada com sinais de sobrevivéncia celular (Qiuping et al.
2003). McKenzie et al (2006) descrevem o GSK-3 como uma cinase capaz de fosforilar
e regular a sinalizagdo do NOTCH. Buonamici et al ao transplantarem células que
expressam NOTCH intracelular em ratinhos detectaram uma sobre-expressao do
receptor CCR7. Se o NOTCH intracelular for inibido pela GSK-38, tal como foi verificado
por Espinosa et al (2003), a expressdo de CCR9 poderia levar a um aumento da
actividade NOTCH-1 impedindo que a GSK-3B iniba o NOTCH-1. As mutagdes
activadoras no NOTCH-1 sdo frequentes em pacientes com LLA-T tendo também sido
detectadas em linhas celulares desta patologia (Aster et al. 2008). Fomos ver se
existiam mutacdes nas regides de ligacdo do NOTCH-1 nas linhas em que encontrdmos
esta situagdo. Sabe-se ainda que o local de ligagdo da GSK-3 ao NOTCH-2 é na regiao
C-terminal e que aqui vai fosforilar a treonina-2068 e/ou serina-2070, treonina-2074 e
Treonina-2093 (Espinosa et al. 2003). Na tabela 2 podemos ver que existem mutacdes
no dominio PEST do NOTCH-1 e sabendo que o local de ligagdo do GSK-3B é nas
repeticdes-anquirina (sete no total) do dominio PEST (Espinosa et al. 2003; Bradley et
al. 2006), ndo encontrdmos mutacdes entre a zona codificante 1927 e 2089 (regido
onde se encontra as repeti¢cdes, ver www.uniprot.org). Como esta regido com as
repeticGes-anquirina ndo se encontra alterada, a capacidade de interaccdo com a
cinase GSK-3B nado é perdida. Ou seja, pode haver algo mais que possa estar a inibir de
alguma forma a expressao de CCR7 via NOTCH-1. Ainda que a actividade NOTCH possa
ser aumentada através da inibicdo de GSK-33 mediada pele PI3K e sabendo que a
expressao desta estd relacionada com a actividade do NOTCH-1 (McKenzie et al. 2006),
falta-nos perceber porque a expressao de CCR7 aparece com valores tao baixos. O’Neil
et al mostram que todas as linhas analisadas no nosso trabalho, com a excepcdo da
TALL1, mostram actividade de NOTCH-1, e quatro delas possuem mutagdes de FBW7

qgue induza a resisténcia aos inibildores y-secretase. Uma destas linhas é a JURKAT, que

CBME | Universidade do Algarve



pelos resultados de RT-PCR e PCR em tempo real nao expressa CCR7. A tabela 2 indica
varias mutagdes associadas a proteinas importantes para o desenvolvimento de
cancro, como por exemplo o NOTCH1, p53, Ras, etc. Algumas destas proteinas
interagem com o NOTCH-1 inibindo (p.e. PTEN) ou aumentando a sua actividade (Aster
et al. 2008). E a existéncia ou auséncia destes podem influenciar a fungdo de NOTCH-1
afectando a expressdo de CCR7 (Aster et al. 2008; Buonamici et al. 2009). Falta entdo
perceber este mecanismo e saber a razao pela qual a existéncia de actividade de

NOTCH-1 e a auséncia da expressao do receptor de quimiocina CCR7.

As proteinas NF-kB sdao factores de transcripgao que aparecem activados em
alguns cancros e que induzem a transcripcdo de genes que conferem as células
propriedades de sobrevivéncia, proliferacao, etc (referido na introducdo). A activacao
desta via resulta na sobre-expressdo de genes, entre elas o gene que codifica o
receptor CCR7 (Ferris et al. 2007). Existe uma regulagdo reciproca entre o NOTCH e o
NF-kB, onde o NF-KB aumenta a transcrip¢do do ligando do NOTCH (Jagged-1) e o
NOTCH aumenta a transcrip¢do do p52, p50, p65/RelA, RelB e c-Rel (Osipo et al. 2008).
Ao mesmo tempo, o NOTCH aumenta a produgao de IkBa, um inibidor de NF-kB, tendo
desta forma o potencial para tanto estimular como inibir a actividade NF-kB (Osipo et
al. 2008). Esta pode ser uma das explicacdes para haver linhas celulares com e outras
sem expressao de CCR7. De seguida fomos procurar se o complexo NF-kB responsavel
pela expressio de CCR7 pode ser suprimido pelo IkBa. E também mencionado que
apenas um complexo NF-kB constituido pelo p65/p50 é encontrado em células
dendriticas imaturas, onde o CCR7 vai ser regulado com o aumento da sua expressao
(Hegde et al. 2004; Riol-Blanco et al. 2005). Este é um dos complexos reprimido pelo
IkBa (Hayden et al. 2004). Hegde et al sugerem o envolvimento do NF-kB, pois
verificaram a inibicao da regulagao positiva de CCR7 apds terem suprimido a activagao
do NF-kB. Resumindo, o NOTCH-1 possui um papel importante para a expressdo de
CCR7, no entanto nas nossas analises algumas linhas celulares ndao mostraram a
expressdo de CCR7. O que pode significar que o NOTCH, por si, poderd n3ao ser
suficiente para induzir a expressao do receptor de quimiocina CCR7. Aqui foi discutido
algumas moléculas com potencial de cooperar com o NOTCH de modo a regular

positivamente a expressao de CCR7.
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5. Perpectivas futuras

Neste trabalho foi discutido varios mecanismos, mediados pelas quimiocinas
em estudo, importantes para o cancro. A expressao destes receptores em leucemia
linfoblastica aguda das células T podem fornecer as células a capacidade para
sobrevivéncia, migracdo e proliferacdo. Resultados preliminares mostram que existe a
expressao destes receptores de quimiocina, sendo o CXCR4 detectado em todas as
linhagens testadas, em linhagens celulares de LLA-T. Apenas estudos de expressao sao
insuficientes e ndo nos conseguem afirmar nada com certeza, por isso é preciso
compreender com maior detalhe os efeitos bioldgicos dos receptores nestas mesmas

linhas LLA-T.

Mais andlises por western blot e citometria de fluxo sdao necessarias para a
determinacdo da presenca destas proteinas (principalmente o CCR7) nesta neoplasia.
Ensaios de proliferacdao, migracdao e apoptose em simultaneo com outras células que
expressam os respectivos ligandos. Iremos também fazer ensaios de transmigracao
com células MDCK (células de rim caninas), para verificar se as células LLA-T
ultrapassam esta barreira fisica em resposta a quimiocinas assim avaliando a sua
capacidade de invasdo. Iremos também analisar as vias de transdugdo de sinal
activadas pelas quimiocinas (western blot) e ainda estudar o comportamento da
doenga injectando células LLA-T murganhos imunodeficientes, de modo a determinar a
capacidade de migragdo, metastizagao, proliferagao e desenvolvimento tumoral in vivo

mediada pelas quimiocinas.
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Estudo do papel desempenhado pelas quimiocinas na leucemia de linfécitos T

7. Anexos

comconnre: |
4 \
e \
2
«“ \ 23
L T w10t
e e
== =
20+ 3 80
jo e e
3 3 -
*e o0 @ 247 - 0 8s
P———— ] [UE——
2 20 20
P wt "w’ w Wt 0wt '{g’“ Tt et WP ' w0t
- EEE) ) ) o) EEE
© [ w0
R je jw
: : H
- O.J oar o o hd o
p— —_— [ES— - T
201 E S
°-f w0’ w0 e et °n' w' Rv:’“ w0t G et :E;’ 00wt
- <[ W)
P2 con 00 0N . aaas (T J
204 201 s
4 04 @04
e ! g
-
“@ ar @ 012 “J a3
————— —— ——
£ 0 £
WP e st e et 100 ' ' w0t TP a0t e Wt aet
Les Lam
1 E==] e [ =
o 110 vy con
04 -
e o
. : :
“7 122 - 318 -
—_—
20 2 2
° — ° —
w0t '{:’“ w w0 ‘{g’n w 1wt 10°

Anexo | - Resultados de citometria de fluxo intracelular das linhas celulares LLA-T marcadas com IgG-
APC e CCR7-APC.
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Anexo Il - Células derivadas de LLA-T marcadas com anti-CD3-FITC e analisadas por citometria de fluxo
de superficie
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