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RESUMO

Pereira WO. Papel do gene da sindrome de Wiskott Aldrich (WASP) na leucemia
mieldide cronica [Tese (Doutorado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S3o Paulo; 2011.

Bcr-Abl é a tirosina quinase (TK) responsavel por causar a Leucemia Mieldide Cronica
(LMC). Esta proteina suprime e super expressado de varios genes, produzindo uma forte
resisténcia a apoptose e um bloqueio da maturacdo celular no compartimento
hematopoiético. Imatinibe e os inibidores de TK de segunda geracao produziram
resultados fantdsticos no tratamento LMC. No entanto, os ultimos estudos de follow-
up mostram que apenas 50% dos pacientes tratados com a segunda geracdo atingiram
a remissdao completa, o que significa que metade desses pacientes necessita de um
algo melhor do que estd disponivel. Wiskott Aldrich Syndrome Protein (WASP) é um
gene essencial para o bom desenvolvimento e func¢do das células hematopoiéticas. Um
artigo interessante descreveu WASP sendo capaz de se ligar e inibir a atividade TK de
c-Abl. Ante esse contexto, decidimos investigar se WASP poderia ter algum papel ou
relevancia na LMC. Em primeiro lugar, descobrimos que Bcr-Abl suprime fortemente a
expressdo do WASP em diferentes linhagens celulares e também em pacientes nas
fases acelerada e blastica (mas ndo em fase cronica). Demonstramos que Bcr-Abl
induz, a metilacdo de sitios CpG no promotor de WASP, provocando o silenciamento
deste gene. Além dos mecanismos moleculares, nossos resultados demonstram a
relevancia de supressao WASP na LMC. Depois de restaurar a expressao de WASP por
vetores lentivirais, a linhagem K562 tornou-se mais sensiveis a apoptose induzida por
Imatinib, sugerindo que a supressao WASP poderia contribuir para a resisténcia a
droga. Usando um modelo in vivo de tumor sélido induzido por K562, nds observamos
que, apods re-expressarem WASP, as células leucémicas foram incapazes de produzir
tumores, em comparagao com K562 selvagem. De volta ao estudo dos pacientes, nds
observamos que aqueles exibiam niveis mais suprimidos de WASP apresentaram
menor sobrevida global sob tratamento com Imatinibe. Por outro lado, os pacientes
que expressaram maiores niveis de WASP tinham maior sobrevida global, sugerindo
que a expressao de WASP pode ser importante para a boa resposta ao tratamento com
imatinibe. Por fim, nds demonstramos por ensaios de co-imunoprecipitacdo que WASP
interage fisicamente com Bcr-Abl e modula a atividade TK. Em conclusdo, Bcr-Abl
suprime a expressao WASP por um mecanismo epigenético, e esta regulacdo para
parece ser importante para a evolucao da LMC. A re-expressao de WASP modula a
atividade da TK Bcr-Abl, tornar as células mais suscetiveis a apoptose e pode contribuir
para a boa resposta ao Imatinib e maior sobrevida dos pacientes. Sugerimos que a
recuperacdao da expressdao WASP deve ser discutida como uma nova e adicional
estratégia para a terapia da LMC.

Palavras-chave: Leucemia Mieldide Crdnica. Sindrome de Wiskott Aldrich. Apoptose.
Terapia.



ABSTRACT

Pereira WO. The role of Wiskott Aldrich syndrome protein (WASP) in the chronic
myeloid leukemia [Ph. D. thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S3o Paulo; 2011.

Bcr-Abl is the tyrosine kinase (TK) responsible for causing Chronic Myeloid Leukemia
(CML). This fusion protein up- and down-regulates several genes and pathways,
producing a strong resistance to apoptosis and a blockage of cell maturation in the
hematopoietic compartment. Imatinib and TK inhibitors of second generation
produced fantastic outcomes in the CML treatment. However, the last follow-up
studies provided that only 50% of the patients treated with second generation achieve
complete remission, what means that one-half of these patients needs something
better. Wiskott Aldrich Syndrome Protein (WASP) is an essential gene for the proper
development and function of the hematopoietic cells. An interesting paper described
WASP binding and inhibiting the TK activity of c-Abl. In the light of this background, we
decided to investigate if WASP could have some role or relevance in the CML context.
Firstly, we found that Bcr-Abl strongly down regulated the expression of WASP in
different cell lines, and also in CML patients in accelerated and blastic phases (but not
in chronic phase). We found out that Bcr-Abl induces, by a TK-independent way, the
hyper methylation of CpG sites in the promoter of WASP, causing the silencing of this
gene. In addition to the molecular mechanisms, we produced results showing the
relevance of WASP suppression in CML. After restoring WASP expression by lenti virus
vectors, CML cells became more sensitive to Imatinib-induced apoptosis, suggesting
that WASP suppression could contribute to Imatinib resistance. Using an in vivo model
of solid tumor induced by CML cells, we provided that CML cells expressing WASP were
not able to produce tumors, comparing to wild type CML cell lines. Back to the CML
patients, we found that patients exhibiting down regulation of WASP presented
shorter overall survival under Imatinib regime, suggesting that they are not good
responder to this drug. On the other hand, patients who expressed even discrete levels
of WASP had longer overall survival, suggesting that WASP can be important to
Imatinib treatment. Finally, we investigated how WASP could be counteracting the
oncogenic effects of Bcr-Abl. Extraordinary, we showed by co-immune-precipitation
assays that WASP physically interacts with Bcr-Abl and modulates the TK activity. In
conclusion, Bcr-Abl suppresses WASP expression by an epigenetic mechanism, and this
down regulation seems to be important to the evolution of CML. The re-expression of
WASP modulates the TK activity of Bcr-Abl, make the CML cells more susceptible to
apoptosis and can contribute to the good response to Imatinib and longer overall
survival of the patients. We suggest that recovery of WASP expression should be
discussed as a new and additional strategy for CML therapy.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia. Wiskott Aldrich syndrome. Therapy. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia Mieldide Cronica: aspectos gerais:

A Leucemia Mieléide Cronica (LMC) é uma neoplasia hematoldgica causada pela
presenca do oncogene BCR-ABL. Esse gene surge apds a translocacdo cromossémica t(9:22)
(934;q11), quando o gene c-ABL presente no cromossomo 9 se funde ao gene BCR no
cromossomo 22, formando assim um cromossomo 22 encurtado chamado Cromossomo
Philadelphia. Sua incidéncia é de 1,5 casos para cada 100.000 individuos no mundo por ano,
e cerca de 90% dos pacientes sdo diagnosticados na fase inicial da doenca [1]. No Brasil as
Leucemias correspondem a nona modalidade mais freqliente de cdncer em homens e
mulheres, ndo havendo dados epidemioldgicos para LMC especificamente
(www.inca.gov.br).

Critérios foram estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (os quais
geralmente ndo sdo utilizados nos Clinical Trials) e pelo Centro de Estudos do Cancer MD
Anderson para a classificacdo das trés fases da doenga. Na fase cronica da LMC os pacientes
apresentam, em sua maioria, manifestac¢des clinicas como esplenomegalia, fadiga, perda de
peso e leucocitose com contagem normal de plaquetas. Durante a fase cronica, os clones
Bcr-Abl-positivos estdo em expansao na medula éssea e ainda guardam sua habilidade em
diferenciar-se nas células maduras, ndo sendo observados blastos na periferia (Figura 1).
Nesta fase, as células mieldides e algumas linféides circulantes portam o oncogene BCR-ABL
[1, 2]. Radich (2010) sugere ainda que a fase crbénica deva ser compreendida em dois
momentos, que ele denomina “fase crénica inicial” (que seria a descrita acima) e “fase
cronica tardia”, quando ha mutag¢des no dominio SH1 da porgdao ABL, bem como quebras no
DNA oriundas de anormalidades citogenéticas adquiridas pds-, ou sem tratamento, mas com
manifestag¢des clinicas ainda de fase crbnica [3].

O curso normal da doenca evolui, entdo, para uma fase acelerada, na qual se
observa um aumento dos leucécitos circulantes (mais de 100 mil por microlitro) ou
plaguetose (mais que 1 milhdo por microlitro), esplenomegalia persistente, mais que 20% de

basofilos na medula éssea ou sangue periférico, frequéncia maior ou igual a 30% de blastos
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mais promielécitos na medula dssea, ou de 20% a 30% de apenas blastos na medula dssea.
John Goldman entende que as anormalidades citogenéticas marcam a transicdo para a fase
acelerada, na qual os clones leucémicos respondem menos ao tratamento devido,
especialmente, as mutacdes no sitio de ligacdo do ATP do dominio SH1 de Bcr-Abl [1].
Durante a fase acelerada os pacientes podem ou ndo responder ao tratamento, havendo
uma remissdo por meses ou anos ou uma evolugdo para a crise blastica (Figura 1).

Na crise blastica os clones leucémicos perdem a capacidade de diferenciacdo (Figura
1), levando ao acumulo de blastos na medula dssea e no sangue, sendo que os blastos
podem corresponder a mais de 30% das células circulantes e o paciente é levado a dbito
dentro de aproximadamente seis meses [4-7]. Embora a maioria dos pacientes desenvolva
uma crise blastica mieldide, 25% dos casos apresentam blastos linféides B ou T, indicando
qgue o acometimento das células pela translocacdo ocorre em um nivel da ontogenia das
células-tronco hematopoiéticas antes do comprometimento com a diferenciacdo mieldide
na medula dssea [8].

Raramente os pacientes em crise blastica alcancam remissao, e de maneira geral,
recaem posteriormente, sendo o transplante de medula éssea a Unica intervengao
comprovadamente efetiva para a LMC [9, 10]. Contudo, vale ressaltar que, em muitos casos,
o transplante de medula éssea ndo atinge o sucesso esperado, fazendo com que o paciente

desenvolva uma reagao enxerto versus hospedeiro com graus bastante variaveis.
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Figura 1: llustracdo da evolugao da LMC a partir de um clone Bcr-Abl positivo. A LMC é uma doenga
mieloproliferativa clonal. Uma célula tronco hematopoiética sofre a translocacdo
cromossOmica t(9:22) e passa a expressar BCR-ABL (CML stem cell). Esta célula pode sofrer
apoptose (por acao do ataque de células NK, por exemplo), ou se multiplicar, perpetuando
o clone leucémico na medula dssea. Durante a fase cronica, essas células-tronco Bcr-Abl-
positivas irdo se diferenciar e gerar as demais células mieldides do organismo. Nesta fase
da doenca, praticamente todos os granuldcitos e mondcitos circulantes possuem o
oncogene. Leucocitose e neutrofilia sso comuns nesta fase. Bcr-Abl promove a aquisicao de
anormalidades genéticas adicionais, marcando a transi¢do para a fase acelerada da doenca,
havendo aumento dos niveis de expressdo de Bcr-Abl nas células, perda da capacidade de
diferenciacdo e acumulo de células imaturas (blastos) na medula dssea. A instabilidade
gendmica é freqliente nesta fase, contribuindo para falhas no reparo do DNA e aquisicao de
mutacoes, encurtamento dos telomeros e perda de fungdo dos supressores de tumores.
Tais eventos provocam a evolucdo da LMC para a crise blastica, quando os clones imaturos
ganham a medula e o sangue periférico, infiltram em outros orgdos, e se mostram
absolutamente resistentes aos inibidores de tirosina quinase.

FONTE: Figura adaptada de Melo & Barnes, 2007.
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1.2 Bcr-Abl: estrutura molecular e vias de sinalizagao:

Bcr-Abl é uma proteina citoplasmatica que guarda as caracteristicas estruturais das
proteinas Bcr e c-Abl. A metade amino-terminal da porcdao c-Abl contém seguidamente
dominios SH3 (Src homology 3), SH2 e o dominio com atividade tirosina quinase (SH1). Esses
dominios podem assegurar uma estrutura auto-inibitdria, na qual SH3 e SH2 participam da
regulacdo da atividade quinase de SH1. No primeiro exon de c-Abl (na extremidade amino-
terminal) hd um grupo miristol, que se liga ao dominio de tirosina quinase, mantendo presos
SH2 e SH3 [6]. Entretanto, Bcr-Abl ndo possui este grupo miristol, o qual é perdido na
translocacdo cromossOmica, e isso resulta em alta atividade quinase constitutiva, um fator
chave no potencial oncogénico da proteina Bcr-Abl [11, 12]. Na regido carboxi-terminal da
porcdo Abl, a oncoproteina contém quatro sitios ricos em prolina para ligacdo para SH3, trés
sinais de localizacdo nuclear, um sinal de exportacdo nuclear, um dominio de ligacdo no DNA
e um dominio de ligacdo a actina [6]. Na por¢do Bcr, ha um dominio com atividade serina e
treonina quinase e dominios que se ligam a SH2, conferindo a Bcr-Abl participacdo em
diversas vias de transducdo de sinal [13]. Além desses, a molécula contém uma regido
helicoidal de oligomerizacdo (coiled-coil domain), fundamental para a atividade
transformante de Bcr-Abl, e sitios de interacdo para a proteina 2 ligada ao receptor de fator
de crescimeto (GRB2) na tirosina 177 [6].

Depois que Bcr-Abl foi mapeado molecularmente, diversos estudos foram
realizados no intuito de investigar quais dominios e regides confeririam a esta proteina sua
capacidade transformante e promotora de leucemia. Em trabalho realizado por Zhang e Ren
em 1998, observou-se que camundongos que expressavam Bcr-Abl com uma mutagao
pontual no sitio de ligacdo do ATP em Abl (inativando assim sua atividade quinase), nao
desenvolveram leucemia [14]. Mais tarde, o grupo do Dr. Ren, investigando o dominio SH3
de Abl, verificaram que a expressdo de Bcr-Abl truncada (sem SH3 e, conseqlientemente,
com atividade tirosina quinase aumentada) foi incapaz de produzir um quadro de desordem
proliferativa mieldide, tal como ocorre na LMC [15]. E relatado que a fosforilagdo da tirosina
na posicao 177 de Bcr da proteina quimérica permite a ligacdo com GRB2 e a formacdo de
um complexo envolvendo SOS, GAB2 e GRB2, que adiciona um fosfato no dominio GDP-
binding Domain (GDP) de Ras, ativando-o. Esta quinase ativada fosforila e ativa a via das

MAPK (mitogen activated protein kinases), culminando na fosforilagdo de Bad e também na
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ativacdo de fatores de transcricdo para genes de sobrevivéncia [11, 16]. Foi observado que
uma mutacdo neste ponto de auto-fosforilacdo em Bcr-Abl reduz a habilidade de causar
desordem proliferativa mieldide [6].

Tem sido descrita a interacdo entre os varios dominios funcionais de Bcr-Abl e
muitas proteinas envolvidas na sinalizacdo celular, tais como o transdutor de sinal e ativador
de transcricdo-5 (STATS5), a subunidade p85 de fosfatidil-inositol-3 quinase (PI13K), ativadores
de RAS GTPases, dentre outras [6].

Foi demonstrado que a fosforilacdo de STATS5B por Ber-Abl ocasiona o aumento da
expressdo da molécula anti-apoptética Bcl-XL [17, 18]. Entretanto foi demonstrado através
do uso de oligonucleotideos anti-senso para Bcl-XL que a atividade anti-apoptética dessa
molécula ndo é totalmente suprimida em células HL-60.Bcr-Abl, o que leva a hipdtese da
existéncia de outras vias envolvidas na resisténcia a apoptose conferida por Bcr-Abl [19].

Outra via de sinalizacdo importante para a sobrevivéncia celular é a ivia PI3K/Akt, a
qual é ativada por Bcr-Abl através da fosforilacdo direta de PI3K [20]. Akt ativado por PI3K é
capaz de fosforilar caspase--9 impedindo a formacdo do apoptossomo (estrutura formada
por citocromo c, caspase 9, ATP e APAF-1, capaz de desencadear a apoptose pela ativacdo de
caspase-3) [21]. A Akt participa na regulacdo da apoptose pela fosforilagdo de Bad,
impedindo sua agdo proé-apoptdtica na mitocondria, uma vez que esta molécula quando
fosforilada é seqliestrada dessa organela pela chaperone 14-3-3 [22]. Akt atua também na
ativacdo de IKK (IkB kinase), o que culmina na degradacdo de IkB e conseqliente
translocacdo do NFkB para o nucleo, resultando na transcricdio de varios genes anti-

apoptoticos [23].
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Figura 2: Origem e estrutura de Bcr-Abl. A: llustracdo da translocacdo t(9;22)(q34;q11), na qual o
gene ABL se funde ao gene BCR, formando o novo gene BCR-ABL. O Cromossomo 22
torna-se encurtado apds a translocagdo, sendo chamado de Filadelfia e sendo
considerado marcador citogenético da LMC. B: llustracdo da estrutura molecular e
dominios da proteina Bcr-Abl. A porgdo N-terminal corresponde ao BCR, na qual pode
ser visualizada a tirosina 177, essencial para a auto-ativacdo da proteina, além do
dominio Serina-Treonina quinase seguido do dominio DBL, cuja fun¢do ainda ndo é bem
definida na oncoproteina. Na por¢do Abl encontram-se o dominio SH3 (que permite a
ligagdo com dominios ricos em Prolina de outras proteinas), SH2 (que se liga a residuos
fosforilados de tirosina em outras proteinas), um dominio de ligacdo “L”. Apds o
dominio tirosina quinase ha regides ricas em prolina (ndo representadas) e uma regiao
de sinalizacdo nuclear (NLS), que definem sua importacdo e exportacdo do nucleo
(essencial para o trafego de c-Abl, mas apds a translocacdo a sinalizacdo para
importacdo para o nucleo é perdida, fazendo com que Bcr-Abl seja uma proteina
citoplasmatica).

FONTE: Figura extraida do website medscape.com.

1.3 Regulagao do Processo de Apoptose:

O processo de apoptose envolve uma complexa rede de sinalizagao celular que se
inicia com um estimulo de morte e culmina com o empacotamento celular e remogdo dos
corpos apoptéticos. Todas as caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas da apoptose é
dependente da ativacdo das caspases: uma familia de zimdgenos caracterizados por

apresentarem um residuo de cisteina em seu sitio ativo, o qual cliva substratos apds um
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residuo de acido aspartico [24]. No processo de apoptose, as caspases sao divididas em
iniciadoras (as primeiras a se ativarem) e executoras (as responsaveis por clivarem inimeros
substratos na célula e desencadear o processo de morte). Quando o processo € iniciado
pelos receptores de morte presentes na membrana plasmatica das células, chamamos de via
extrinseca de inducdo de apoptose. A via extrinseca é ativada ap6s a interacdo dos ligantes
de morte, tais como Tumor Necrosis Factor (TNF)-alfa, Fas/CD95-Ligante (FasL/CD95L) e TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), com os seus receptores especificos, que sao
TNFR1, Fas e TRAIL-R1(DR4) e TRAIL-R2(DR5), respectivamente. Os receptores de morte sdo
proteinas transmembrana que ancoram em sua porg¢do intracitoplasmatica moléculas
adaptadoras, tais como FADD e TRADD. Estas, por sua vez, recrutam as caspases iniciadoras -
8 e -10, formando um complexo protéico chamado DISC [25]. Uma vez ativadas, caspase-8 e
caspase-10 clivam caspase-3, a principal caspase executora. Contudo, caspase-8 pode
também clivar a proteina citoplasmatica Bid, gerando tBid, que por sua vez é capaz de
translocar para a mitocondria e iniciar a via intrinseca de morte [26, 27] (Figura 3).

A via intrinseca pode ser ativada por Bid apds ativacdao da extrinseca, ou é iniciada
por uma gama de sinais intracelulares, chamados coletivamente de “sinais de estresse”, tais
como dano ao DNA, desestruturacao do citoesqueleto, perda de adesao celular, caréncia de
fatores de crescimento, hipoxia, inibicdo de sintese protéica ou de acidos nucléicos, estresse
de reticulo endoplasmatico, entre outros. Todos induzem a liberagdao do citocromo ¢ do
espaco intermembranar da mitocondria, levando a ativagdao do complexo protéico chamado
apoptossomo, o qual é formado por caspase-9, APAF-1, ATP e citocromo c. Uma vez
acionado, a caspase-9 torna-se ativada e cliva as caspases executoras -3, -6 e -7 [28].

A liberacdo do citocromo c corresponde ao gatilho da via intrinseca e depende da
abertura de poros na membrana externa da mitocondria. As proteinas da familia Bcl-2 (B cell
Lymphoma-2) regulam a permeabilidade desta membrana através da interacdo de membros
pro- e anti-apoptéticos. Bax e Bak sdao dois membros pré-apoptdticos implicados na
formacado dos poros que permitem a liberagdo do citocromo ¢ [29]. Estes poros se mantém
fechados devido a interacdo de membros anti-apoptéticos, tais como Bcl-2 e Bcl-XL, sendo

este o cenario molecular de uma célula viva (Figura 4).
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Figura 3: Via extrinseca de apoptose induzida por TRAIL. O ligante de morte TRAIL, na sua forma
trimérica sollvel ou como proteina transmembrana, é capaz de se ligar aos receptores de
morte DR4 ou DRS5, iniciando a sinalizacdo de apoptose pela via extrinseca. A molécula
adaptadora FADD permite o recrutamento da caspase-8, que torna-se ativada. Os dimeros
de caspase-8 sdo capazes de clivar Bid, gerando Bid truncado (tBid), que por sua vez
transloca-se para a mitocondria acionando a via intrinseca de morte. Esta resulta na
liberacdo do citocromo c e ativagdo da caspase-9 via APAF-1 (Apoptossomo). Caspase-8
também cliva as caspases efetoras -3, -6 e -7, as quais tornam-se ativadas e podem agora
clivar os varios substratos culminando no processo de apoptose.

FONTE: Figura extraida de Pereira & Amarante-Mendes, 2011.
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Figura 4: Via intrinseca de apoptose. A via intrinseca pode ser iniciada por diversos estimulos, tais
como dano no DNA (que leva a ativagdo de p53 e a expressdao de membros pré-apoptéticos
da familia Bcl-2, tais como NOXA e PUMA), estresse de citoesqueleto que também ativam
membros pré-apoptoéticos, ou caréncia de fatores de crescimento, que diminuem a ativacao
de Akt e permite a liberagao da molécula Bad, antes seqiiestrada pela chaperona 14-3-3. Os
membros pré-apotéticos da familia Bcl2 sdo capazes de translocar-se para a mitocondria e
se associar com as moléculas Bax e Bak (que formam os poros na membrana externa da
organela), e com as moléculas anti-apoptéticas que estdo mantendo esses poros fechados.
Estas interacGes deslocam Bcl-XL e Bcl-2 e/ou ativam Bax e Bak promovendo a abertura dos
poros e conseqiiente liberagdo de citocromo c para o citossol. Ao se associar a APAF-1, o
citocromo c permite a ativagdao do complexo protéico chamado apoptossomo, ativando a
caspase-9 presente na estrutura. Esta cliva e ativa as caspases efetoras desencadeando o
processo de apoptose. GFR: Growth Factor Receptor.

FONTE: Figura extraida de Pereira & Amarante-Mendes, 2011.

Dois modelos s3ao propostos para explicar a abertura dos poros formados por Bax e
Bak. O primeiro sugere que as moléculas anti-apoptdticas da familia Bcl-2 estao
constantemente se associando e inibindo Bax e Bak, até que membros pré-apoptdticos
como Bid, NOXA e PUMA deslocam-nas liberando o poro. O segundo modelo propde que ha
duas categorias de moléculas pré-apoptdticas e ambas sdo necessdrias para desencadear a
abertura dos poros da mitocondria. Membros sensibilizadores inibiriam a acdo das proteinas
anti-apoptéticas, ao mesmo tempo que membros ativadores se ligariam diretamente a Bax e

Bak, promovendo a liberacdo do citocromo c [30, 31].
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1.4 Inibidores de tirosina quinase no tratamento da LMC:

Uma vez que a atividade tirosina quinase é essencial para a transformacdo celular
induzida por Bcr-Abl, inibidores de tirosina quinase (ITK) foram desenvolvidos pelas
industrias farmacéuticas e correspondem hoje a principal alternativa no tratamento dos
pecientes. O Mesilato de Imatinibe (Glivec® ou STI571) foi o primeiro ITK a ser desenvolvido
e é hoje a principal opcdo de droga no tratamento da LMC. Ele atua competindo pelo sitio de
ligacdo do ATP no dominio quinase de Bcr-Abl [32], impedindo que a oncoproteina fosforile
seus substratos, promovendo a morte das células leucémicas [33]. Um primeiro estudo de
follow up de cinco anos demonstrou o sucesso do Imatinibe quando comparado com
Interferon alfa, o tratamento antecessor [34]. Contudo, desde essa publicacdo ficou claro
gue um numero razoavel de pacientes ndo respondiam bem a droga. Recentemente,
resultados de oito anos de acompanhamento de pacientes tratados com Imatinibe
demonstraram que 83% dos pacientes atingem uma remissao citogenética completa (RCC).
Contudo, 15% desses pacientes tiveram recaidas e 5% mostraram-se intolerantes a droga. Os
outros 17% ndo alcancaram remissdo em nenhum momento [35]. Os numeros acima
confirmaram que cerca de 37% dos pacientes ndo obtém sucesso no tratamento com
Imatinibe, e este fato tem levado os pesquisadores a esclarecerem as razdes deste insucesso
que acomete um grande numero de pacientes.

Gorre e colaboradores, em 2001, associaram esta resisténcia clinica a ocorréncia de
mutagdes no dominio quinase de Abl, que impediriam a ligacdo do Imatinibe ao seu alvo
[36]. Em outros casos, a recidiva estava ligada a uma amplificacdo progressiva do nimero de
transcritos de BCR-ABL [37]. Outro mecanismo molecular de resisténcia ao Imatinibe é o
padrdo de expressdo dos receptores responsaveis pela captacdo e exportacdo da droga nas
células. Recentemente, Eechoute e colaboradores compilaram dados mostrando que OCT1
(organic cation transporter 1) e OATP1A2 (organic anion transporting polypeptide 1A2), os
quais sao responsaveis pelo transporte de Imatinibe para dentro das células, e ABCB1 e
ABCG2 (ATP-binding cassette transporters), que exportam a droga, podem ser
diferencialmente regulados por Bcr-Abl e interferem com a eficdcia do tratamento [38].

Apesar de existirem diferentes causas moleculares de resisténcia ao Imatinibe, as
mutacdes no gene BCR-ABL sdo consideradas as principais e mais freqlientes. Diante desta

realidade, ITK de segunda geracdo foram desenvolvidos, sendo capazes de se ligar e inibir
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Bcr-Abl, mesmo este apresentando variadas mutacdes. Nilotinibe e Dasatinibe, entretanto,
ainda sdo incapazes de bloquear a atividade tirosina quinase de Bcr-Abl que apresenta a
mutacdo T315l, que é a mais freqlientes nos pacientes.

O European Leukemia Net e o National Comprehensive Cdncer Network
recomendam o tratamento inicial de pacientes em fase crénica com 400mg/dia de
Imatinibe. Aqueles individuos que ndo alcancarem uma remissdo hematolégica completa em
3 meses, qualquer resposta citogenética em 6 meses, ou uma resposta citogenética
completa em 18 meses sdo considerados resistentes e devem iniciar tratamento com
inibidores de segunda geracdo [3]. Atualmente ha protocolos com aumentadas doses de
Imatinibe no intuito de elevar sua eficacia antes da adminisrracdo de Dasatinibe ou
Nilotinibe. Apesar de doses de 600 e 800mg/dia, defato, produzirem melhores resultados
hematoldgicos, a aderéncia ao tratamento cai drasticamente, quando comparada com os
pacientes que mantiveram a dose de 400mg/dia [39].

Um retrato recente dos pacientes LMC, no que tange a resposta aos tratamentos
disponiveis, revela que cerca de 25% dos individuos em fase cronica inicial ndo respondem
ao Imatinibe ou apresentam resposta sub-6tima [3]. Nessa porcentagem estdo incluidos os
5% de individuos que sdo intolerantes a droga e os 15% que atingem remissao citogenética e
recaem posteriormente [40]. Radich revela ainda que 50% dos pacientes que sdo tratados
com inibidores de segunda geragdo ndo alcangam remissao da doenca, o que significa 12,5%
do total de pacientes LMC.

Apesar da grande contribui¢cdo que os ITK trouxeram para a terapéutica da LMC no
inicio do século XXI, diminuindo a taxa de mortalidade por esta doenga em
aproximadamente 60% [3], um numero grande de pacientes se mostra carente de novas
estratégias de tratamento, e o estudo de novos alvos moleculares, novas vias de sinalizacao,

novas drogas, sao essenciais para suprir tal necessidade.
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1.5 WASP: estrutura e fungoes:

No contexto de organizacdo do citoesqueleto, foi descrito o gene Wiskott Aldrich
Syndrome Protein (WASP), o qual é expresso exclusivamente em células hematopoéticas,
independente de seu estagio de diferenciacdo [41]. Localizado no cromossomo X humano, o
gene WASP codifica uma proteina com mesmo nome de 65 kDa e 502 aminodcidos [42].

Em sua porg¢do amino-terminal, WASP possui um dominio WH1/EVH1 (WASP homology
1/Ena Vasp Homology 1) e uma regido béasica de aminoacidos imediatamente seguida por um
dominio central chamado CRIB/GBD (Cdc 42 and Rac interactive binding/ GTP-bound domain).
Na porcdo carboxi-terminal hd uma regido rica em prolinas seguida de uma regido com os
dominios chamados VCA (verpoline cofilin homology domains/acidic region).

WASP possui uma conformacdo auto-inibitéria promovida pela dobra de seu dominio
VCA sobre o dominio GDB. Essa conformacdo pode ser estabilizada pela ligacdo de uma
chaperona chamada WIP (WASP interact protein) ao dominio WH1. Essa ligacdo inibe WASP e o
protege da degradacdo pelo proteassomo. Entretanto, essa conformacao inibitoria de WASP é
desfeita quando algumas moléculas se ligam a ele e o ativam. A molécula Toca-1 desloca WIP do
dominio WH1, ou por se ligar diretamente ao WIP ou por se ligar a WASP e induzir uma
mudanca conformacional em WH1. A regido bdsica de WASP serve como sitio de ligagao de PIP2
(Fosfatidil inositol (4,5) difosfato) e essa interagao age sinergicamente com a ligacdo de CDC42
contendo GTP no dominio GBD. Essas interagdes em conjunto ativam WASP, permitindo que
seu dominio VCA esteja disponivel para a associa¢do das proteinas Arp2/3, e essas por sua vez
polimerizam os mondmeros de actina formando filamentos que se extendem desde a face
citoplasmdatica da membrana, ancorando os receptores na superficie da célula. A fosforilagdo na
tirosina 291 de WASP também induz sua conformacgdo ativa, embora ainda ndo se saiba se é

suficiente para tal (Figura 5) [43].
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Figura 5: Dominios, interagdes moleculares e ativacdo de WASP. WH1/EVH1 (WASP homology 1/Ena
Vasp Homology 1); CRIB/GBD (Cdc 42 and Rac interactive binding/ GTP-bound domain; Proline-
rich: regido rica em prolina; WCA (verpoline cofilin homology domains/acidic region).

FONTE: Figura extraida de Ochs e Trascher, 2006.

WASP é um elemento central na organizacdo do citoesqueleto, orientando o
recrutamento e a localizacdo de proteinas estruturais e quinases durante a formacdo dos
podossomos [44-46]. Os podossomos sdo pontos de adesdo focal presentes na superficie de
contato da célula constituidos por um conjunto de proteinas que interagem entre si, se ativam e
se degradam, fazendo dos podossomos uma estrutura estremamente dindmica e fundamental
para a migracdo celular [44]. O podossomo é ainda essencial para a migracao de células pelo
intersticio tecidual por ser responsavel pela liberacao de metaloproteases MMP-9 e MT1-MMP,

responsaveis pela degradac¢do da matriz extracelular [47].
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Mutacdes que determinam a auséncia de expressao ou o mau funcionamento de WASP
causam a Sindrome de Wiskott Aldrich (WAS), uma imunodeficiéncia caracterizada clinicamente
por trombocitopenia, eczema e infec¢es recorrentes [43].

Os pacientes WAS apresentam varias complicacdes em suas células hematopoiéticas,
como problemas na fagocitose por macroéfagos [48], dificuldade das células NK em matar suas
células-alvo [49] e deficiéncia na geracao de células T reguladores [50].

Muito pouco se sabe sobre a regulacdo da expressdo de WASP. O grupo de Hagemann
apresentou seu promotor com seus elementos responsivos [51, 52]. Nesse trabalho, o fator de
transcricdo C-EBP/A se mostrou essencial para transcricio de WASP na linhagem de LMC K562.
No contexto da leucemia, foi demonstrado que Bcr-Abl suprime C-EBP/A pela ac¢do da
ribonucleoproteina hnRNP E2 [53]. Mais recentemente, Chang e colaboradores esclareceram
que Bcr-Abl ativa a via MEK1/ERK1 e ERK2, que fosforila e ativa hnRNP E2, e essa por sua vez
bloqueia a traducdo do fator de transcricao [54].

A regulacdo péds-traducional de WASP ainda foi pouco explorada. Ao estudar a
dindmica dos podossomos durante a migracdo de células dendriticas, [55] observaram que
WASP é clivado por calpainas durante esse processo, havendo um rapido turn over de WASP.
Ramesh et al. demonstraram que WASP trabalha em conjunto com outra molécula, WASP
Interact Protein (WIP) [56]. Hoje sabemos que WIP é uma chaperona de WASP que o preserva
da degradacao pelo proteassomo ou por calpainas [57, 58].

Somado ao seu importante papel no citoesqueleto, alguns trabalhos demonstram que
WASP atua na sinalizacao intracelular, regulando negativamente algumas tirosina-quinases, tais
como Nck, Lck e Fyn [59-61]. De maneira especial, o grupo do Dr. Sefton descreveu que a regiao
entre os aminoacidos 83 a 93 de WASP é capaz de se ligar ao dominio SH1 de c-Abl, inibindo
profundamente sua atividade tirosina-quinase [62].

A sua expressao desde os primeiros precursores hematopoiéticos na medula éssea [41]
sugere que WASP desempenha um papel no desenvolvimento e a perfeita fun¢cdo das células
hematopoiéticas, podendo atuar tanto organizando a dinamica do citoesqueleto dessas células
quanto participando da regulacao de proteinas tirosina-quinases. Na Leucemia Mieléide Cronica
sdo observadas graves alteracdes nesses fendbmenos, mas os mecanismos pelos quais Bcr-Abl as
promove nao sao totalmente conhecidos, bem como qualquer relato se WASP teria alguma

participa¢ao nesse contexto.
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Diante disso, uma primeira hipdtese norteou a elaboracao deste projeto: algum tipo de
defeito na expressdao ou funcdo de WASP poderia estar relacionado com as alteragdes no
compartimento hematopoiético caracteristicas da LMC. Além disso, ndés também levantamos a
hipétese de que WASP poderia ser capaz de se ligar a Bcr-Abl, assim como foi descrito para c-
Abl, o que, se comprovado, teria uma implicancia extraordindria nos paradigmas de tratamento
por inibicdo do Bcr-Abl. Amparado por estas idéias, nds iniciamos o presente estudo tracando o

objetivo a seguir.
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2 OBIJETIVO

O objetivo geral do trabalho foi investigar se WASP, uma molécula sabidamente
importante para as funcdes das células hematopoiéticas, exerce algum papel na Leucemia

Mieldide Cronica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes:

As amostras dos pacientes com Leucemia Mieldide Cronica nas diferentes fases da
doenca foram coletadas no Centro Oncoldgico do Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE), e
no Hospital Brigadeiro, todos localizados na cidade de Sdo Paulo, Brasil. A selecdo dos
individuos controle, por outro lado, ocorreu no Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo.

A inclusdo dos pacientes com LMC, no presente estudo, obedeceu aos seguintes
critérios: resultado positivo para cromossomo Philadelphia por citogenética e/ou presenca
do oncogene BCR-ABL detectado por biologia molecular em exames de diagndstico feitos
pelos laboratoérios dos hospitais aos quais os pacientes foram admitidos. Os pacientes e os
individuos saudaveis que possuiam quaisquer outras doencas de base no momento da coleta
gue ndo fosse a LMC, no caso dos pacientes, foram excluidos deste estudo.

As 52 amostras incluem 11 pacientes na fase cronica, 10 na fase acelerada, 11
pacientes na fase blastica e 10 em remissdao da doenca. Estes pacientes obtiveram resposta
citogenética completa apds tratamento com Mesilato de Imatinibe. Como individuos

controle, utilizamos amostras de 10 doadores saudaveis.

3.2 Linhagens Celulares:

Neste trabalho foram utilizadas linhagens celulares derivadas de pacientes com
LMC, Leucemia Mieléide Aguda (LMA) e Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), entre outras
listadas abaixo. Além disso, algumas linhagens BCR-ABL negativas foram infectadas com
plasmideo retrovial contendo esse gene e passando, portanto, a expressar o BCR-ABL
selvagem ou mutado, de acordo com a construgdo de BCR-ABL utilizada.

Relagdo das linhagens celulares empregadas no desenvolvimento do presente

estudo:
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° HL-60.vetor e HL-60.BCR-ABL (HL-60.BA): linhagem obtida a partir da HL-60
transduzida com retrovirus contendo os plasmideos pSRaMSVtkneo e pSRaMSVtkneo.BCR-
ABL;

. Jurkat: linhagem derivada de linfécitos T de paciente com LLA, BCR-ABL
negativa (ATCC n° TIB-152);

° Jurkat.vetor, Jurkat.BCR-ABL (Jurkat.BA), Jurkat.BA.KR: linhagem obtida em
nosso laboratdério, a partir de células Jurkat transduzidas com retrovirus contendo
respectivamente os plasmideos pSRaMSV.tkneo, pSRaMSVp185BCR-ABLtkneo e
pSRaMSVp185BCR-ABL/K671Rtkneo.

° K562: Isolada de efusdo pleural de uma paciente com 53 anos em fase
terminal da crise blastica. Linhagem de origem hematopoiética, multipotente que se
diferencia espontaneamente em precursores das séries eritrocitica, granulocitica e
monocitica; (ATCC n° CCL-243).

° K562.WASP, K562.WIP e K562.WASP.WIP: linhagem produzida em
colaboragcdo com a Dra. Yolanda Calle e Dr. Gareth Jones (King’s College London), utilizando
seu vetor lentiviral cuja referéncia € mencionada em nossa introducdo. As células foram
purificadas no Brasil por cell sorting utilizando citémetro de fluxo BD® ARIA.

° KCL22: linhagem derivada de paciente com LMC, na crise blastica, BCR-ABL
positiva, gentilmente cedida pelo Dr. Owen Witte (University of California, Los Angeles,
USA).

° LAMA-84: linhagem derivada de paciente com LMC, BCR-ABL positiva,
gentilmente cedido pelo Dr. James Griffin (Dana-Farber Cancer Institute, MA, USA);

° BV173: linhagem derivada de paciente LMC em crise bldstica, do sexo
masculino, BCR- ABL positiva, doada gentilmente pelo Dr. Douglas Green (St. Jude’s Hospital,

Memphis, USA).
3.3 Animais:
Neste trabalho foram utilizados camundongos BALB/c nude machos, singénicos,

com idade entre 4-8 semanas provenientes do Biotério de Criacdo do Instituto de Ciéncias

Biomédicas. Os animais foram mantidos de acordo com os Principios Eticos em
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Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal. O
protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica Animal do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

3.4 Cultivo de células:

As células que proliferam em suspensdo (todas, exceto a Phoenix™ Ampho) foram
mantidas em meio RPMI-1640 completo (Life Technologies, INC., USA). Ja as células
aderentes foram cultivadas em meio DMEM completo (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Médium”, Life Technologies, INC., USA). Nos dois casos, o meio foi suplementado com 2,0
g/L de bicarbonato de sddio, 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamina, 100 U/ mL penicilina, 100
ug/mL sulfato de estreptomicina (Life Techonologies, Inc., USA) e 10% de soro fetal bovino
(Life Technologies, Inc., USA). As células foram mantidas em incubadoras umidificadas na

temperatura de 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO2 (Forma Scientific).

3.5 Coleta e isolamento de células mononucleares de sangue periférico:

Vinte mililitros do sangue periférico de todos os sujeitos de pesquisa foram
coletados em tubos contendo o anticoagulante EDTA. As amostras de sangue dos sujeitos de
pesquisa foram centrifugados a 500 x g por 15 min a 4 °C e posteriormente, o plasma foi
transferido para outro tubo. O plasma foi armazenado a -80 °C, para posterior analise. As
células mononucleares do sangue foram separadas pelo protocolo padrao de densidade por
gradiente de Ficoll-Hypaque 1,077 (BOYUM, 1976). A viabilidade celular foi avaliada por
exclusdo de Azul de Tripan. De acordo com o numero de células obtidas, uma parte das

células foi estocada em Trizol e tampado de amostra de “Western Blot”.
3.6 Extracao de RNA:
A extracdao do RNA total das linhagens celulares e células de pacientes foi realizada

pelo método do Trizol, de acordo com protocolo do fabricante (Invitrogen Life

Technologies). Resumidamente, 5x106 células foram lisadas com 0,5 mL de Trizol e
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incubadas por 5 min a temperatura ambiente (TA), em seguida, foi adicionado 0,1 mL de
cloroférmio e os microtubos foram agitados vigorosamente por 15 s, e incubados por 2-5
min. Apds a separacdo da fase aquosa por centrifugacdo a 12000 x g a 4° C por 15 min, o
RNA contido na fase aquosa foi precipitado com 0,25 mL de isopropanol, por 10 min a TA, e
centrifugacdo a 12000 x g a 4 °C, por 10 min. Ao final da centrifugacao, o sobrenadante foi
retirado e o RNA lavado com 0,5 mL de etanol 75%, centrifugado a 7500 x g a 4 °C, por 5 min.
Por ultimo, apds remocdo do sobrenadante, o RNA obtido foi ressuspenso em 20-30 uL de

agua livre de RNAses para ser utilizado na quantificacdo e sintese de cDNA.

3.7 Sintese de cDNA:

Trés microgramas (3 pg) de RNA total foram utilizadas para obtencdo do cDNA,
utilizando-se kit de transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen) de acordo com protocolo
do fabricante. Para verificacdo da qualidade do cDNA sintetizado, foi feita a reacdo de RTPCR

para B-ACTINA.

3.8 PCR em tempo real:

Para avaliar a expressdao dos genes estudados neste projeto, oligonucleotideos
(primers) especificos foram desenhados para amplificar estes genes nas amostras por meio
da técnica de PCR em tempo real. A amplificagdo em tempo real foi realizada utilizando-se o
Kit comercial Master Mix Syber Green (Life Tecnologies) e o termociclador MxPro 3005P
(Stratagene). Como controle enddégeno foi amplificado o gene GAPDH, cuja expressdo é
constitutiva (“housekeeping gene”). Os primers utilizados foram: WASP F: GGCTGGTCGG
CTGCTCTGGGAACA; R: GGTGGTGGGGGTAGCTGGCGTCTGT; GAPDH F: GGAGAAGGCTGG
GGCTCAT; R: GTCCTTCCACGATACCAAAGTT; BAD F: CCGAGTGAGCAGGAAGACTC; R: GGTAG
GAGCTGTGGCGACT; BAK F: TTTTCCGCAGCTACGTTTTT; R: TGGTGGCAATCTTGGTGAAGT; BID
F: GCTTCCAGTGTAGACGGAGC; R: GTGCAGATTCATGTGTGGATG; BIK F: TCTGCAATTGTCA
CCGGTTA; R: TTGAGCACACCTGCTCCTC; NOXA F: AGCTGGAAGTCGAGTGTGCT; R: ACGTGCAC
CTCCTGAGAAAA; BLC-XL F: CTGAATCGGAGATGGAGACC; R: TGGGATGTCAGGTCACTGAA;
MCL-1 F: AGAAAGCTGCATCGAACCAT; R: CCAGCTCCTACTCCAGCAAC; FAS F: CAAGGG
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ATTGGAATTGAGGA; R: TGGAAGAAAAATGGGCTTTG; C-FLIP F: GCCGAGGCAAGATAAGCA; R:
GCCCAGGGAAGTGAAGGT;TRAIL F: AAGGCTCTGGGCCGCAAAATAAAC; R: GCCAACTAAAAAG
GCCCCGAAAAA.

3.9 SDS PAGE e Western Blot:

Amostras contendo 1x10° células foram centrifugadas a 210 x g por 5 minutos a 4°C
e ressuspensas em 80 plL de tampdo de amostra (Tris Cl 50mM, pH 6,8; SDS 2%; Glicerol 10%;
B-mercaptoetanol 2,5%) para serem aquecidas a 100°C por 5 minutos e resfriadas
rapidamente, sendo mantidas no gelo até o momento da aplicagdo ou estocadas a -20°C
para posterior utilizacdo. Foram preparados géis com diferentes concentracdes (15-10%) de
acordo com o peso molecular da proteina analisada e foram aplicados 10-20 pg de amostra
em cada poco do gel. As proteinas foram separadas utilizando uma voltagem continua de
100 V. Ao término da corrida das amostras, as proteinas foram transferidas do gel para a
membrana de PVDF de 0,45 um (Pierce) em amperagem continua de 0,45 mA de por lhora e
30 minutos. Em seguida a membrana foi colocada em uma solucdo de bloqueio TBS-Tween
(150 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl pH=7,5, 0,05% Tween-20, 5% de leite desnatado, 0,01% azida
sodica) por duas horas. Apds esse periodo, as membranas foram marcadas com os
anticorpos primarios especificos (diluidos em leite desnatado 5%) por uma hora, lavadas
com TBSTween para em seguida serem marcadas com o anticorpo secundario acoplado a
peroxidase. Novamente a lavagem das membranas foi realizada e apds esse periodo, o
excesso de TBSTween foi retirado e as membranas incubadas em solugao de ECL (Amersham
Pharmacia Biotech) para que o sinal de quimioluminescéncia fosse detectado pela exposicao

rapida de filmes auto-radiograficos X-OMAT-LS (Kodak, co).

3.10 Avaliagdao do numero absoluto de células em cultura celular:

Quatro vezes 10" células K562.WT, K562 re-expressando WASP (high), K562
expressando WIP ou K562 expressando ambos genes foram cultivadas em placas de 6 wells
com 1mL de RPMI suplementado, sendo que a cada 24 horas as células eram

homogeneizadas e na cultura era adicionado 0,5mL de meio fresco suplementado, para
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evitar estresse por starvation das células. O numero absoluto de células foi contato em

camara de Neubauer a cada 24 horas até completar 120 horas de experimento.

3.11 Avaliacdo da frequéncia de populag¢des celulares em co-cultura:

Co-cultura contendo inicialmente 2x10° células foi estabelecida utilizando as
linhagens K562.WT (eGFP negativa) e K562.WASP (eGFP positiva), em trés diferentes
condicbes: 25%:75%; 50%:50%; 75%:25%, respectivamente. As células eram
homogeneizadas e repicadas a cada 24 horas, frecebendo meio fresco. Apds 7 dias de co-

cultura, a frequéncia de cada populacado foi avaliada por citometria de fluxo.

3.12 Avaliac¢do da proliferagdo celular:

As células K562.WT e K562.WASP foram marcadas Violet Cell Trace (Life
technologies) e cultivadas por 4 dias, sendo a taxa proliferativa acompanhada por citometria
de fluxo através do decaimento da fluorescéncia inicial devido as divisGes celulares. Células
K562.WT no dia zero, logo apds incubagdo, foram analizadas no citbmetro para

determinac¢do da fluorescéncia inicial do experimento cujo decaimento.

3.13 Tratamento das linhagens celulares com Mesilato de Imatinibe:

Linhagens celulares foram tratadas com mesilato de imatinibe na concentragao de
0,1 a 10 uM por 24 e 48 horas e amostras de cDNA e proteinas foram preparadas a partir
deste material para verificacdo da expressdao de genes. Em alguns experimentos, as células
foram marcadas logo apds o tratamento para quantificacdo de morte celular por citometria

de fluxo.

3.14 Tratamento das células com indutores de morte:

Uma vez 10° células K562.egfp e K562.WASP.egfp foram cultivadas em placas de 96

wells com 200uL RPMI suplementado. Foram utilizados os seguintes indutores de morte:
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Camptotecina (100uM), Actinomicina D (5uM) e radiagdo Ultra Violeta (400mJ/cm?). Apds 18

horas, a morte celular foi avaliada pelo contetido de DNA.

3.15 Bloqueio da via de TRAIL:

K562.WT, K562.WASP low e K562.WASP high foram cultivadas em placas de 96 wells na
presenca ou ndo de 5ug/mL de TRAIL R2-Fc (dominante negativo de TRAIL, que se liga a DR4 e
DR5 e bloqueia a via extrinseca de morte). O reagente foi doado gentilmente pelo Dr. Henning
Walkzak, do Impaerial College London, UK. A morte celular foi avaliada apds 48 horas por

incorporacdo de iodeto de propidio.

3.16 Infecgdo de linhagens de células humanas com particulas virais contendo DNA

recombinantes do gene WASP:

Sobrenadantes virais foram produzidos pelo grupo da Dra. Yolanda Calle do King’s
College London, contendo lentivirus carregando o gene WASP fundido a proteina fluorescente
verde eGFP (WASP.egfp), ou carregando WIP.mCherry. Duas vezes 10° células alvo HL60.BA e
K562 foram plaqueadas juntamente com 10ul de Polibrene (800ug/ml), e receberam 100uL do
concentrado viral. Apds 72 horas as células foram levadas ao citémetro de fluxo para
confirmacao da infeccao pela expressao de egfp e mCherry. A eficiéncia foi sempre superior a

70% de infecgao.

3.17 Inoculagao subcutanea de camundongos:

As células K562 selvagem e K562.WASP mantidas em cultura, foram centrifugadas a
240 x g, por 5 min, a 4 °C e ressuspensas em PBS 1X gelado. Este procedimento foi repetido
duas vezes e na Ultima vez, as células foram ressuspensas na concentracdo de 1x10’
células/100 puL de PBS 1X. Foram inoculadas dez milhdes de células subcutaneamente na
regido dorsal dos flancos esquerdo e direito, respectivamente, de camundongos BALB/c

nude anestesiados por injecdo intraperitonial de 100uL de solucdo anestesiante (composta

de 100pL de Xilasina a 10mg/mL, e 200uL de Cetamina a 50mg/mL, g.s.p 2mL de PBS).
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3.18 Determinagao da apoptose por fragmentagao de DNA:

Amostras contendo 1-4x10° células foram centrifugadas a 210g por 5 minutos a 4 °C
e ressuspensas em uma solucdo hipotoénica, contendo 0,1% de citrato de sddio, 0,1% de
triton X-100 e 50ug/mL de iodeto de propideo (Pl). As amostras foram incubadas por 15
minutos a 4°C para promover a fragilizacdo da membrana celular pelo Triton X-100 e lise
celular pelo choque hipoténico da solugao. Apds a lise, o material nuclear fica acessivel ao
iodeto de propideo (PI), que se intercala no DNA gend6mico e produz uma fluorescéncia
capaz de ser analisada no citdbmetro de fluxo (FACScalibur-Becton Dickinson). A andlise é
realizada em 5000 eventos, o resultado é dado pelo histograma do software CellQuest
(Becton Dickinson). O histograma indica a ploidia nuclear em funcdo da fluorescéncia. As
células apresentam um pico maior correspondente a fase GO-G1 (2n) do ciclo celular e um
menor, G2-M (4n), intercalados pela fase S. A populagdo que se encontra a esquerda do pico
GO0-G1, por possuirem uma quantidade de DNA inferior a 2n (hipodipléide), corresponde as

células em apoptose.

3.19 Andlise da metilagdao de DNA por tratamento com Bissulfito Sédico:

Essa abordagem consiste na modificagdo do DNA gendmico das amostras através do
tratamento com bissulfito de soédio. Através desta técnica, todas as citosinas ndo-metiladas
do DNA s3o modificadas e convertidas a uracilas, as quais sdo substituidas por timinas
durante a sintese de uma nova fita de DNA. As citosinas metiladas, entretanto, sdo mantidas
intactas. Dessa forma, a seqiiéncia do DNA tratado serd alterada dependendo de sua
condicdo original metilada ou ndo-metilada. Em seguida esse fragmento serd seqiienciado

para se determinar os locais de metilacao.
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3.20 Analise estatistica dos dados:

O software GraphPad Prism 5 foi utilizado para construcdo dos graficos e analise
estatistica através dos testes T student, One Way ANOVA, Two Way ANOVA e pds teste de

Bonferroni, como indicado em cada figura do manuscrito.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da expressao e regulagiao de WASP:

O estudo do papel do gene WASP dentro do contexto da LMC requeria, inicialmente,
investigar se o mesmo estava ou ndo expresso em pacientes. Assim, nds comparamos a
expressdo de WASP em amostras de pacientes LMC com doadores sauddveis. A expressdo de
WASP foi menor nos pacientes LMC comparando com individuos normais (p=0.001) (Figura 6A).
Buscando uma mais clara interpretacdo e analise desses dados, nés avaliamos a expressdo de
WASP nas diferentes fases da LMC, incluindo agora aqueles pacientes que foram tratados com
mesilato de imatinibe e alcancaram uma remissdo citogenética completa. Como podemos
observar na figura 6B, individuos na fase cronica ou inicial da doenca apresentam niveis normais
de WASP, similares aos de individuos saudaveis. No entanto, a progressao da doenca para fases
acelerada e blastica é acompanhada por uma reducdo dos niveis de RNAm para WASP. De
maneira interessante, o grupo de pacientes tratados com mesilato de imatinibe que alcangou

uma remissao citogenética completa tem seus niveis de WASP restaurados (Figura 6B).
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Figura 6: A expressao de WASP é suprimida em pacientes LMC desde a fase acelerada da doenga.
A: Os niveis de expressdo de WASP sdo reduzidos em pacientes LMC quando comparados
com individuos saudaveis. A expressao relativa de WASP foi determinada por qPCR usando
GAPDH como housekeeping gene (**p<0.01, comparado com HD). “t” student foi usado
como teste estatistico. B: A supressdo de WASP foi observada nas fases avancadas da
doenca (Fase Acelerada (AP) e Crise Blastica (BP). (**p<0.01, comparado com HD).
Pacientes em Remissdo Citogenética Completa (CCR) apresentaram niveis normais de WASP
(###p<0.0001, comparado com BP). ANOVA e pds-teste de Bonferronni foram usados para
andlise estatistica.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

Nossos dados nos mostram que a supressao de WASP parece ocorrer com a progressao
da doenca para fases avancadas. A progressdo da LMC é sabidamente acompanhada (ou
causada, isso ndo estd absolutamente estabelecido na literatura) pelo aumento dos niveis de

Bcr-Abl nas células leucémicas. No intuito de investigar se a oncoproteina é, de alguma forma,
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responsavel pela supressao de WASP, nds correlacionamos os niveis de expressdao dos dois
genes em cada amostra de pacientes, o que nos demonstrou que ha uma correlacdo negativa,
na qual os pacientes com mais elevados niveis de Bcr-Abl apresentaram menores niveis de
WASP (Figura 7). Essa correlacdo negativa corrobora os dados anteriores, pois sugere nao
apenas que a presenca de Bcr-Abl estd promovendo o silenciamento de WASP, mas esse

silenciamento é influenciado pelo grau de expressao de Bcr-Abl.

rs=0,6051; p=0.0001

Expressao relativade WASP

Expressao relativa de BCR-ABL

Figura 7: A expressao de WASP correlaciona negativamente com a de Bcr-Abl em pacientes LMC.
Os valores de expressdo relativa de WASP e BCR-ABL produzidos por gPCR estdo
representados em escala de LOGi, para uma melhor dispersdo dos dados e foram
correlacionados. Teste de Spearman foi utilizado com regressao linear.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

Em uma abordagem diferente, nés determinamos a expressio de WASP em
diferentes linhagens celulares derivadas de pacientes com leucemias Bcr-Abl positivas,
comparando com linhagens derivadas de pacientes com leucemias Bcr-Abl negativas. Em
células derivadas de pacientes LMC (portanto, Bcr-Abl-positivas) a expressdo de WASP
mostrou-se discreta ou indetectavel, ao passo que linhagens leucémicas Bcr-Abl-negativas
apresentaram niveis detectdveis ou exuberantes dessa proteina (Figura 8). Assim como
observado em amostras de pacientes, essa supressao de WASP é variavel, e ocorre desde os
niveis transcricionais em K562, LAMA e KCL22, como podemos observar na figura 8B quando
comparamos com amostra de um individuo doador saudavel (o qual corresponde a mediana

do grupo controle de pacientes de nosso estudo).
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Para confirmarmos se a supressdao de WASP era promovida, de fato, por acdo de
Bcr-Abl, nés utilizamos dois pares de linhagens celulares estabelecidas em nosso laboratério.
HL60 e Jurkat foram infectadas com vetores retrovirais para inducdo da expressao de Bcr-
Abl, obtendo HL60.BA e Jurkat.BA. Como podemos observar na figura 9, a transcricdo de
WASP foi profundamente suprimida e sua expressdo protéica totalmente silenciada nas duas
linhagens positivas para Bcr-Abl. Esses dados concretizam o primeiro achado de nosso

projeto: Ber-Abl provoca diminuicdo da expressdo de WASP, tanto em nivel de RNA quanto

protéico.
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Figura 8: Linhagens celulares derivadas de LMC apresentam niveis diminuidos de expressio de
WASP. A: Western blot mostrando a expressdo de WASP em linhagens celulares leucémicas
negativas e positivas para Bcr-Abl. Actina foi utilizada como controle de loading.B: A
expressao relativa de WASP em linhagens celulares derivadas de pacientes em crise blastica
de LMC foi comparada com a de um individuo saudavel correspondente a mediana de
nosso grupo controle. gPCR foi utilizado.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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Figura 9: Expressao estavel de Bcr-Abl em duas linhagens originalmente negativas para esse gene
induziu o silenciamento complete de WASP. As linhagens celulares HL-60.BA e Jurkat.BA
foram produzidas em nosso laboratério previamente através de infec¢do com vetores
retrovirais contendo o gene BCR-ABL e selegdo positiva por antibidtico. qPCR e western blot
foram utilizados para avaliacdo da expressdo transcricional relativa e protéica de WASP,
respectivamente. O blotting para Bcr-Abl confirma a expressao e o aumento da fosforilacdo
em residuos de tirosina confirma a funcionalidade da oncoproteina. Actina foi usada como
controle de loading.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

A partir deste momento, nosso projeto se dedicou a duas frentes de trabalho,
sendo uma delas voltada a expandir o conhecimento a respeito dos mecanismos pelos quais
Bcr-Abl promoveria a regulagao de WASP. Inicialmente, questionamos se a atividade tirosina
quinase de Bcr-Abl era importante para a supressao de WASP. Nés mostramos previamente
que a linhagem Jurkat perde completamente a expressao de WASP quando infectada
ectopicamente por vetor contendo o oncogene Bcr-Abl. Numa abordagem semelhante, nds
comparamos a expressao de WASP em Jurkat tranfectada com vetor vazio, Jurkat.BA e
Jurkat tranfectada com Bcr-Abl quinase-deficiente (Jurkat.BA.KR). Como vemos na figura 10,
a presenca de um Bcr-Abl incapaz de fosforilar seus substratos nao induz diminuicao dos
niveis de WASP. Esse dado sugere que a atividade quinase de Bcr-Abl pode ser importante

para a supressao da expressao de WASP.
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Uma segunda abordagem foi tratar diferentes linhagens celulares com Mesilato de
Imatinibe, droga bloqueadora da atividade quinase de Bcr-Abl. De forma interessante, a
expressdao de WASP nao foi recuperada, indicando que a atividade tirosina-quinase de Bcr-
Abl ndo é essencial para manter WASP silenciado (figura 11). Além disso, nossos dados

sugerem que a supressdo de WASP pode ser um evento irreversivel, mediado por

mecanismo estavel de silenciamento génico.
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Figura 10: Bcr-Abl quinase-deficiente é incapaz de silenciar WASP em Jurkat. A linhagem Jurkat foi
infectada com vetores retrovirais contendo Bcr-Abl selvagem e Bcr-Abl mutado no dominio
SH1 (dominio quinase). gPCR e western blot foram utilizados para avaliagdo da expressao
transcricional relativa e protéica de WASP, respectivamente. O blotting para Bcr-Abl
confirma a expressdo e o padrdo de fosforilacdo em residuos de tirosina confirma que Bcr-
Abl.KR é uma quinase deficiente. Actina foi usada como controle de loading.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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Figura 11: Expressao protéica de WASP apds tratamento com Imatinibe em diferentes linhagens
Bcr-Abl positivas. HL60.BA, K562, LAMAS84, KCL22 e BV173 foram tratadas com 10 uM
STI571 (Imatinibe) e a expressdao de WASP foi analisada por western blot apds 24 horas de
tratamento. O blotting para WASP teve o filme super exposto para a visualizacdo de
eventuais bandas sutis. A marcagao para c-Abl foi usada como controle de expressdao de
Bcr-Abl. Anti-fosfo-tirosina foi usado como controle de atividade tirosina quinase de Bcr-Abl
e actina foi usada como controle de loading.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

A expressao génica pode ser suprimida de forma estavel através de metilacdo do
DNA, em sitios CpG localizados no promotor do gene. Tais metilagées modificam a estrutura
da cromatina de forma que a maquinaria de transcricdo ndo tem acesso ao promotor,
determinando o silenciamento do gene de maneira estavel e dificilmente reversivel. Neste
contexto, nds inicialmente investigamos por anadlise in silico se os dois promotores descritos
de WASP (Figura 12A) apresentavam ilhas CpG, passiveis de serem metiladas. Como mostra
a figura 12B, em regidao do DNA da linhagem celular BV173 compreendida da origem de
transcricdo até 5Kb upstream o gene WASP, ha duas regides ricas em sequéncias CG, sendo
uma mais proximal e outra mais distal em relacdo ao gene. Ambas as regides sdo sitio de
ligacdo para diferentes fatores de transcricdo. Tendo essa informacdo em maos, nds

investigamos se as ilhas CpG localizadas upstream o gene WASP estariam metiladas em
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BV173, acarretando o silenciamento do gene nessa linhagem celular derivada de paciente
LMC. De fato, nossos dados demonstraram que as ilhas CpG localizadas no promotor

proximal de WASP estdo totalmente metiladas na linhagem BV173 (Figura 12C).

4.2 Recuperacao da expressiao de WASP:

Até o momento, nds demonstramos que Bcr-Abl suprime a expressdo de WASP em
células hematopoiéticas de pacientes LMC, e que a metilacgio do DNA em ilhas CpG no
promotor de WASP poderia ser, pelo menos, um dos mecanismos envolvidos nesse
fendmeno. Passamos entdo a investigacdo do impacto ou consequéncia bioldgica da
supressao de WASP para a LMC. Para tal, nds recuperamos a expressdao de WASP através de
infeccdo por vetor lentiviral na linhagem K562, obtendo K562 expressando WASP em baixos
e altos niveis (eGFP low e high) (Figura 13). Com essa ferramenta nds passamos a investigar
se a presenca de WASP na célula leucémica contribui, se opGe ou é irrelevante para

fendbmenos envolvidos na tumorigénese, tais como proliferacdo e morte celular.
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Figura 12: llhas CpG localizadas no promotor proximal de WASP estdo hiper-metiladas. A: Esquema
ilustrando os dois promotores descritos para o gene WASP, sendo um promotor proximal
(Prom P) e um distal (Prom D). Os dois promotores estdo separados entre si por 5Kb. B:
Anilise in silico utilizando o banco de dados ENCODE demonstrou que ha duas regides ricas
em ilhas CpG (blocos verdes) upstream o gene WASP. A sequéncia mais préxima ao inicio
de transcricdo do gene esta localizada no promotor proximal de WASP, e as ilhas CpG que
distam aproximadamente 6Kb do gene estdo localizadas no promotor distal. Essas ilhas CpG
correspondem as regiGes para ligacdo de diferentes fatores de transcricdo (listados a
esquerda; blocos negros: alta afinidade pela regido; blocos cinza: afinidade moderada pala
regido; blocos claros: baixa afinidade para a regido de DNA). C: Através da andlise de
metilacdo do DNA gendmico da linhagem celular BV173, foi possivel mostrar que as ilhas
CpG do promotor proximal de WASP estdo hiper-metiladas, levando ao silenciamento do
gene. A figura mostra 1000 pb upstream e 500 pb downstream ao TSS de WASP. As linhas
verticais abaixo do mapa sdo os sitios de CpG. Cada linha horizontal representa o
sequenciamento de uma molécula Unica de DNA. Circulo preto: CpG metilada; circulo
branco: CpG ndo-metilada.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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Figura 13: Recuperagdo da expressao de WASP em K562 através de infec¢ao por vetores lentivirais.
A: Dot plot mostrando a pureza obtida apds cell sorting das células infectadas. B:
Micrografia da cultura celular de K562.WASP.WIP (infectada com ambos os lentivirus para
WASP eGFP e WIP mCherry), mostrando as quatro sub-popula¢des de células presentes
antes do cell sorting. C: Western blot mostrando que a recuperacdo de WASP (eGFP) em
K562. O blotting para WIP (mCherry) foi usado como um controle adicional da infec¢do e
actina como controle de loading.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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4.3 Consequéncias bioldgicas do silenciamento de WASP na proliferacao celular:

Experimentos simples foram realizados inicialmente, nos quais K562 selvagem (WT),
K562.WASP high, K562.WIP (que foi utilizada como controle) e K562 WASP.WIP
(expressando os dois genes de forma ectdpica) foram cultivadas por 120 horas e o nimero
de células foi acompanhado diariamente por contagem em cadmara de NeuBauer. Ja a partir
das 96 horas de cultura foi possivel observar que a re-expressdao de WASP em K562 retardou

o crescimento celular qguando comparado com K562.WT e K562.WIP (Figura 14).
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Figura 14: A expressao de WASP modula negativamente o crescimento celular: K562 WT, K562 re-
expressando WASP (high), K562 expressando WIP e K562 expressando ambos genes foram
cultivadas e o numero de células foi contato em camara de Neubauer nos tempos
mostrados na figura. Two way ANOVA e Bonferroni foram utilizados como testes
estatisticos. ***p<0.001.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

Uma segunda abordagem foi utilizada para confirmar o fato de que K562.WT e K562.WASP
se comportavam de forma diferente quanto a proliferacao celular. Nés realizamos
co-cultura das duas linhagens iniciando com a proporg¢ao 25:75%, 50%:50% ou
75%:25% de K562.WT e K562.WASP, respectivamente (Figura 15A). Em todas as
condicbes, o aumento da freqUéncia das células eGFP negativas (linhagem
selvagem) foi superior ao da célula expressando WASP apds 7 dias de cultura
(Figura 15B), sugerindo que a expressdao de WASP causa um impacto negativo na
proliferacao das células leucémicas.
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Figura 15: As células K562 expressando WASP mostram desvantagem no crescimento celular em
co-cultura com a linhagem leucémica selvagem. A: Esquema ilustrando o desenho
experimental, no qual K562 WT (eGFP negativa) foi co-cultivada com K562 WASP (eGFP
positiva) em trés diferentes condigdes (25%:75%; 50%:50%; 75%:25%). B: Apds 7 dias de
culturas a frequéncia de cada populagdo foi avaliada por citometria de fluxo. Histogramas
isolados a esquerda mostram o perfil de cada linhagens em cultura. Histogramas centrais
evidenciam a frequéncias das linhagens no dia zero e histogramas a direita evidenciam as
frequéncias observadas apds 7 dias de co-cultura.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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Os resultados até entdo obtidos poderiam ter trés explicacdes: a expressao de WASP em
células leucémicas i) regula negativamente sua prolifera¢do, ou ii) aumenta sua taxa de apoptose, ou
ainda iii) provoca os dois fendBmenos ao mesmo tempo. Ao avaliarmos a taxa de divisdo celular
através do decaimento de fluorescéncia incorporado pelas células, nds observamos que as

duas linhagens celulares proliferavam de forma similar apds 4 dias de cultura (Figura 16).

250K Alive cells only g;rgn;-Pacmc Biarke gﬁgqp-Pamﬂc BeA day zero
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Figura 16: A expressao de WASP nao interfere com a taxa de proliferagdo de K562. As células K562
WT e K562 WASP foram marcadas Violet Cell Trace (Invitrogen) e cultivadas por 4 dias,
sendo a taxa proliferativa acompanhada por citometria de fluxo através do decaimento da
fluorescéncia inicial devido as divisdes celulares. O dot plot a esquerda destaca que
consideramos apenas as células vivas para investigacdo da proliferacdo celular, excluindo
do gate analizado as células mortas e debris. O histograma a direita mostra a fluorescéncia
das células no quarto dia de cultura. Linha preta: Fluorescéncia de células K562 WT no dia
zero, logo apds incubacdo, servindo de controle de fluorescéncia inicial; linha azul: K562 WT
no quarto dia; linha laranja: K562 WASP no quarto dia.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

4.4 Consequéncias bioldgicas do silenciamento de WASP na resisténcia a apoptose:

Uma vez que a recuperacao de WASP pareceu ndao modificar a taxa proliferativa das
células K562, nds partimos para a segunda possibilidade: a modulagdo da apoptse. A
recuperacdao de WASP em K562 seria capaz de modular a forte resisténcia a apoptose
conferida por Bcr-Abl as células leucémicas? Para responder tal questdo, nds co-cultivamos

novamente K562 WT (eGFP negativa) e K562 WASP (eGFP high) por 48 horas e avaliamos a
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taxa de morte celular em cultura por incorporacdo de iodeto de propideo. De maneira
interessante, nds observamos que K562 expressando WASP sofria apoptose em cultura
(Figura 17), sugerindo que WASP era capaz de tornar essa célula susceptivel a um processo

espontaneo de morte celular.

K562 WT K562 WT + K562 WASP
WASP neg WASP pos = {wasP neg WASP nos

5
10 {9542 T 013 10 J063 547
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Figura 17: As células K562 expressando WASP sofrem morte celular espontanea. K562 WT (eGFP
negativa) foi co-cultivada com K562 WASP (eGFP positiva) por 2 dias e a taxa de morte
celular foi avaliada por citometria de fluxo através da incorporacao de lodeto de Propideo
(PI). Como controle positivo e de gatting, K562 WT foi cultivada separadamente durante os
4 dias de experimento, porém sem adi¢do de meio de cultura fresco, o que gerou estresse e
induziu morte de parte das células, como mostramos no dot plot a esquerda. Na co-cultura
foi adicionado volume fixo de meio de cultura fresco para evitar estresse por starvation.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

O fato de WASP sensibilizar as células leucémicas a um processo de apoptose
espontanea nos conduziu por um caminho natural de questionamentos: e quanto a apoptose
induzida por quimioterapicos? WASP seria capaz de se opor ao forte efeito anti-apoptético de Ber-
Abl frente a essas drogas? A figura 18 mostra que K562 expressando WASP foi mais sensivel a

apoptose induzida por Camptotecina, Actinomicina D e radiacdo Ultra Violeta.
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Figura 18: A expressao de WASP torna a linhagem leucémica K562 mais susceptivel a apoptose
induzida por Camptotecina, Actinomicina D e radiagdo Ultra Violeta. K562 WT e K562
WASP foram tratadas com 25uM de Camptotecina (Camp), 5 uM de Actinomicina D (Act D)
e 400mJ/cm® de UVB. A morte celular foi avaliada ap6s 24 horas de tratamento por
citometria de fluxo através da quantificacio de nucleos hipodipléides. A: Histogramas
mostrando a frequéncia de nucleos hipodipléides nas linhagens celulares tratadas e
controle. B: Representacdo grafica dos dados da figura A, analisados estatisticamente por
Two way ANOVA e pés teste de Bonferrone. ***p<0.001.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

Drogas como Camptotecina e Actinomicina D sdo utilizadas na terapia de alguns tipos de

cancer, mas ndo na LMC, que tem o Imatinibe como primeira linha de tratamento dos pacientes.

Buscando uma abordagem mais préxima do contexto da LMC, nds tratamos as linhagens K562.WT e



RESULTADOS 62

K562.WASP com diferentes doses de Mesilato de Imatinibe, e avaliamos a taxa de apoptose apds 48
horas de tratamento. A expressao de WASP tornou as células leucémicas mais susceptiveis a
diferentes doses de Imatinibe (Figura 19). Esses dados mostram que WASP pode ter um papel na
regulacdo do processo de apoptose, e além disso, que a expressdao de WASP nas células Bcr-Abl
positivas pode ser determinante na resisténcia ou susceptibilidade dessas células ao tratamento

correntemente utilizado nos pacientes LMC.
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Figura 19: A expressao de WASP torna a linhagem leucémica K562 mais susceptivel a apoptose
induzida por Imatinibe (STI571). K562 WT e K562 WASP foram tratadas com diferentes
doses de Mesilato de Imatinibe por 48 horas. A morte celular foi avaliada apés por
citometria de fluxo através da quantificacdo da frequéncia de nucleos hipodipléides. Two
way ANOVA e pos teste de Bonferrone foram utilizados para analise estatistica. **p<0.01 e
***¥p<0.001. Unt: ndo tratado.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

4.5 WASP regula a maquinaria molecular de apoptose nas células leucémicas:

Visto que a re-expressdo de WASP em K562 interferiu com o processo de morte celular
dessas células, nés nos dedicamos ao entendimento dos mecanismos que estariam por tras deste
achado. O balang¢o de expressdo de membros da familia Bcl-2 é determinante na regulacdo da via
intrinseca de apoptose. Por andlise de gPCR, nds observamos que a expressio de WASP ndo
modificou o padrdo de expressdao de membros pré-apoptdticos, assim como a expressao do receptor
de morte Fas (Figura 20A). Contudo, ao avaliarmos a expressdo de genes anti-apoptdticos,
observamos que Bcl-XL, um dos genes-alvo de Bcr-Abl que desempenha um papel importante na

resisténcia a apoptose induzida pelo oncogene, tinha sua expressdo transcricional diminuida em mais
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de 50% (Figura 20B). Esse dado nos permite hipotetizar que WASP pode ter tornado a célula

leucémica K562 mais sensivel a apoptose através da supressao da expressao de Bcl-XL.
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Figura 20: Expressdo relativa de genes envolvidos no processo de apoptose apds a expressao de
WASP em K562. Foram sintetizados cDNA das linhagens K562 WT e K562 WASP e os niveis
de transcricdo dos genes foram avaliados por gqPCR. A: Expressdo relativa de genes pro-
apoptéticos. B: Expressao relativa dos genes anti-apoptdticos c-FLIP, Mcl-1 e Bcl-XL.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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Além de Bcl-XL, um grupo de genes envolvidos no processo apoptético foi também
modulado pela expressdo de WASP, chamando nossa atencdo de forma especial. Os
receptores de morte DR4 e DR5, os quais estdo suprimidos em grande numero de tumores,
incluindo LMC, tiveram sua expressdo aumentada na linhagem K562 WASP, quando
comparada com K562 selvagem. E igualmente interessante, houve um aumento notavel da

transcricdo de seu ligante de morte, TRAIL (Figura 21).
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Figura 21: A expressdao de WASP regula positivamente a expressiao TRAIL e de seus receptores de
morte DR4 e DR5 na linhagem leucémica K562. Foram sintetizados cDNA das linhagens
K562 WT e K562 WASP e os niveis de transcricdo dos genes DR4, DR5 e TRAIL foram
avaliados por gPCR.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

Esses dados mostram que a expressdao de WASP leva a um aumento dos niveis de
expressao tanto dos receptores de morte quanto do seu ligante, o que poderia conduzir as
células leucémicas a uma espécie de suicidio celular pela via extrinseca de apoptose, onde
elas préprias forneceriam TRAIL. Isso poderia estar relacionado ao aumento da taxa de
apoptose espontanea observada anteriormente. Para confirmar, nds cultivamos as linhagens
celulares na presenca ou nao de TRAIL R2-Fc, uma molécula que compete com TRAIL na

ligacdo com os receptores de morte, bloqueando a via extrinseca de apoptose. Ao
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bloquearmos a via de TRAIL ndés diminuimos a taxa de apoptose espontanea para os niveis
basais, demonstrando que WASP provoca a apoptose espontdnea de células leucémicas
K562 através da via de TRAIL (Figura 22).

A re-expressdo de WASP parece ser capaz de modular negativamente a principal
caracteristica conferida por Bcr-Abl as células leucémicas: a forte resisténcia a
apoptose. A super expressdao do gene anti-apoptético Bcl-XL foi suprimida, os
receptores de morte DR4 e DR5, bem como seu ligante TRAIL tiveram a expressao
elevada. Mas como WASP estaria atuando para produzir tais eventos?
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Figura 22: Morte celular espontanea induzida pela expressdo de WASP nas células leucémicas é
dependente da via de TRAIL. K562 WT, WASP low e WASP high foram cultivadas na
presenca ou ndo de 5ug/mL de TRAIL R2-Fc (dominante negativo de TRAIL, que se liga a
DR4 e DR5 e bloqueia a via extrinseca de morte). A: A morte celular foi avaliada apds 48
horas por incorporacdo de iodeto de propidio. B: Representacdo grafica dos dados

mostrados na figura A. Two way ANOVA e pods teste de Bonferroni foram utilizados para
analise estatistica. *p<0.05.

FONTE: Produzido pelo pr
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4.6 WASP se liga a Bcr-Abl e modula sua atividade tirosina-quinase:

Uma vez que a atividade tirosina quinase é descrita ser essencial para a
leucemiogénese, nds investigamos se WASP poderia interferir com a fosforilagdo das
proteinas-alvo de Bcr-Abl. A figura 23A mostra que o padrdo de proteinas fosforiladas em
residuos de tirosina é diferente entre K562 selvagem e K562 expressando WASP. A auto-
fosforilacdo de Bcr-Abl (240KDa), fundamental para ativacdo da oncoproteina, é
dramaticamente suprimida na presenca de WASP (retangulos azul e vermelho). Outras
proteinas (ndo identificadas) também sdo diferencialmente fosforiladas na linhagem K562
WASP high, como podemos observar no blotting de fosfo-tirosina.

Na tentativa de compreender o mecanismo pelo qual WASP modularia a
capacidade ou habilidade de Bcr-Abl fosforilar seus alvos, nés imunoprecipitamos WASP,
obtendo resultados originais e de grande importancia no estudo da LMC: WASP é capaz de
se ligar molecularmente a Bcr-Abl (Figura 23B). Essa interacdo molecular pode estar
relacionada com a modulacdo da atividade tirosina-quinase da oncoproteina, que por

consequéncia interferiria com a capacidade tumorigénica de Bcr-Abl.
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Figura 23: WASP é capaz de se ligar a Bcr-Abl, provocando uma mudanga no padrao de fosforilagdo
de proteinas da célula K562. A: Extratos protéicos de células K562 WT, K562 WASP
(linhagem celular sem separacdo de populacdes high e low), K562 WASP high, e K562 WIP,
foram utilizados para imunoprecipitacio de WASP. A ligacdo de WASP com Bcr-Abl foi
verificada por western blot. WIP foi utilizado como controle positivo. B: Alteracdes no
padrdo de fosforilacdo de proteinas provocadas pela provavel ligacdo de WASP com Bcr-Abl
foram avaliadas por western blot. Os retangulos azul, vermelho e verde destacam as
diferencas na fosforilagdo de Abl e duas proteinas ndo determinadas, respectivamente. Os
blottings a direita mostram em maior detalhe as referidas variacées. O western blot para
WASP evidencia a expressdo em elevados niveis em K562 WASP high. As proteinas elF4E e
GAPDH foram usadas como controle de loading.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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4.7 A expressao de WASP em células leucémicas inibe sua capacidade tumorigénica em
modelo in vivo:

Os dados apresentados até o momento sugerem fortemente um papel para a
supressao de WASP na LMC, visto que WASP parece ser capaz de se ligar a Ber-Abl, modular
sua atividade quinase e se opor a sua principal caracteristica tumorigénica: o aumento da
resisténcia a apoptose. Para fortalecermos esses achados, nés utilizamos um modelo murino
de tumor sdlido subcutdneo induzido pela célula leucémica K562, no qual K562.WT e
K562.WASP foram injetadas nos flancos de animais BALB/c nude e o crescimento tumoral foi
acompanhado por 21 dias (Figura 24A). Enquanto K562 WT induziu o desenvolvimento de
um tumor sélido exuberante, com mediana de 460mm? de volume, K562 WASP induziu o
aparecimento de tumores discretos ou indetectdveis ao olho desarmado, com mediana das
massas tumorais de 40mm? de volume (Figuras 24B e 24C). Dessa forma, nossos resultados
mostram que a expressio de WASP em K562 é capaz de diminuir sua capacidade

tumorigénica in vivo.
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Figure 24: A expressdo de WASP modula negativamente a capacidade tumorigénica de células
leucémicas em modelo murino. A e B: K562 WT e K562 WASP foram inoculadas
(subcutaneo) nos flancos esquerdo e direito, respectivamente, de 7 animais BALB/c nude. O
desenvolvimento de tumor sdlido foi acompanhado por 21 dias, quando os animais foram
sacrificados. C: O volume tumoral foi medido e calculado multiplicando-se comprimento
(C), largura (L) e profundidade ou altura (A) da massa tumoral. Para analise estatistica foi
usado o “t” test.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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4.8 O silenciamento de WASP correlaciona-se com pior sobrevida dos pacientes LMC:

Segundo nossos dados, WASP parece ser capaz de se opor ao efeito anti-apoptdtico
de Bcr-Abl e a habilidade tumorigénica dessa oncoproteina. Nés entdo investigamos se
pacientes LMC com maiores niveis ou com mais discretas diminuicGes de expressdo de
WASP teriam melhor progndstico, ou melhor resposta ao tratamento com Imatinibe. Para
tal, nés dividimos os pacientes de fase Acelerada e Blastica (os quais estatisticamente
apresentam niveis diminuidos de expressdo de WASP) em dois subgrupos: WASP low e
WASP very low (Figura 25A), sendo o cutoff a mediana de expressdao de WASP nesses
pacientes (ver Figura 6B). Atendendo as nossas expectativas, nds observamos que pacientes
LMC que expressavam niveis de WASP moderadamente suprimidos (WASP /ow)
apresentaram maior sobrevida global. Ao contrario, pacientes com niveis profundamente
diminuidos de WASP (WASP very low) apresentaram menor sobrevida global (Figura 25B).
Isso indica que a manutencdo da expressdo de WASP, mesmo que em niveis discretos, pode
conferir uma vantagem ao paciente LMC, contribuindo para sua resposta ao tratamento com

Imatinibe.
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Figura 25: A expressdao de WASP correlaciona com maior sobrevida global de pacientes LMC sob
tratamento com Imatinibe. A: Os valores de expressao relativa de WASP foram obtidos de
pacientes nas fases Acelerada e Blastica da LMC (rever em Figura 6). Os pacientes foram
entdo divididos em dois subgrupos, de acordo com a expressao de WASP: WASP low e
WASP very low, tendo como cutoff a mediana de expressdao do gene nesses pacientes. B:
Pacientes com expressdo abaixo da mediana (WASP very low) apresentaram menor
sobrevida global, ao passo que pacientes com niveis de expressao de WASP acima da
mediana e, portanto, mais préximos dos niveis normais, apresentaram maior sobrevida
global sob o tratamento com Imatinibe.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.

4.9 Analise in silico da expressao de WASP em outras neoplasias hematolodgicas:

Utilizando uma ferramenta de bioinformatica disponivel atualmente, nds pesquisamos se
ha algum relato de expressao diferencial de WASP em outras leucemias. O banco publico de dados
ONCOMINE reune 50 mil depdsitos de dados oriundos de diversos grupos de estudo do cancer pelo
mundo. Trata-se de dados de microarray realizados com amostras de individuos controle e pacientes
com diferentes tipos de neoplasias, sendo a maioria deles ndo-publicados em artigos convencionais.
Dois grupos depositaram dados que mostram diminuicdo dos niveis de WASP em diferentes
leucemias. Anderson Leukemia descreve uma supressdao de WASP em células hematopoiéticas de 23
pacientes com Leucemia Mieléide Aguda, em 85 pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda de
Células B e em 11 pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda de Células T (Figura 26A). O grupo
Choi Leukemia também depositou dados mostrando diminuicdo de WASP, mas em células T CD4 de

pacientes com Leucemia/Linfoma Crénica (Figura 26B) e Aguda de Células T de Adultos (26C).
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Figura 26: Niveis diminuidos de expressao de WASP podem ser encontrados em outros tipos de
leucemias. Utilizando a plataforma ONCOMINE, a qual reune atualmente 50.000
resultados de microarray de varios grupos do mundo que pesquisam cancer, nés
investigamos se o gene WASP poderia estar diferentemente expresso em outros tipos de
leucemias. A: Resultados depositados pelo grupo Anderson’s Leukemia permitiram a
comparacdo dos niveis de expressao de WASP em medula éssea de individuos normais (no
value; n=6) com amostras de medula déssea de individuos com Leucemia Mieldide Aguda
(n=23), Leucemia Linfobldastica Aguda de Células B (n=85) e Leucemia Linfobldstica Aguda de
Células T (n=11). ANOVA foi aplicado para anadlise estatistica. B: Dados depositados pelo
grupo Choi Leukemia permitiram a comparacao dos niveis de WASP entre células T CD4+ de
individuos saudaveis (n=6) e Linfoma/Leucemia Cronica de Células T de Adultos (n=19). Test
“t” foi aplicado para andlise estatistica. C: Dados depositados também pelo grupo Choi
Leukemia permitiram a comparacao dos niveis de WASP entre células T CD4+ de individuos
saudaveis (n=6) com Linfoma/Leucemia Aguda de Células T de Adultos (n=22). Teste “t” foi
aplicado para analise estatistica.

FONTE: Produzido pelo préprio autor.
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Esses dados enfatizam a importancia de nosso estudo. Uma vez que a supressdao de WASP é
um fendmeno ocorrente em diversas neoplasias hematoldgicas, nossos resultados podem ser
discutidos sob outros contextos, podendo esclarecer a biologia molecular de cada doenca envolvida

e ampliar a possibilidade de desenvolvimento de novas terapias no futuro.
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5 DISCUSSAO

A Leucemia Mieldide Cronica é modelo perfeito de como a pesquisa de base,
produzindo o conhecimento molecular da doenca, pode oferecer uma plataforma para o
diagndstico e terapia. Nosso trabalho, de maneira original, disponibiliza mais uma peca para
esta plataforma, inserindo no contexto da Leucemia Mieldide Crbnica a proteina WASP, uma
molécula absolutamente essencial para o compartimento hematopoiético. O desenvolvimento
e aprimoramento dos inibidores de tirosina quinase (ITK) revolucionaram a terapia da LMC nos
ultimos dez anos, fazendo com que os hematologistas digam nas conferéncias e conversas
informais que “... Se toda leucemia fosse como a LMC, nés estariamos muito mais tranqiiilos” .
Essa afirmativa é acertada. Entretanto, ndo podemos negligenciar que a exceléncia dos ITK
depende da precocidade do inicio do tratamento (o que nem sempre é possivel). Além disso,
gue cerca de 25% dos pacientes em fase crénica ndo respondem ao Imatinibe ou apresentam
resposta sub-6tima passando para protocolos com ITK de segunda geracdo. E ainda, que 50%
dos pacientes tratados com ITK de segunda geragcdo ndo alcangcam remissdo da doenca [3]. Isso
significa, numa linguagem direta, que cerca de 12,5% de todos os pacientes LMC precisam de
algo melhor do que estd disponivel. Nesse interim, o estudo de novos genes, novos alvos
moleculares, novas alternativas, é fundamental para o continuo avango no desenvolvimento de
terapias para esses pacientes.

Inicialmente, nds mostramos que Bcr-Abl promove uma supressao de WASP desde o
RNAmM até a proteina, tendo sido este fen6meno observado em linhagens celulares e em
amostras de pacientes (Figuras 6, 8 e 9). Essa diminui¢do correlaciona-se negativamente com a
expressdao do Bcr-Abl, de modo que amostras de pacientes com maiores niveis de Bcr-Abl
apresentaram menores niveis de WASP (Figura 7). Ren relata que a expressdao de Bcr-Abl
aumenta em cada célula leucémica com a progressao da doenca, devido a um aumento da
transcricao e por duplicagao génica [6]. O fato dos leucécitos circulantes de pacientes em fase
cronica expressarem normalmente WASP pode estar associado aos baixos niveis do oncogene
presentes nas células. A partir da fase acelerada, quando hd mais Bcr-Abl, WASP seria
profundamente modulado. Uma critica que poderia ser levantada sobre nossos dados é que a
diminuicdo de WASP poderia ser apenas um reflexo da mudanca da freqliéncia das células

circulantes. Ou seja, o desvio a esquerda, o maior nimero de blastos circulantes, uma eventual
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queda da populacdo linfocitdria ou neutrofilica poderiam dar a falsa impressao de que o gene
WASP estd diminuido nas células. Embora interessante, essa critica é facilmente posta em
cheque visto que i) o numero de blastos elevado no sangue configura apenas a crise bl3stica,
mas WASP esta diminuido desde a fase acelerada; ii) WASP é fortemente expresso em todas as
células hematopoiéticas, desde os precursores CD34" (células imaturas) até os leucdcitos
maduros, o que significa que uma mudanca na freqiéncia das populagbes circulantes nao
comprometeria a deteccao de WASP no pool.

Nossos dados de supressdo de WASP durante a evolucdo da LMC trazem, de imediato,
um ponto que gostariamos de discutir neste manuscrito. Pacientes sob tratamento com
Imatinibe podem permanecer em fase cronica ou evoluir para fases blastica da doenca. Entre
esses dois momentos ocorre a fase acelerada, quando alteracbes citogenéticas adicionais
podem ser detectadas e um aumento do nimero de blastos na medula éssea é observado.
Nesse caso, intervengcGes como aumento de dose de Imatinibe, uso de inibidores de tirosina
quinase da segunda geracdo (Nilotinibe e Dasatinibe), ou mesmo um transplante de medula
Ossea deve ser cogitado. Nesse contexto, a precocidade da descoberta da evolucdo da doenga é
fundamental para o sucesso da nova medida implementada [63, 64].

Marcadores de evolugdao da doencga ou de progndsticos sdao importantes por auxiliarem
as decisGes médicas quanto a melhor intervengdo e a antecipacdo de tratamentos que
previnam um quadro indesejdvel da doencga. Atualmente, o monitoramento de resposta ao
tratamento e evolugao da LMC é feito por PCR em tempo real de amostra de sangue periférico
para o oncogene BCR-ABL. N6s acreditamos que WASP poderia ser utilizado como um marcador
adicional de evolu¢do da LMC, pois sua expressdao, que € normal em fase crbnica, diminui
drasticamente ja na fase acelerada, antes da leucemia entrar em crise blastica, quando o
paciente tem baixissima chance de boa resposta com as intervengdes médicas. Além disso,
nossos resultados mostram que a diminuicdo de WASP é detectada em sangue periférico, nos
leucécitos circulantes, ndo havendo necessidade de pun¢des de medula déssea, as quais sao
invasivas, de maior custo, e muitas das vezes requerem procedimento cirlrgico e anestesia.
WASP poderia ser avaliado por PCR em tempo real ou mesmo por citometria de fluxo.

Embora nossos resultados ndo revelem toda regulacdo e processos envolvidos na
supressao de WASP, nds alcangcamos respostas importantes quanto a esse fenémeno. O fato de

um Bcr-Abl deficiente de sua fung¢do quinase (Bcr-Abl KR) ndo ser capaz de suprimir WASP na
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linhagem Jurkat indica que a fosforilacdo de algum (ou alguns) alvo em residuos de tirosina é
um evento importante na inducdo do silenciamento de WASP (Figura 10). Em contrapartida, o
tratamento com Imatinibe ndo recuperou a expressdao de WASP, indicando que, uma vez
silenciado, a atividade tirosina quinase ndo é mais necessaria para manter WASP suprimido
(Figura 11). Ao mostrarmos que o promotor de WASP é metilado em uma linhagem Bcr-Abl
positiva, nds mostramos, pela primeira vez, que WASP é passivel deste tipo de regulacdo. Este
mecanismo epigenético de silenciamento é estavel, o que explicaria o fato de o tratamento com
Imatinibe ndo recuperar WASP nas linhagens celulares testadas. Bcr-Abl poderia entdo fosforilar
alvos, ativando vias que culminem na metilacdo das ilhas CpG no promotor proximal de WASP.
Por ser um evento estavel, mesmo bloqueando o dominio quinase da oncoproteina, WASP ndo
poderia ser recuperado.

Alguns elementos de nossos resultados nos indicaram que a metilacdo do promotor de
WASP pode ndo ser o Unico mecanismo envolvido em sua supressdo. A linhagem KCL22 exibiu
niveis transcricionais e protéicos de WASP diminuidos, mas detectaveis (Figura 8), da mesma
forma que a transcricdo do gene WASP foi reduzida, mas ndo bloqueada em Jurkat.BA (Figura
9). E possivel que Bcr-Abl induza a supressdo de WASP por mecanismos diversos, dependendo
do contexto intracelular.

Mais que um marcador, devido a sua importancia para as células hematopoiéticas, nés
acreditamos que o silenciamento de WASP ndo seria um evento sem relevancia, sem
conseqliéncia bioldgica. Para investigar essa questdao nds recuperamos WASP em K562 por
infecgdes lentivirais, obtendo K562 WASP low e K562 WASP high (Figura 13). Bcr-Abl provoca o
quadro de LMC alterando trés fungbes celulares centrais: proliferagdo, resisténcia a morte
celular e adesdo [65]. Apds diferentes abordagens, nds concluimos que recuperagcdao de WASP
nao modificou o padrdo de proliferacdao das células leucémicas (Figura 16), mas se opds a
principal caracteristica tumorigénica das células Bcr-Abl-positivas: a forte resisténcia a
apoptose. Além de morrerem mais em cultura por um processo de apoptose espontanea
(Figura 17), K562 expressando WASP tornou-se mais sensivel a apoptose induzida por diferentes
quimioterapicos (Figura 18), e de maneira especial, ao Imatinibe, a principal droga usada no
tratamento de pacientes com LMC (Figura 19). Esse dado abre um leque de discussdes e
possibilidades, pois sugere que células leucémicas que expressam WASP morrem mais sob a

administracdo do Imatinibe. Isso sugeriria que pacientes LMC que preservam a expressdo de
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WASP em suas células leucémicas poderiam responder melhor ao tratamento com Imatinibe,
pois tais células seriam mais sensiveis e morreriam mais facilmente, permitindo uma remissao
da doenga.

Uma célula pode ser sensibilizada a apoptose por diferentes formas, sendo todas elas
baseadas na complexa rede molecular que regula este processo de morte. Aumento da
expressdo de membros pré-apoptoticos ou diminuicdo dos anti-apoptdticos da familia Bcl-2;
aumento da expressdao de receptores e ligantes de morte; diminuicdo da expressdao de
inibidores da via extrinseca, como FLIP [66]. Uma vez que WASP jamais foi descrito como um
regulador da maquinaria molecular de morte, nés investigamos as diferentes possibilidades
(Figura 20). Desde 1998 é sabido que a super expressao de Bcl-XL induzida por Bcr-Abl é uma
das principais responsaveis pela forte resisténcia a apoptose observada nas células leucémicas
[67]. Bcl-XL previne a apoptose induzida pela via intrinseca (mitocondrial), tornando a célula
resistente a radiacdes ou drogas que promovam quebra do DNA ou parada de transcricao, por
exemplo. De maneira interessante, nossos dados mostraram que a recuperacdao de WASP em
K562 diminuiu os niveis de transcricdo do gene anti-apoptotico Bcl-XL (Figura 20), podendo este
fato estar relacionado com o aumento de susceptibilidade das células leucémicas frente a
radiacdo U.V, tratamento com Camptotecina (que promove inativacdo de topoisomerases e
subseqliente quebra do DNA), e também frente ao Imatinibe. Sendo Bcl-XL um elemento-chave
na biologia da LMC, prevenindo a apoptose induzida pela via intrinseca, nosso dados sugerem
que a supressao de WASP, por conter a super expressao de Bcl-XL, pode ser importante para o
desenvolvimento da doenga.

Ap0ds recuperarmos WASP, nés observamos que o ligante de morte TRAIL, bem como
seus receptores DR4 e DR5 passaram a ser expressos em K562 (Figura 21). Apesar de nao
termos conseguido investigar o mecanismo pelo qual WASP induziu a expressao desses genes,
nods mostramos que esse fendmeno era fundamental para a susceptibilidade a apoptose
induzida por WASP na célula leucémica. Apds bloquearmos a acdao de TRAIL pelo uso do
competidor antagonista TRAIL-R2-Fc, a taxa de morte celular foi reduzida aos niveis do grupo
controle (Figura 22).

O fato de a re-expressao de WASP aumentar os niveis de TRAIL é intrigante, visto que
nosso grupo publicou recentemente uma nova regulacdo deste gene, onde PRAME é

responsavel por induzir metilacdo de regides do promotor do gene TRAIL, levando ao seu
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silenciamento em células Bcr-Abl-positivas [68]. Considerando nossos dados de WASP e nossos
achados publicados no referido artigo, é possivel que WASP interfira com esse fenbmento de
metilagdo do promotor de TRAIL, permitindo sua expressao. Deixamos em aberto varias
possibilidades que pretendemos investigar futuramente, como a interacdo de WASP com
PRAME ou outras moléculas do complexo que medeia a metilacdo, ou ainda a modulacdo da
expressao dessas moléculas por WASP.

Nas entrelinhas de nossos resultados encontram-se informacdes relevantes. A
recuperacao de WASP induz super expressao de DR4 e DR5, o que tornaria a célula leucémica
mais susceptivel ao ataque de células NK do sistema imune, as quais usam de TRAIL como
molécula matadora [69, 70]. Mas, além disso, ao haver super expressdo do proprio TRAIL, as
células leucémicas passam a ser capazes de matarem umas as outras no ambiente tumoral na
medula dssea. E descrito que a ligacdo TRAIL/DR torna a célula alvo mais sensivel a apoptose
induzida por Imatinibe [71], o que estd em total acordo com nossos dados. Acreditamos que
WASP contribui para a expressdo de TRAIL e seus receptores de morte, induzindo a célula a
morte espontanea observada em cultura, sensibilizando a célula leucémica a apoptose induzida
por Imatinibe e ainda tornando-as alvo do ataque de células NK do sistema imunoldgico.

Até o momento, nossos dados colocam a molécula WASP em uma posi¢ao delicada,
embora desafiadora, no contexto de LMC e Bcr-Abl, atuando como um tumor suppressor-like,
ou um inibidor endégeno, ao se contrapor a mais forte molécula anti-apoptdtica ja descrita: o
Bcr-Abl. Mas qual seria o mecanismo molecular por tras desse efeito? Uma vez que a atividade
tirosina-quinase de Bcr-Abl é essencial para o desenvolvimento da LMC [14], nds investigamos
se WASP poderia estar modulando a capacidade da oncoproteina de fosforilar seus alvos. De
maneira interessante, a re-expressao de WASP em K562 modificou o padrdo de fosforilagdo em
residuos de tirosina induzido por Bcr-Abl (Figura 23A). Sabe-se que a ativacdao de Bcr-Abl inicia-
se com sua auto-fosforilagao na tirosina 177 [72]. Na figura 23A podemos observar que Bcr-Abl
esta diferencialmente fosforilado quando K562 expressa WASP. A mesma varia¢cao é notavel nos
demais alvos de Bcr-Abl que sdo fosforilados em tirosina. Esse dado indica que a presenca de
WASP na célula leucémica altera a atividade de Bcr-Abl. A pergunta seguinte era inevitavel:
como WASP estava alterando tal funcdo? Trabalhos tém mostrado que WASP interage
fisicamente com proteinas quinase, como Fyn [60], Src quinase [73] e Lck [62]. Esses ultimos

autores também demonstraram que WASP se liga ao dominio SH1 e inibe a atividade tirosina
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quinase de c-Abl. Esse achado foi de grande relevancia para nosso trabalho, pois nos conduziu a
investigar se WASP poderia interagir e inibir a atividade quinase de Bcr-Abl, funcionando como
um supressor de tumor enddgeno. Nesse contexto, o silenciamento de WASP seria de extrema
importancia para os efeitos oncogénicos de Bcr-Abl, podendo ser um elemento determinante
para a progressdo e gravidade da doenca nos pacientes. Nossos experimentos de
imunoprecipitacdo mostraram que WASP interage molecularmente com Bcr-Abl (Figura 23B).
Esse dado revela um novo parceiro molecular de Bcr-Abl, e mais que isso, um regulador de Bcr-
Abl, podendo esta interacdo molecular estar diretamente relacionada ao fato de que a presenca
de WASP na célula leucémica diminui a resisténcia a apoptose e prejudica a habilidade
tumorigénica de Bcr-Abl. Seguindo essa linha, poderiamos entdo interpretar o silenciamento de
WASP como um possivel mecanismo molecular de escape tumoral.

No intuito de fortalecermos ou descartarmos definitivamente essa nova funcdo de
WASP, nés testamos sua habilidade anti-tumoral em um modelo murino de tumor sdélido
subcutaneo, induzido por uma célula Bcr-Abl* [74]. De maneira surpreendente e notdavel, K562
expressando WASP induziu pequenos ou indetectidveis tumores, com mediana de volume
tumoral 10 vezes menor que aqueles induzidos por K562 selvagem. Considerando todos os
resultados ja discutidos, é possivel que as células K562 WASP (ao contrario das K562 selvagens)
mostraram-se suscetiveis ao ataque de células NK dos animais (via TRAIL), visto que é o Unico
componente linfocitico presente neste animal. Ou ainda, no micro ambiente tumoral, as células
K562 WASP, por expressarem em sua superficie TRAIL, DR4 e DR5, induziram a apoptose das
células K562 vizinhas, contendo a progressao tumoral. Em ambos os casos, a mensagem final é
idéntica: a expressdao de WASP nas células leucémicas compromete o desenvolvimento da
neoplasia, favorecendo o individuo hospedeiro.

No intuito de confirmarmos a mensagem acima em nossos pacientes, noés
correlacionamos os niveis de WASP com a sobrevida dos individuos. De fato, ao associar o grau
de silenciamento de WASP com a gravidade da doenga dos pacientes na fase acelerada e
blastica, testando sua aplicacdo como possivel marcador de gravidade de doenga ou de
progndstico, nds vimos que pacientes com supressao discreta de WASP, ou seja, pacientes que
preservavam a expressao de WASP, mesmo em baixos niveis, apresentaram sobrevida global

maior que individuos com profundo silenciamento do gene (Figura 25).
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A supressao de WASP ndo foi validada para nenhuma neoplasia hematoldgica na
literatura (nossos achados sdo absolutamente pioneiros neste ponto). Entretanto, utilizando a
plataforma ONCOMINE, nds encontramos dados de microarray revelando diminuidos niveis de
WASP em outras leucemias. Esse resultado in silico possui dois elementos fundamentais,
estando um fortalecendo nossos achados e o outro favorecendo criticas. As conseqiiéncias da
diminuicdo da expressdo de WASP investigadas em nosso projeto podem ser observadas em
outras leucemias, podendo fazer de WASP um alvo terapéutico ndo apenas para a LMC. Caso
novos estudos corroborem nossos achados, mostrando que a auséncia de WASP contribui para
a evolucdo ou tumorigénese, ndo apenas da LMC, mas de outras leucemias, a recuperacao de
WASP pode ser discutida de forma mais ampla no universo da onco-hematologia. Contudo, as
leucemias mostradas na figura 26 sdo, em sua maioria, Bcr-Abl negativas, o que significa que a
diminuicdo de WASP pode ndo ser (apenas, ou sempre) dependente de Bcr-Abl, mas sim de
outro elemento presente em comum nas diferentes neoplasias hematoldgicas. Por
acreditarmos na solidez de nossos resultados, afirmamos que Bcr-Abl é o responsavel por
suprimir WASP na LMC, mas deixamos em aberto a discussdo e possibilidade de que, em outros
contextos moleculares, WASP poderia ser regulado através de diversos mecanismos,
culminando na convergéncia fenotipica de sua supressao em diferentes tipos de leucemias.

A falta de expressao de WASP (por mutacao no gene WASP ou em sua chaperona WIP)
acarreta na imunodeficiéncia Sindrome de Wiskott Aldrich (WAS), visto que essa molécula tem
sido descrita como importante para a fungao de iniUmeras células do sistema imune. Células NK
de pacientes WAS apresentam killing comprometido [49, 75]; macréfagos de pacientes WAS
tem fagocitose mediada por IgG impedida [48]; a quimiotaxia de mondcitos/macréfagos é
comprometida em pacientes WAS, favorecendo infec¢des recorrentes [76]. Nos dias atuais, a
recupera¢ao da expressao de WASP tem sido usada como terapia, ou podemos dizer cura, de
pacientes WAS. Células progenitoras CD34" do pacientes sdo mobilizadas, concentradas e, in
vitro, sdo infectadas por lentivirus contendo o gene WASP, recuperando sua expressao nessas
células deficientes. Apds, os pacientes sofrem uma completa mieloablacdo e recebem
novamente as suas células-tronco hematopoiéticas que reconstituirdo a nova medula éssea e o
novo sistema imune e hematopoiético, agora com células que expressam WASP. Sendo a
recuperacao da expressdao de WASP vidvel e segura em humanos, essa abordagem pode ser

futuramente discutida para a LMC.
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Esta tese produziu mais conhecimento sobre a biologia de WASP, de Bcr-Abl e da LMC.
Oferece aos colegas a possibilidade de discutir sobre o uso de WASP como marcador de
progressao e evolucdo da doenca, que pode ser usado juntamente com PCR em tempo real para
Bcr-Abl no monitoramento da LMC, denunciando evolucdo e permitindo mudancga no protocolo
de tratamento precocemente; oferece WASP como um parceiro molecular e um possivel

inibidor natural de Bcr-Abl; enfim, uma nova peca na complexa rede de moléculas que

compoem o cendrio da LMC.
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6 CONCLUSOES

A conclusdo geral do trabalho é que a expressdao de WASP estd diminuida na LMC e
este evento contribui para a resisténcia a apoptose conferida por Bcr-Abl e para sua

capacidade tumorigénica.
Nosso trabalho produziu dados que levam as seguintes conclusdes adicionais:

e Bcr-Abl é o responsavel pela supressao da expressdo do gene WASP;

e A atividade tirosina quinase de Bcr-Abl parece ser importante para silenciar WASP,
mas ndo para manté-lo em niveis diminuidos de expressao;

e A metilacdo de sitios CpG no promotor de WASP é um dos mecanismos envolvidos
em seu silenciamento, sendo a primeira vez que tal mecanismo epigenético é
descrito regulando este gene;

e A recuperacao da expressao de WASP em K562 provoca a diminuicao da expressao
de Bcl-XL e 0o aumento de TRAIL e seus receptores DR4 e DR5;

e A recuperacao do gene WASP induz apoptose espontanea na linhagem K562 através
da via de TRAIL;

e A recuperacao de WASP torna K562 mais sensivel a apoptose induzida por diferentes
drogas, incluindo Mesilato de Imatinibe;

o Are-expressao de WASP em K562 modula negativamente sua habilidade em produzir
tumor subcutaneo em modelo murino;

e WASP é capaz de se ligar a Bcr-Abl e modular sua atividade tirosina-quinase;

e Maiores niveis de expressdao de WASP correlacionam-se com maior sobrevida global

em pacientes LMC tratados com Imatinibe;
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