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RESUMO

A interacdo entre as células-tronco hematopoéticas (HSCs) e o microambiente da
medula 6ssea (MO) é essencial para a regulagcdo da hematopoese; e a interagao
entre as células leucémicas e o microambiente € essencial para a leucemogénese.
O microambiente € composto por diversos tipos celulares como: células endoteliais,
osteoblastos e células mesenquimais estromais (MSCs). As células leucémicas sao
capazes de modificar a interagdo com as MSCs e promover a leucemogénese.
Nosso grupo de pesquisa identificou, por ensaio de microarranjo, a hiperexpressao
do fator de crescimento vascular endotelial A (VEGFA) em células CD34* e a
hiperexpressao de Semaforina 3A (SEMA3A) em MSCs da MO de pacientes com
sindrome mielodisplasica (SMD) do tipo ARSA. VEGFA é o fator pré-angiogénico
mais estudado, esta aumentado em pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) e
correlaciona-se com pior prognostico. SEMA3A é uma proteina secretada que
parece ter efeitos antiangiogénicos em tumores solidos. A competicao entre VEGFA
e SEMA3A pelo receptor neuropilina 1 (NRP1) tem sido discutida. O objetivo desse
estudo foi entender a interacdo entre VEGFA e SEMAS3A na MO de pacientes com
SMD e LMA e sua fungdo na patogénese. Para investigar a expressao génica de
VEGFA em células CD34+, recrutamos 18 pacientes com SMD e 16 com LMA e
descrevemos, por RT-PCR, aumento da expressdao de VEGFA em pacientes com
LMA de novo comparado ao grupo controle (5,06 [0,42-57,52] vs 1,00 [0,8-2,19],
P=0,0073). Para investigar a expressao génica de SEMA3A em MSCs, recrutamos
25 pacientes com SMD e 17 com LMA e encontramos aumento da expressao de
SEMAS3A em todas as amostras comparando ao grupo controle: SMD de baixo risco
(2,97 [0,64—24,39] vs 0,83 [0,43-2,86], P=0,028); SMD de alto risco (9,50 [2,34—
22,60] vs 0,83 [0,43-2,86], P=0,005); LMA secundaria (3,07 [0,97-6,97] vs 0,83
[0,43-2,86], P=0,05) e LMA de novo (5,73 [1,10-28,21] vs 0,83 [0,43-2,86],
P=0,007). Para investigar os efeitos de VEGFA em células CD34* normais e em
células leucémicas, nos hiperexpressamos VEGFA em células leucémicas KG1 e
células CD34+ de sangue de corddo umbilical. A hiperexpressdao de VEGFA
aumentou a viabilidade de células KG1 (124,4+ 23,03% vs 100x 0,62%; P=0,03) e
de células CD34+* (159,6+ 41,2% vs 102,5 = 16,93%; P=0,045); e a proliferacdo de
células KG1 (107,71 2,82%; P=0,042) e de células CD34* (134,0+ 7,68%; P=0,047);
comparado ao controle. Para estudar a interacdo entre VEGFA e SEMASA,
hiperexpressamos SEMAS3A em células HS5 e realizamos ensaios de cocultura. A
cocultura de células KG1 ou CD34+ hiperexpressando VEGFA com células HS5
aumentou a proliferacdo (176,9+ 46,34%; P=0,045) de células KG1 de células
CD34+ (131,8+ 7,9%; P=0,02). A cocultura de células KG1 ou CD34* com células
HS5 hiperexpressando SEMAS3A diminuiu a proliferagéo (93,15% 0,79%; P=0,004) de
células KG1; e de células CD34+ (72,73 4,72%; P=0,009). Quando combinamos a
hiperexpressao de VEGFA e de SEMASA, os efeitos de SEMA3A sado dominantes.
Para investigar se o efeito dominante de SEMA3A esta relacionado a competicao por
NRP1, realizamos ensaio de imunoprecipitacdo utilizando células HS5 e KG1
tratadas com as proteinas recombinantes VEGFA e SEMASA. No tratamento
combinado das duas proteinas recombinantes, ha maior formacdo de complexos
entre os receptores Plexina A4 e NRP1, favorecendo a sinalizagdo de SEMAS3A.
Nossos resultados sugerem que a hiperexpressao de VEGFA confere vantagens as



células leucémicas, aumentando a proliferacdo, e que SEMA3A parece anular os
efeitos causados por VEGFA. Portanto, acreditamos que o uso de inibidores de
VEGFA combinado com a proteina SEMASA pode ser benéfico no tratamento dos
pacientes.

Palavras-chave: Leucemia miel6ide aguda, VEGFA, SEMAS3A.



ABSTRACT

The cross-talk between hematopoietic stem cells (HSCs) and the bone marrow (BM)
microenvironment is essential for hematopoiesis regulation; and the cross-talk
between leukemic stem cells (LSCs) and the bone marrow (BM) microenvironment is
essential for leukemogenesis. The BM microenvironment compromises several
cellular types such as endothelial cells, osteoblasts and mesenchymal stromal cells
(MSCs). LSCs are capable of modifying the interaction with MSCs and promoting
leukemogenesis. Our group performed a microarray assay and identified VEGFA
overexpression in CD34+ cells and SEMA3A overexpression in MSCs from bone
marrow of myelodysplastic syndrome RARS patients. VEGFA is the most studied
angiogenic factor; is increased in acute myeloid leukemia (AML) patients, and
correlates with a worse prognosis. SEMAS3A is a secreted protein that appears to
have antiangiogenic effects in solid tumors. A competition between VEGFA and
SEMABSA for the neuropilin 1 (NRP1) receptor binding has been reported. The aim of
this study was to reach a better understanding of VEGFA and SEMASA interaction in
the bone marrow of MDS and AML patients and the role of this interaction in
pathogenesis. To investigate VEGFA expression in CD34+ cells, we recruited 18
MDS and 15 AML patients and described, by RT-PCR, increased VEGFA expression
in de novo AML patients compared to the control group (5.06 [0.42-57.52] vs 1.00
[0.8-2.19], P=0.0073). To investigate SEMAS3A expression in MSCs, we collected 25
MDS and 17 AML bone marrow samples and we found increased SEMAS3A
expression in all samples compared to the control group: low-risk MDS (2.97 [0.64—
24.39] vs 0.83 [0.43-2.86], P=0,028); High-risk MDS (9.50 [2.34-22.60] vs 0.83
[0.43-2.86], P=0.005); secondary AML (3.07 [0.97-6.97] vs 0.83 [0.43-2.86],
P=0.05) and de novo AML (5.73 [1.10-28.21] vs 0.83 [0.43—2.86], P=0.007). In order
to investigate VEGFA effects in AML cells and CD34* normal cells, we
overexpressed VEGFA in KG1 leukemic cells and in CD34+ from umbilical cord
blood. The VEGFA overexpression increased KG1 (124.4+ 23.03% vs 100% 0.62%;
P=0.045) and CD34+ cells (159.6% 41.2% vs 102.5 £ 16.93%; P=0.042) viability; and
KG1 (107.7+ 2.82%; P=0.042) and CD34+* cells (134.0+ 7.68%; P=0.047) proliferation
compared to control cells. In order to investigate the interaction between SEMA3SA
and VEGFA, we overexpressed SEMAS3A in HS5 stromal cell line and performed co-
culture assays. The co-culture of KG1 or CD34+ cells overexpressing VEGFA with
HS5 cells showed increased KG1 proliferation (176.9+ 46.34%; P=0.045) and CD34+
proliferation (131.8+ 7.9%; P=0.02). The co-culture of KG1 or CD34* cells with HS5
cells overexpressing SEMABA showed decreased KG1 proliferation (93.15+ 0.79%;
P=0.004) and CD34+ proliferation (72.73+ 4.72%; P=0.009). When we combined
VEGFA and SEMAB3A overexpression, the effects of SEMA3A were dominant over
VEGFA. To investigate whether the dominant effect of SEMA3A could be due to
NRP1 competition, we performed immunoprecipitation assay using KG1 and HS5
treated with VEGFA and SEMAS3A recombinant proteins. The combined treatment of
VEGFA and SEMAS3A proteins induced increased complex formation between NRP1
and Plexin A4 receptors, favoring SEMAS3A signaling. Ours results suggest that
VEGFA overexpression confer AML cells advantages by increasing proliferation.



SEMAS3A seems to reverse the effects of VEGFA. We suggested that the use of
SEMAS3A protein combined with VEGFA inhibitors could be beneficial to AML
patient’s treatment.

Key-words: Acute myeloid leukemia mieldide aguda, VEGFA, SEMAS3A.
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INTRODUCAO

A hematopoese é 0 processo de geragdo de células sanguineas
maduras, de modo hierarquico, a partir de células-tronco hematopoiéticas (do
inglés hematopoietic stem cells, HSCs). As células-tronco hematopoéticas sao
capazes de se autorrenovar, garantindo a manutencao do grupo de células-
tronco hematopoéticas, e de se diferenciar em progenitores multipotentes que
geram progenitores cada vez mais comprometidos que originarao os diferentes
tipos celulares do sangue [1]. A regulacao das células-tronco hematopoiéticas
através do microambiente ocorre em uma arquitetura especializada da medula
0ssea denominada nicho. Existem dois tipos de nicho na medula déssea: o
nicho endosteal, que se encontra mais proximo ao 0sso, € 0 nicho vascular que
se encontra mais préximo aos vasos sanguineos. Em ambos os nichos
encontramos diversos tipos de células como as mesenquimais estromais (do
inglés mesenchymal stromal cells, MSCs), células endoteliais, osteoblastos e
macrofagos; e ha também diversos tipos de moléculas soluveis como fatores
de crescimento e citocinas (Figura 1). A interacdo entre essas células e
moléculas é fundamental para a regulacao das HSCs e da hematopoese [2, 3].

Leucemia miel6ide aguda (LMA) é uma desordem clonal de progenitores
hematopoéticos que causa a proliferacdo descontrolada de células malignas.
As células leucémicas surgem a partir de mutagdes em HSCs ou células
progenitoras, e assim como as HSCs, as células leucémicas possuem uma
hierarquia. Uma subpopulagédo das células leucémicas € denominada célula-
tronco leucémica (do inglés leukemic stem cell, LSC); essas células sao
capazes de se autorrenovar e acredita-se que sao responsaveis pela
resisténcia e recaida no tratamento das leucemias. Estudos recentes
demonstraram que as LSCs sédo capazes de influenciar o microambiente, de
modo a favorecer a leucemogénese, a proliferacdo e a sobrevivéncia das
células leucémicas [2]. Assim como em LMA, as sindromes mielodisplasicas
(SMDs) também possuem um tipo de célula-tronco cancerigena, responsavel
pela propagacgéo da doenga [4]. As SMDs sdo desordens hematologicas
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Nicho Endosteal

Osteoblasto

Osteoclasto 8

Macrofago

Células Endoteliais

Figura 1. O microambiente da medula éssea. A figura representa o
microambiente da medula éssea e seus dois nichos: O nicho vascular e o nicho
endosteal. Encontramos na medula 6ssea diversas células como osteoblastos,
osteoclastos, células endoteliais, células mesenquimais estromais (MSCs),
células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e também moléculas sollUveis como
citocinas. A interacdo entre os componentes do microambiente regula a
hematopoese (Adaptado de Morrison et al. 2014).

caracterizadas pela hematopoese ineficaz e pelo risco da progresséo para LMA
em aproximadamente um ter¢co dos pacientes [5]. Em 1999, a Organizagéo
Mundial da Saude (WHO) propdés uma classificacdo para SMD que associa
imunofenotipagem e genética aos parametros clinicos, morfolégicos e
citoquimicos [6]. Essa classificacdo foi revisada em 2008 e os subgrupos foram
denominados: Anemia refrataria com excesso de blastos ou AREB-1 (5 a 9%
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de blastos na MO); anemia refrataria com excesso de blastos ou AREB-2 (10 a
19% de blastos na MO); anemia refrataria com sideroblatos em anel (ARSA);
citopenia refratdria com displasia unilinear (CRDU); citopenia refrataria com
displasias multilinear (CRDM); sindrome mielodisplasica nao classificada
(SMD-N) e SMD associada com delecao isolada no braco longo do
cromossomo 5 (SMD 5q-) [7].

Um estudo do nosso grupo de pesquisa descreveu, através de ensaios
de microarranjo, aumento da expressao do gene VEGFA em células
progenitoras CD34+ da medula 6ssea de pacientes com SMD do tipo ARSA, e
aumento da expressdo do gene SEMA3A nas MSCs desses pacientes [8].
Considerando que a interacéo entre as LSCs e o microambiente € fundamental
para a leucemogénese, o estudo desses genes pode ajudar a compreender
melhor a patogénese de SMDs e LMAs e possivelmente identificar novos alvos

terapéuticos.

Em 1993 foi descrita a primeira semaforina, inicialmente denominada
colapsina, apontada como responsavel pelo colapso de cones de crescimento
no sistema nervoso [9]. As semaforinas foram caracterizadas pelo seu papel
fundamental no sistema nervoso, porém na ultima década descobriu-se que
elas sdo essenciais em diversos sistemas como o0 imune, o cardiovascular, o
respiratério e em processos como organogénese, tumorigénese e no

metabolismo de ossos [10].

A familia das semaforinas é composta por mais de 20 proteinas
diferentes cuja caracteristica principal é a presenca do dominio sema que é
composto por aproximadamente 500 aminoacidos altamente conservados e
estdo localizado na porcdo N-terminal [11]. As semaforinas sdo divididas em
oito classes: As classes 1 e 2 sdo encontradas em invertebrados; as classes de
3 a 7 sdo encontradas em vertebrados; e a classe V é encontrada somente em
virus. As semaforinas classe 3 sdo as unicas proteinas secretadas da familia,
as demais se apresentam na forma de proteinas membranares [12]. A primeira

semaforina identificada e também a mais estudada é a SEMASA.

O gene humano SEMAS3A esta localizado no cromossomo 7pi12.1 e
codifica uma proteina que possui aproximadamente 770 aminoacidos, forma
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homodimeros e € composta pelos dominios sema, PSI (Plexina-Semaforina-
Integrina), Imunoglobulina e C-terminal basico [12, 13] (Figura 2A). A interacao
entre as semaforinas e o receptor plexina é necessaria para a tradugéo do sinal
extracelular para as vias de sinalizacao intracelulares [10].

A familia de receptores plexina possui 9 membros que estdo divididos
em 4 subfamilias (A, B, C e D). Os 4 tipos de plexinas A possuem na porgcao
extracelular um dominio Sema, de dois a trés dominios PSI e trés dominios IPT
(dominio compartilhado por imunoglobulinas, plexinas e fatores de transcri¢ao).
Na porcao intracelular elas possuem um dominio R-Ras/M-Ras GAP dividido
ao meio por um dominio de ligacdo de Rho GTPases (RBD) [14] (Figura 2A).
As semaforinas classe 3 precisam de uma plexina A para traduzir seu sinal,
porém elas sdo incapazes de ligar-se diretamente a plexinas, sendo
imprescindivel a ligagcdo a um receptor mediador, a neuropilina (NRP) [10]. A
semaforina SEMAS3A tem afinidade exclusiva a neuropilinas de classe 1, que
sdo compostas por dois dominios CUB [ Proteinas do sistema complemento
C1r/C1s-uEGF (Familia do fator de crescimento epidermal) -Bmp1 (Proteina
morfogenética do o0sso) | (A1 e A2), dois dominios homdlogos aos fatores de
coagulacao V/VIII (B1 e B2) e um dominio MAM (Meprina-antigeno A5-
Receptor tirosina fosfatase p) [15] (Figura 2A). Portanto, para ocorrer a
sinalizagédo estimulada por SEMA3A ha a formacdo de um complexo entre os
dominios sema dos homodimeros de SEMASA e os dominios A1 e A2 do
receptor NRP1. As plexinas A (1-4) interagem com o dominio A1 do receptor
NRP1 que consequentemente estabiliza a ligagdo entre os dominios sema das
plexinas e das semaforinas [16] (Figura 2B).

Os mecanismos moleculares que mediam as fun¢gdes de SEMA3A ainda
sd0 pouco conhecidos. Sabe-se que a principal sinalizacdo de plexinas é
através da regulacdo de pequenas proteinas G como Rnd1, R-Ras, Racl e
RhoD, influenciando a adesao celular e a organizacao do citoesqueleto [10].
SEMABS3A esta envolvido em processos fisiolégicos como a formagédo de 0ssos,
suprimindo a reabsorcao éssea pelos osteoclastos e aumentando a formacao
de 0ssos pelos osteoblastos [17], e na resposta imune, inibindo a proliferacédo
de células T e a secrecao de citocinas [18]. Além disso, SEMAS3A parece ter
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Figura 2. Estrutura de SEMA3A e o complexo formado com seus
receptores, NRP1 e Plexina A. A. Estrutura da proteina SEMA3A: um dominio
sema, um dominio PSI (Plexina-Semaforina-Integrina), um dominio
imunoglobulina e um dominio C-terminal basico. Estrutura do receptor NRP1:
dois dominios CUB (C1c/C1s-uEGF-BMP1) (A1 e A2), dois dominios
homélogos aos fatores de coagulacao V/VIII (B1 e B2) e um dominio MAM
(Meprina-A5-Tirosina Fosfatase p) (C). Estrutura dos receptores Plexina A (1-
4): um dominio sema, de dois a trés dominios PSI, trés dominios IPT
(Imunoglobulina-Plexina-Fatores de transcricdo) e um dominio GAP dividido
por um sitio de ligacao de Rho GTPases (RBD). B. A formacao do complexo
entre SEMASA, NRP1 e Plexina A ocorre a partir da interagdo do dominio sema
dos homodimeros de SEMAS3A e os dominios A1 e A2 do receptor NRP1. As
plexinas A (1-4) interagem com o dominio A1 do receptor NRP1 que
consequentemente estabiliza a ligagdo entre os dominios sema das plexinas e
das semaforinas (Adaptado de Goshima et al. 2012).

efeitos antiangiogénicos, pois inibiu a migracdo e a sobrevivéncia de células
endoteliais [11]. Em processos patologicos, a baixa expressdo de SEMA3A
esta relacionada a piora dos sintomas de pacientes com dermatite atopica [19]
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e a incidéncia de epilepsia do lobo frontal [20]. Em contraste, 0 aumento da
expressao de SEMAS3A esta associada a patogénese de doenca de Alzheimer
[21], esclerose lateral amiotrofica (ELA) [22] e parece inibir a regeneracao de
tecido apds isquemia cerebral [23].

Em cancer de mama e prostata, SEMASA induziu menor migracao e
invasdo [24], correlacionou-se positivamente com melhor prognostico de
pacientes com cancer de lingua [25] e inibiu a atividade angiogénica de células
de pacientes com mieloma multiplo [26]. Em contraposicdo, SEMA3A esta
envolvido na patogénese de glioblastoma [27] e na progressao e metastase de
cancer pancreatico [28] e cancer de colon [29]. Essa caracteristica ambigua de
SEMA3A sugere que seu efeito seja tecido-especifico e sua sinalizagao
dependa da influéncia de fatores de crescimento [13].

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, através de ensaios de
microarranjo, relatamos aumento da expressdo de SEMASA em células de
estroma de pacientes com SMD com sideroblastos em anel [8]. Moretti e
colaboradores descreveram que SEMAS3A pode induzir apoptose na célula
leucémica-T Jurkat mediada via Fas [30] e Wang e colaboradores encontraram
menor expressdo de SEMA3A em células ndo aderentes da medula 6ssea de
pacientes com LMA e Leucemia mieldide crénica (LMC) comparada ao grupo
controle [31]. Pouco se sabe sobre a influéncia de SEMA3A em LMA e SMD,
porém, esses dados indicam que SEMASA possa estar envolvida na

patogénese dessas doencas.

Um segundo gene foi objeto de estudo desta tese, o gene VEGFA que
estava hiperexpresso em células CD34+ da medula éssea de pacientes com
SMD com sideroblastos em anel [8]. Na década de 80 foi descrito um fator
capaz de estimular a proliferagdo e a migragcdo de células endoteliais
denominado fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). VEGF faz parte
de uma grande familia de glicoproteinas diméricas secretadas que possuem
em comum o dominio “cysteine knot’, composto por um no de cistina formado
por oito residuos de cisteina ligados por pontes de dissulfeto. A familia VEGF
possui seis membros: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE e o fator de
crescimento placentario PIGF [32]. O membro mais estudado da familia € o
VEGFA, referido também como VEGF.
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O gene humano VEGFA esta localizado no cromossomo 6p21.3 e
codifica um pré-mRNA de aproximadamente 14kb que possui 8 eéxons
separados por 7 introns. Devido a clivagem alternativa, o gene VEGFA
apresenta diversas isoformas, sendo VEGFA1e5 [33] a mais frequente. Todas
as isoformas mantém os éxons de 1 a 5 que codificam respectivamente, a
regido sinalizadora, a por¢do N-terminal, o sitio de ligagdo do receptor
VEGFR1, o sitio de ligacao do receptor VEGFR2 e um sitio de clivagem de
Plasmina. A isoforma VEGFA1es, tem a perda do éxon 6, responsével por
codificar parte do sitio de ligacdo de heparina. H4 também a criacdo de um
stop cddon na parte final do dominio C-terminal que é codificado pelo éxon 8
[34, 35] (Figura 3).

Sequéncia . Clivagem
Sinslizaders N-terminal VEGFR1 VEGFR2 de Heparina C-terminal
\ l l l Plasmina ’_lﬁ
|

Figura 3. Clivagem alternativa de VEGFA. Esta representado na figura

VEGFA com seus éxons e dominios proteicos devidamente identificados.
VEGFA sofre clivagem alternativa e uma das isoformas resultantes é a
VEGFA165, que perde o éxon 6 e a parte final do éxon 8 (Adaptado de Fearnley
et al. 2013).

Os receptores mais descritos para VEGFA+1es sdo duas proteinas
tirosina-quinase: o VEGFR1 e o VEGFR2. Ambos possuem na porcao
extracelular sete dominios de imunoglobulinas, uma regido transmembranar e

um dominio citoplasmatico tirosina-quinase (TK) segmentado (Figura 4).
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VEGFR1 e VEGFR2 possuem 44% de homologia e podem formar
homodimeros ou heterodimeros. VEGFA1ss tem maior afinidade a VEGFR1,
porém a atividade quinase é menor comparada a interagdo entre VEGFR2 e
VEGFA165 [36].

VEGFR1 VEGFR2

Ig

Regido

Q—> Transmembrana

TK

Figura 4. Os receptores de VEGFA. Os dois receptores tirosina-quinase para
VEGFA sdao VEGFR1 e VEGFR2. Eles tém 44% de homologia e séao
compostos por sete dominios de imunoglobulina na porgdo extracelular, uma
regido transmembranar e um dominio citoplasmatico tirosina-quinase (TK)
segmentado (Adaptado de Neufeld et al. 1999).

A interacdo entre VEGFA e VEGFR2 inibe a apoptose de células
endoteliais via PI3K [37], estimula a sobrevivéncia via AKT [38], induz a
expressao de moléculas antiapoptéticas como BCL-2 [39] e XIAP [40], estimula
a proliferacao via ERK1 e ERK2 [41], induz a migracao de células endoteliais
via p38 MAPK [42] e aumenta a permeabilidade vascular estimulando a
formacao de oxido nitrico (NO) [38] (Figura 5). A via de sinalizagao
desencadeada pela interacdo entre VEGFA1ws e VEGFR1 ainda nao esta
completamente elucidada, mas acredita-se que seu papel fisiolégico primario é
regular negativamente VEGFA, principalmente durante a embriogénese [43],
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limitando sua ligacao a VEGFR2 [44] (Figura 5). Posteriormente, foi descrito um
outro receptor com afinidade a VEGFA1es, a neuropilina 1 (NRP1). Acredita-se
que NRP1 aja como coreceptor, aumentando a afinidade entre VEGFA1e5 € 0s
receptores VEGFR1 e VEGFR2, podendo potencializar seus efeitos [45].

VEGFR2 VEGFR1

:/w\:

‘ ERK — Proliferagé@o endotelial
PI3K . o
- P D\ - -
" @ |
Akt \

RReliaEx Regulador negativo

l Permeabilidade de VEGFA
1 Vascular 19

Sobrevivéncia
Migragao

Figura 5. VEGFA165 e suas vias de sinalizacao. A interacdo entre VEGFA1ss €
o receptor VEGFR2 promove a sobrevivéncia, migracdo, proliferacdo e
aumenta a permeabilidade vascular em células endoteliais. A via de sinalizacao
desencadeada pela interacao entre VEGFA1es5 € 0 receptor VEGFR1 ainda nao
esta elucidada, mas foi sugerido seu papel como regulador negativo de
VEGFA165 (Adaptado de Fearnley et al. 2013).

VEGFA1ss é o fator pré-angiogénico mais conhecido, e tem papel
essencial em processos fisiologicos como angiogénese, vasculogénese [32] e
hematopoese [46]. Em praticamente todos os tumores sélidos estudados ha
aumento de VEGFA1e5 [43] e esse aumento foi associado ao risco de invasao,
metdstase e a pior progndstico [47]. Em relagdo a doengas hematoldgicas,
diversos estudos mostraram aumento dos niveis séricos de VEGFA1e5, na
biopsia de medula e na expressado génica em pacientes e linhagens celulares
de LMA [46]. Os dados da expressdo de VEGFA1ss em SMD s&o controversos
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[48-52]. Estudos relatam que, além do papel classico de VEGFA1es na indugéao
de angiogénese a partir do estimulo de células endoteliais, causando aumento
da microdensidade vascular em pacientes com leucemia, as células leucémicas
sejam capazes de produzir VEGFA1es e, de forma autédcrina, utiliza-lo para
aumentar sua proliferagdo e sobrevivéncia. Pode haver ainda uma interagao de
forma paracrina, onde o VEGFA1es produzido pelas células leucémicas estimula
as células do microambiente da medula 6ssea a produzir e liberar citocinas e
fatores de crescimento a seu favor [46].

A neuropilina 1 tem alta afinidade com as proteinas soluveis VEGFA 165 €
SEMAS3A agindo como coreceptor e formando complexos com VEGFR e
Plexinas A respectivamente, mediando sua sinalizacdo intracelular [15]. A
formacao do complexo NRP1-VEGFR2-VEGFA1es potencializa os efeitos
desencadeados pela interacdo entre VEGFAiss € VEGFR2, que foram
implicados na tumorigénese, crescimento tumoral e metastase [47]. Em
contraste, a formagdo do complexo NRP1-PlexinaA-SEMA3A é necessario
para a sinalizacao desencadeada por SEMA3A que nao é capaz de ligar-se
diretamente a Plexina A [10]. Os efeitos desencadeados pela interacao entre
SEMAS3A e Plexinas A estao relacionados a menor migracdo e invasao de
diversos tipos de céancer [13] e melhor progndstico [14]. Alguns autores
sugerem que esses efeitos antagbnicos estejam relacionados a competicao
pelo receptor NRP1 [15, 53, 54]. VEGFA1es interage com os dominios b1 e b2
de NRP1, enquanto SEMAS3A interage com os dominios al e a2 e
potencialmente com o dominio b1 [55] (Figura 6). Essa sobreposicdo no
dominio b1 pode inviabilizar a ligagdo de VEGFAiws e SEMA3A

simultaneamente, porém essa afirmacao é bastante controversa [15].

Diversos estudos demonstram que VEGFAiss e SEMA3A possuem
papéis antagbnicos em tumores solidos e que SEMAS3A parece reverter os
efeitos causados por VEGFA+es [47, 56]. Nosso grupo de estudo relatou
aumento de VEGFA1es5 nas células CD34+ de pacientes com SMD e aumento de
SEMA3A em células do estroma desses pacientes [8]. Considerando a
participacdo de VEGFAies na patogénese de LMA e SMD e o pouco
conhecimento sobre a funcdo de SEMAS3A no microambiente da medula 6ssea,
surgem as seguintes questdes: O antagonismo nas acbes VEGFAies e
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SEMASA também ocorre nas células da medula éssea? SEMAS3A poderia
reverter os efeitos causados pelo VEGFAi1ss produzido pelas células

leucémicas? Se sim, esse efeito seria dependente do receptor NRP1?

NRP1

al

a2

bl

b2

Figura 6. Competicao entre VEGFA1ss e SEMA3A pelo receptor NRP1. A
figura ilustra o receptor NRP1 e sua interagdo com SEMAS3A através dos
dominios al, a2 e b1; e a interacdo com VEGFA1es através dos dominios b1 e
b2. H4 sobreposicdo de VEGFA1es e SEMA3A no dominio b1 (Adaptado de
Almodovar et al. 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar a interagdo de VEGFA e SEMA3A em progenitores

hematopoéticos normais e em células leucémicas KG1.

Objetivos Especificos

a. Caracterizar a expressao génica de VEGFA em células CD34* e a
expressdao de SEMA3A em MSCs provenientes de amostras de medula
Ossea de pacientes com SMD, LMA e doadores saudaveis.

b. Hiperexpressar o gene VEGFA em linhagem celular leucémica KG1 e
em células CD34* isoladas de sangue de cordao umbilical. Estudar os
efeitos da hiperexpressdo de VEGFA na proliferagdo e viabilidade
celular, na apoptose e na clonogenicidade.

c. Hiperexpressar o gene SEMA3A em linhagem de célula estromal HS5
e realizar ensaios de cocultura com células KG1 ou CD34+, submetidas
ou ndo a hiperexpressdao de VEGFA. Avaliar os efeitos na proliferagéao,
apoptose e na clonogenicidade das células KG1 ou CD34+* cocultivadas
com células HS5.

d. Analisar a formacdo de complexos entre VEGFA, SEMASBA, seus
respectivos receptores e o coreceptor NRP1 em ensaio de

imunoprecipitagéo, utilizando proteinas recombinantes.
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METODOLOGIA

Obtencao de amostras de pacientes

Pacientes e doadores saudaveis, que assinaram o termo de
consentimento, tiveram a amostra de medula 6ssea encaminhada para
pesquisa com coleta concomitante a realizagdo de coleta para diagnostico ou
doacgédo de medula. Os pacientes com diagndstico confirmado foram atendidos
pelo servico médico do Hemocentro da Unicamp entre os anos de 2006 e 2016.
O projeto foi submetido para apreciacdo do Comité de Etica da UNICAMP e
recebeu parecer favoravel (CEP: 1209/2011). Para a andlise da expressao
génica foram selecionados 13 doadores saudaveis, 32 pacientes com SMD (23
baixo risco; 09 alto risco) e 28 pacientes com LMA [06 LMA com alteragdes
relacionadas a mielodisplasia (Referida nesse trabalho como LMA secundéaria);
22 LMA de novo], foram excluidos pacientes com LMA subtipo M3. Dentre os
pacientes selecionados, 06 com SMD de baixo risco, 05 com SMD de alto
risco, 03 com LMA secundaria e 01 com LMA de novo foram utilizados para
obtencéo de células CD34+ e também MSCs. A classificacdo empregada foi a
World Health Organization (WHO) do ano de 2008 modificada [7] e os
pacientes ndo tinham iniciado o tratamento no momento da coleta. As
caracteristicas dos pacientes das amostras de CD34* e MSCs estao descritas
na tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes.
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CD34+ MSCs

Controle 8 5
Sexo (Masculino/Feminino) 3/5 4/1
ldade (anos), mediana (faixa) 40 (29-49) 40 (28-54)

SMD 18 25
Sexo (Masculino/Feminino) 12/6 18/7
ldade (anos), mediana (faixa) 69 (27-77) 70 (16-90)
Baixo-risco (CRDU/ 11 (0/9/2) 18 (0/16/2)
CRDM/ARSA)

Alto-risco (AREB-1/ 7 (1/6) 7 (2/5)
AREB-2)

LMA 15 17
Sexo (Masculino/Feminino) 4/11 7/10
ldade (anos), mediana (faixa) 63 (34-87) 63 (30-86)
Secundaria/de novo 4/11 5/12

Abreviagdes: MSCs, células mesenquimais estromais; SMD, sindrome mielodisplasica; CRDU,
citopenia refrataria com displasia unilinhagem; CRDM, citopenia refrataria com displasia
multilinhagem; ARSA, anemia refratdria com sideroblastos em anel; LMA, leucemia miel6ide

aguda; AREB, anemia refrataria com excesso de blastos.

Para ensaios de hiperexpressdo, células CD34+ foram isoladas de

sangue de cordao umbilical pds-parto. As amostras foram processadas até 48

horas apds a coleta e as doadoras assinaram um termo de consentimento.

Processamento das amostras

Para a obtencdo de progenitores CD34+, células mononucleares de

medula Ossea ou de sangue de corddo umbilical foram isoladas por

centrifugacdo de gradiente de densidade com Ficoll-Paque Plus (GE

Healthcare), incubadas com CD34 MicroBeads (Miltenyi Biotec) e separadas
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utilizando colunas magnéticas MACS de separacdo celular, seguindo as
instrucbes do fabricante. A eficiéncia da separacdo foi averiguada por
citometria de fluxo e foram utilizadas no estudo apenas as amostras com

pureza superior a 85% (Figura 7).
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Figura 7. Verificacao da pureza de células CD34*. Ap6s a selecao
magneética, as células foram analisadas por citometria de fluxo. A. Foi utilizado
um controle negativo contendo apenas as células selecionadas sem marcacao.
B. Células selecionadas incubadas com o anticorpo anti-CD34 FITC por 20
minutos a temperatura ambiente, mostrando que 91% das células isoladas
eram CD34+.

As células CD34* negativas foram mantidas em cultura em meio DMEM
com 10% SFB. Apo6s 3 dias as células ndo aderentes foram removidas. As
células aderentes foram cultivadas até a 42 passagem obtendo as MSCs. A
imunofenotipagem foi analisada por citometria de fluxo para a auséncia dos
antigenos CD31, CD34, CD45, CD68 e HLA-DR; e para a presenca dos
antigenos CD73, CD90 e 105 (Figura 8). As células foram submetidas a
ensaios funcionais ou extracao de RNA.
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Figura 8. Verificacao da pureza de células mesenquimais estromais. Apés
a remocao de células ndo aderentes e o cultivo das células aderidas até a
quarta passagem, foi feita a andlise por citometria de fluxo. A. As células
aderentes foram incubadas com os anticorpos anti-CD31, anti-CD34, anti-
CD45, anti-CD68 e anti-HLA-DR por 20 minutos a temperatura ambiente,
mostrando que as células aderentes ndo possuiam esses marcadores de
superficie. B. As células aderentes foram incubadas com os anticorpos anti-
CD73, anti-CD90 e anti-CD105 por 20 minutos a temperatura ambiente,
mostrando que mais de 90% das células aderentes possuiam esses
marcadores de superficie.

Linhagens Celulares

A linhagem celular leucémica KG1, que expressa o antigeno CD34 [57],
e a linhagem celular HS5, obtida a partir de células mesenquimais estromais
humanas [58], foram obtidas da ATCC, Philadelphia, PA. As células foram
cultivadas em meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino, 2mM
glutamina, 100 mg/mL penicilina, 100 mg/mL estreptomicina, 0,25 mg/mL
anfotericina B e mantidas em atmosfera umidificada a 37°C, 5% COa.

Extracao do RNA total

O RNA das células foi isolado utilizando o kit lllustra RNAspin Mini
(GeHealthcare Life Sciences) seguindo as instrucbes do fabricante. A
quantificacado do RNA foi realizada através da leitura da densidade 6ptica (DO)
de uma aliquota da amostra em espectrofotbmetro NanoDrop (ND-1000
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Spectrophotometer) com comprimento de onda equivalente a 260 nm,
considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 mg/mL de RNA. A relacdo
entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parametro na
estimativa do grau de contaminacao do RNA por proteinas.

Transcricao em cDNA

1 ug de RNA total de cada amostra foi transcrito reversamente em cDNA
(hibrido RNA-cDNA) numa reagao de volume final de 20 yL (ThermoScientific).
A reacao foi iniciada adicionando-se 1 pL de oligonucleotideo 500 pyg/mL ao
RNA, aquecida por 5 minutos a 65°C e, em seguida, incubada no gelo.
Adicionou-se entdo, 2uL da mistura (10 mM) de cada desoxinucleotideo
trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 4 uL do tamp&o de reagdo 5x (Contendo:
250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCI, 15 mM MgCI2 e 0,1 M DTT), 20 U da
enzima RiboLock Rnase Inhibitor, que protege o RNA da degradacéo, e 200 U
da enzima RevertAid M-MuL V RT, que catalisa a reacdo de extensao da fita
complementar. Essa mistura foi incubada por 60 minutos a 42°C e a seguir, 05
minutos a 70°C. As amostras de cDNA foram quantificadas através do
espectrofotdmetro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer).

PCR quantitativo (PCRq)

Amplificacdo em tempo real foi realizada no MasterCycler ep Realplex
(Eppendorf) utilizando o reagente Power SybrGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Quarenta nanogramas de cada amostra de cDNA foram utilizadas
nas reacdes. As concentracoes e as sequéncias dos iniciadores estdo descritas
na Tabela 2. Um controle negativo, sem adicdo de cDNA, foi realizado para
cada par de iniciadores. O protocolo de dissociacao foi realizado no final de
cada reacédo para verificar amplificagdes nao especificas. As reacdes de PCR
foram realizadas em triplicatas. A expressao génica de HPRT foi utilizada como
controle endégeno da reacado. A quantificacao relativa das expressbées de cada
gene normalizado pelo controle endégeno foi calculada utilizando a férmula
2-AACT[59],
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Tabela 2. Concentracdo e Sequéncia dos Iniciadores.

Gene Concentracao Sequéncia dos iniciadores

FW: 5-ATCGAGACCCTGGTGG ACAT-3
VEGFA 300 nM
RW: 5-GTGCTGGCCTTGGTGAGG-3’

FW: 5-TGTATGTTGGAGCAAAGGAT-3
SEMASA 600 nM
RW: §-TCTGGTGTAAGATACTGGCC -3’

FW: 5-GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA -3
HPRT 150 nM
RW: 5-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3’

Construcao de vetores e transducao de Lentivirus

Para a hiperexpressao em linhagens celulares, foi utilizado o sistema de
recombinacdo sitio especifica lentiviral Gateway Destination (Invitrogen)
seguindo as instrugdes do fabricante (Figura 9 A). De forma resumida, o gene
VEGFA 165 humano, de 570 pares de bases (Origene), ou o gene SEMASA
humano, de 2300 pares de base (Origene), foram inseridos no vetor pPENTR1A
Dual Selection Vector (Invitrogen) e recombinados para o vetor pLenti6.2/V5-
Dest (Invitrogen). O controle utilizado foi o vetor pLenti6/V5-GW/lacZ
(Invitrogen) (Figura 9 B).
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Figura 9. Mapa do vetor pLenti. O vetor plLenti foi utilizado para
hiperexpressao em linhagens celulares. A. Mapa do vetor utilizado para clonar
e hiperexpressar os genes VEGFA1s5 e SEMASA em linhagens leucémica e
estromal respectivamente. B. Mapa do vetor contendo o gene Lacz, utilizado

como controle.

Para a hiperexpressédo de VEGFA, células KG1 foram transduzidas com
lentivirus contendo o gene VEGFA 165 ou o controle Lacz e nhomeadas como
KG1 VEGFA e KG1 Lacz respectivamente. Resumidamente, 2x10° células
foram transduzidas através da técnica de inoculagdo por centrifugacao, que
consiste em centrifugar as células por 60 minutos a 800g na presenca de
3ug/mL de polibrene (Sigma). Foram utilizadas 5 particulas virais por célula
(multiplicity of infection; MOI). Apés a transdugéo as células foram selecionadas

com 1 pg/mL de blasticidina (Sigma) por 15 dias.

Para a hiperexpressdao de SEMAB3A, células HS5 foram transduzidas
com lentivirus contendo o gene SEMAS3A ou o controle Lacz e nomeadas como
HS5 SEMAS3A e HS5 Lacz respectivamente. Resumidamente, 2x10° células
foram semeadas em placa de 6 pocos e incubadas por 12 horas para aderir.
Em seguida, a quantidade de virus equivalente ao MOI 5 e 3 pg/mL de
polibrene (Sigma) foram adicionados ao meio e as células foram novamente
incubadas por 12 horas. Ap6s a troca do meio de cultura, as células foram
selecionadas com 1 pg/mL de blasticidina (Sigma) por 15 dias.
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Ao final da selecao por blasticidina, a expressao génica e proteica de
VEGFA e SEMAS3A foram determinadas por PCRg e Western blot
respectivamente. As células foram cultivadas em meio RPMI 10% SFB e

utilizadas em ensaios funcionais.

Construcao de vetores e nucleofeccao

Para a hiperexpressdo em células CD34+ de sangue de cordao umbilical
a técnica utilizada foi a nucleofeccdo, que é um método de transfeccao
desenvolvido para células primarias baseado na combinacdo de tampao e
pulso elétrico especificos para cada tipo celular, tornando possivel a insergao
do DNA diretamente no nucleo das células de interesse [60]. De forma
resumida, o gene VEGFA 165 humano (Origene) foi clonado no vetor pMig [61]
e o controle utilizado foi o vetor vazio (Figura 10). As células CD34+* foram
nucleofectadas com os vetores pMig-VEGFA ou pMig vazio utilizando o kit P3
Primary Cell 4D-Nucleofector™ X Kit (Lonza) com o programa EO-100 para o
aparelno Amaxa 4D-Nucleofector de acordo com as instru¢des do fabricante.
As células foram nomeadas CD34+ MIG VEGFA ou CD34* MIG
respectivamente. Apds 24 horas, a expressdo génica de VEGFA foi
determinada por PCRq. As células foram cultivadas em meio DMEM 20% SFB,
50ng/mL Stem Cell Factor e 10ng/mL Interleucina-3 e utilizadas em ensaios

funcionais.



38

Pmll (148)
IRES
Apal (351)
EcoRI (461)
(469)

Ncol (6367)
EGFP_N_primer

Pacl (5643)
Stul (5606)
Sall (5562)
Clal (5543)

Eagl (1164
Spel (1228)
psi_plus_pack

lac_promoter
pBR322_origin

Ampicillin Ndel (2441)
pGEX_3_primer

Amp F::;;fo moter

Figura 10. Mapa do vetor pMIG. O vetor pMIG foi utilizado para clonar o gene
VEGFAi65 e realizar a nucleofeccdo em células CD34+. Como controle foi
utilizado o vetor pMIG Vazio.

Imunoprecipitacao de complexos proteicos e Western Blot

Foi acrescentado as amostras o tampéao de extragdo de proteinas RIPA
(NaCl 150 mM; Tris-Cl 50 mM pH 7,4; Deoxicolato 0,5 %; SDS 0,1 %, NP-40
1%) contendo inibidores de proteases (PMSF 1mM, Leupeptina 1ug/mL,1mM
NasVOas e Aprotinina1ug/mL) e incubado no gelo por 30 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 12000 g por 30 minutos. O conteudo
proteico foi dosado utilizando o reagente Bradford (Bio-Rad) e utilizando como
referéncia uma curva padrdao de BSA como referéncia. Para o ensaio de
imunoprecipitagdo, o extrato proteico foi incubado com o anticorpo anti-NRP1
(Santa Cruz Biotech) e com a proteina A-Sepharose por 12 horas a 4°C sob
agitacao. Aos extratos proteicos foi adicionado tampao Laemmlli (NaH2PO4 1M
pH 7,0; Glicerol 50%; SDS 10%; azul de bromofenol 0,1%; 200mM de DTT). As
proteinas foram fracionadas em gel de poliacrilamida-SDS 8% e transferidas
para membrana de nitrocelulose (Millipore) por 90 minutos a 120 volts.

A ligacdo dos anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por
pré-incubacdo das membranas por 1 hora em solugédo de TBS-T (50mM Tris
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pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado a
temperatura ambiente. Em seguida, incubou-se as membranas com o anticorpo
primario em solugéo de TBS-T contendo 3% de leite desnatado, por 12 horas a
4°C, lavadas 3 vezes com TBS-T por 10 minutos e entdo, incubou-se o
anticorpo secundario por 1 hora em temperatura ambiente. Para a etapa de
revelagdo, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T para a retirada do
excesso de anticorpo e revelou-se utilizando o método de quimioluminescéncia
ECL (Pierce, ThermoScientific) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Para a captura do sinal foi utilizada a maquina Uvitec Cambridge. Os
anticorpos primarios utilizados para verificar a hiperexpressdo foram: anti-
VEGF 165 (Abcam), anti-SEMAS3A (Santa Cruz Biotech) e anti-Actina (Santa
Cruz Biotech). Para o ensaio de imunoprecipitagdo 0s anticorpos primarios
utilizados foram: anti-NRP1 (Santa Cruz Biotech), anti-Plexina-A4 (Santa Cruz
Biotech) e anti-VEGF Receptor 2 (Cell Signalling Technology).

Ensaio de cocultura

Para avaliar os efeitos da hiperexpressao de VEGFA e SEMASA foram
realizados ensaios de cocultura utilizando células HS5 na camada inferior e
células KG1 ou CD34* na camada superior.

Na cocultura com células KG1, 2x10° células HS5 n&o transduzidas, ou
transduzidas com SEMAS3A ou Lacz foram semeadas em placa de 6 pocos
contendo 1mL de meio RPMI 10% SFB. As células foram incubadas por 12
horas a 37°C para aderir (Confluéncia de 50%). Em seguida, 1x10° células
KG1 (ndo aderentes) ndo transduzidas, ou transduzidas com VEGFA ou Lacz
foram semeadas sobre a camada de células HS5 aderentes em 1mL de meio
RPMI 10% SFB. A cocultura foi incubada por 72 horas a 37°C. Apds esse
periodo, as células KG1 foram coletadas e submetidas a ensaios funcionais.

Na cocultura com células CD34*, 2x10* células HS5 transduzidas com
SEMAS3A ou Lacz ou nado, foram semeadas em placa de 24 pocos contendo
500uL de meio DMEM 10% SFB. As células foram incubadas por 12 horas a
37°C para aderirem (Confluéncia de 50%). Em seguida, 1x10° células CD34+
(ndo aderentes) nucleofectadas com Mig VEGFA ou Mig, ou ndo, foram
semeadas sobre a camada de células HS5 aderentes em 500uL de meio
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DMEM 20% SFB, 50ng/mL Stem Cell Factor e 10ng/mL Interleucina-3. A
cocultura foi incubada por 72 horas a 37°C. Apds esse periodo, as células

CD34+ foram coletadas e submetidas a ensaios funcionais.

Para o ensaio de imunoprecipitacédo, foi realizada cocultura com células
HS5 nao transduzidas, tratadas com 250ng/mL da proteina recombinante
humana SEMA3A (R&D Systems), e células KG1 nao transduzidas, tratadas
com 100ng/mL da proteina recombinante humana VEGF 165 (Peprotech) [62].
A cocultura foi incubada por 72 horas a 37°C. Apds esse periodo, as células
foram coletadas e submetidas a extracédo de proteinas.

Ensaios de viabilidade

A viabilidade de células KG1 foi mensurada utilizando-se o reagente
Metil tiazol tetrazélio (MTT; Sigma). Resumidamente, 2,5x10* células por pogo
foram semeadas em placa de 96 pocos contendo 100uL de meio RPMI 10%
SFB e incubadas por 48 horas. Em seguida, 10 yL de MTT 5mg/mL foram
adicionados e a reacao foi incubada a 37°C por 4 horas. A reacdo foi
interrompida por adigao de 100uL de 0,1N HCI em isopropanol. O crescimento
celular foi avaliado pela mensuracdo da absorbancia a 570 nm utilizando um
leitor automatico de placas. Todas as condi¢cdes foram testadas em cinco

replicatas e foram realizados no minimo 04 experimentos independentes.

A viabilidade de células CD34+ foi mensurada utilizando-se o kit Cell-titer
96 aqueous solution cell proliferation assay (Promega) seguindo as instrugcdes
do fabricante. Resumidamente, 1x10* células por pogo foram semeadas em
placa de 96 pocos contendo 100uL de meio DMEM 20% SFB, 50ng/mL Stem
Cell Factor e 10ng/mL Interleucina-3 e incubadas por 96 horas. Em seguida
20uL de Cell-titer 96 aqueous solution foram adicionados e a reacao foi
incubada a 37°C por 2 horas. O crescimento celular foi avaliado pela
mensuracdo da absorbancia a 490 nm utilizando um leitor automatico de
placas. Todas as condigdes foram testadas em duplicatas e foram realizados
no minimo 03 experimentos independentes.

Ensaio de proliferacao

A proliferacdo foi mensurada utilizando-se o reagente KI-67 (BD
Bioscience). Resumidamente, 5x10° células foram fixadas com 70% de etanol
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e armazenadas a —20°C. A marcagao com o anticorpo Ki-67 foi feita seguindo
as instrugbes do fabricante. A intensidade média de fluorescéncia (IMF) foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando FACS Calibur (Becton Dickinson).
Células sem marcacao foram utilizadas como controle negativo. Os dados
adquiridos foram analisados pelo programa FlowJo e no minimo 03

experimentos independentes foram realizados.

Avaliacao de apoptose

A apoptose foi mensurada utilizando-se Anexina V e iodeto de propideo
(PI). Resumidamente, 1,25x10° células foram suspensas em tampao de ligacéo
contendo 1ug/mL de Pl e 1ug/mL de Anexina-V (BD Bioscience). Apéds
incubacdo no escuro por 15 minutos em temperatura ambiente, todas as
amostras foram analisadas em FACSCalibur. Os dados adquiridos foram
analisados pelo programa FlowJo e no minimo 03 experimentos independentes

foram realizados.

Ensaio de formacao de col6nia

O ensaio de formacao de col6nias de células KG1 foi realizada em meio
semi-solido de metilcelulose (MethoCult 4230; StemCell Technologies). Para
tal, 2x103 células foram semeadas em 1mL de metilcelulose em placa de 12
pocos. Apds 07 dias as colbnias foram detectadas pela adicdo de 1mg/mL de
reagente MTT e a contagem foi realizada com o auxilio do programa ImageJ
quantification (U.S. National Institutes of Health). Todas as condi¢des foram
testadas em duplicata e foram realizados no minimo 04 experimentos

independentes.

A formagéo de coldnias de células CD34+ foi realizada em meio semi-
sélido de metilcelulose suplementada com citocinas (MethoCult 4435; StemCell
Technologies). Para tal, 2x10° células foram semeadas em 1mL de
metilcelulose em placa de 12 pocos. Apds 10 dias as colbnias foram contadas
em microscopio invertido e classificadas de acordo com sua morfologia em
CFU-GM (Unidade formadora de colbnias granul6citos/mondcitos), CFU-G
(Unidade formadora de colénias granulécitos), CFU-M (Unidade formadora de
colénias mondcitos) e BFU-E (Unidade formadora de col6nias eritrdide). Todas
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as condicoes foram testadas em duplicata e foram realizados no minimo 04

experimentos independentes.

Analise Estatistica

Para a comparacao entre pacientes e grupo controle foi utilizado o teste
estatistico Mann-Whitney. Nos demais ensaios os dados foram analisados pela
média * desvio padrédo utilizando-se o teste t de Student ou Anova. Para a
analise das condicdes da cocultura foi utilizado o teste de Friedman. Valor de

P< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

VEGFA esta hiperexpresso em células CD34* da medula 6ssea de
pacientes com LMA de novo.

O aumento de niveis séricos, proteicos e génicos de VEGFA em
pacientes com LMA foram descritos por diversos autores [46], mas nao
encontramos nenhum relato sobre a expressdo génica de VEGFA em células
progenitoras CD34* da medula 6ssea de pacientes. A expressdo génica de
VEGFA foi avaliada através da técnica de PCRq, utilizando o gene HPRT como
normalizador. Observou-se aumento significativo na expressédo de VEGFA em
células CD34+ de pacientes com LMA de novo comparada ao grupo controle
(5,06 [0,42-57,52] vs 1,00 [0,8-2,19], P=0,0073). Nao encontramos diferenca
estatistica na expressédo génica de VEGFA entre os grupos de SMD e LMA

secundaria comparadas ao grupo controle (Figura 11).
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Figura 11. Aumento significativo na expressao génica de VEGFA em
células CD34+ de pacientes com LMA de novo comparada ao grupo
controle. A figura ilustra o perfil de expresséo génica de VEGFA em amostras
de células CD34+ provenientes da medula éssea de pacientes com SMD de
baixo e alto risco, LMA secundaria e de novo e grupo controle, avaliado por
PCRq, utilizando o gene HPRT como normalizador. As linhas horizontais
representam a mediana. H4 aumento significativo na expressao de VEGFA em
pacientes com LMA de novo comparada ao grupo controle (P=0,0073).

SEMAS3A esta hiperexpresso em células mesenquimais estromais
(MSCs) da medula 6ssea de pacientes com SMD e LMA.

A expressdo génica de SEMAS3A foi avaliada através da técnica de
PCRq, utilizando o gene HPRT como normalizador. Observou-se aumento na
expressdao de SEMA3A em MSCS de todos os grupos de pacientes comparada
ao grupo controle. SMD de baixo risco (2,97 [0,64—24,39] vs 0,83 [0,43-2,86],
P=0,028); SMD de alto risco (9,50 [2,34-22,60] vs 0,83 [0,43-2,86], P=0,005);
LMA secundaria (3,07 [0,97-6,97] vs 0,83 [0,43-2,86], P=0,05) e LMA de novo
(5,73 [1,10-28,21] vs 0,83 [0,43-2,86], P=0,007) (Figura 12).
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Figura 12. Aumento significativo na expressao génica de SEMA3A em
MSCs de pacientes comparada ao grupo controle. A figura ilustra o perfil de
expressdo génica de SEMA3A em amostras de células mesenquimais
estromais provenientes da medula 6ssea de pacientes com SMD de baixo e
alto risco, LMA secundaria e de novo e grupo controle, avaliado por PCRq,
utilizando o gene HPRT como normalizador. As linhas horizontais representam
a mediana. H4 aumento na expressdo de SEMA3A em todos os grupos de
pacientes comparada ao grupo controle: SMD de baixo risco (P=0,028); SMD
de alto risco (P=0,005); LMA secundaria (P=0,05) e LMA de novo (P=0,007).

A hiperexpressao de VEGFA resulta em aumento na proliferacao de
células KG1 e CD34+.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do aumento de VEGFA em células
leucémicas CD34*, a linhagem celular KG1 foi transduzida com lentivirus
especifico para VEGFA1es ou controle Lacz. Apés 15 dias de selegcdo com
antibiético, a expressao génica de VEGFA foi avaliada por PCRq e observou-se
um aumento médio de 11 vezes (11£8%). O aumento da expressao proteica,
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avaliada por western blot, também foi observado (Figura 13A). Para estudar os
efeitos do aumento de VEGFA em células CD34* normais, isolamos células de
sangue de corddo umbilical e realizamos a nucleofec¢cdo dessas células com
vetores especificos para VEGFA16s ou o vetor vazio, utilizado como controle.
Ap6s 24 horas, a expressdao génica de VEGFA foi avaliada por PCRq e
observou-se um aumento médio de 29 vezes (28,94+ 32,45%) (Figura 13B).
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Figura 13. Hiperexpressao de VEGFA. A. A expressao génica de VEGFA em
células leucémicas KG1 hiperexpressando VEGFA e células controle Lacz foi
avaliada por PCRq utilizando o gene HPRT como normalizador. Os dados
estdo representados como média e desvio padréo. A expressao proteica foi
avaliada por Western Blot utilizando extratos proteicos de células KG1
hiperexpressando VEGFA e o controle Lacz. Os anticorpos utilizados foram
VEGF 165 (46 kDa) e o controle endégeno Actina (42 kDa). B. A expressao
génica de VEGFA em células CD34+ hiperexpressando VEGFA e células
controle MIG, foi avaliada por PCRq utilizando o gene HPRT como
normalizador. A linha horizontal representa a média e cada ponto representa
um experimento independente.

Apbs hiperexpressado, as células KG1 e CD34+* foram submetidas a
ensaios de proliferagdo, viabilidade, apoptose e clonogenicidade. A
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hiperexpressdo de VEGFA aumentou significativamente a viabilidade de
células KG1 (124,4+ 23,03% vs 100+ 0,62%; P=0,03) (Figura 14 A1) e de
células CD34+ (159,6+ 41,2% vs 102,5 + 16,93%; P=0,045) (Figura 14 A2)
comparada ao grupo controle. A analise da intensidade média de fluorescéncia
(IMF) de Ki-67 revelou que hiperexpressdao de VEGFA aumentou também a
proliferacao de células KG1 (107,7x 2,82%; P=0,042) (Figura 14 B1) e de
células CD34+ (134,0+ 7,68%; P=0,047) (Figura 14 B2). Em relac&o a formacao
de colbnias, a hiperexpressdao de VEGFA nao teve efeito nas células KG1 ou
CD34+ (Figura 14 C1 e C2). Para verificar se 0 aumento da viabilidade estava
relacionado a apoptose celular, investigamos por citometria de fluxo as células
Anexina positivas e ndo encontramos diferenga entre as células KG1 ou células
CD34+ (Figura 14 D1 e D2) comparadas aos seus respectivos controles.
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Figura 14. A hiperexpressao de VEGFA aumentou a proliferacao celular.
(A1). A viabilidade de células KG1 foi mensurada por ensaio de MTT apos 48
horas de incubacado. (A2). A viabilidade de células CD34+ foi mensurada
utilizando o kit Cell-titer 96 aqueous solution cell proliferation assay ap6s 96
horas de incubacdo. (B1). A proliferacdo de células KG1 foi determinada pela
|.M.F de Ki-67 através de citometria de fluxo apds incubagéo por 48 horas (B2).
A proliferacdo de células CD34+ foi determinada pela |.M.F de Ki-67 através de
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citometria de fluxo apds incubacao por 48 horas (C1). As colbnias de células
KG1 foram detectadas por MTT apéds 07 dias de cultura em meio semi-sélido.
(C2). As colbnias de células CD34+ foram contadas em microscépio invertido e
classificadas de acordo com sua morfologia apos 10 dias de cultura em meio
semi-sélido. (D1). A apoptose de células KG1 foi detectada por Anexina V e PI
através de citometria de fluxo apds 48 horas de incubacdo. (D2). Apoptose de
células CD34+ foi detectada por Anexina V e Pl através de citometria de fluxo
apdés 96 horas de incubacdo. Os graficos representam um experimento. Os
resultados ilustram a média e o desvio padrdo de no minimo 4 experimentos

independentes.

Os efeitos de SEMA3A sao dominantes em relacao aos efeitos de VEGFA.

Para verificar se VEGFA and SEMA3A tem efeitos opostos em células
leucémicas, nos realizamos ensaios de cocultura utlizando a linhagem
estromal HS5 e a linhagem leucémica KG1. A linhagem celular HSS foi
transduzida com lentivirus contendo a sequéncia de SEMASA ou o controle
Lacz. Ap6s a selecao por antibidtico, a eficiéncia da hiperexpressao foi avaliada
por RT-PCR e Western blotting (Figura 15).

Células HS5
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Figura 15. Hiperexpressao de SEMA3A. A expressao génica de SEMA3A em
células estromais HS5 hiperexpressando SEMAS3A e células controle Lacz foi
avaliada por PCRq utilizando o gene HPRT como normalizador. Os dados
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estdo representados como meédia e desvio padréo. A expressao proteica foi
avaliada por Western Blot utilizando extratos proteicos de células HS5
hiperexpressando SEMABA e o controle Lacz. Os anticorpos utilizados foram
SEMABS3A (45 kDa) e o controle enddgeno Actina (42 kDa).

As células KG1 e HS5 foram cocultivadas por 72 horas, entao as células
KG1 nédo aderentes foram coletadas e foram realizados ensaios de
proliferacao, apoptose e formacao de colénias sob trés condigbes: células KG1
VEGFA ou KG1 Lacz e células HS5 nao transduzidas; células HS5 SEMASA ou
HS5 Lacz e células KG1 nao transduzidas; e células KG1 VEGFA ou KG1 Lacz
e células HS5 SEMABA ou HS5 Lacz.

A analise da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de Ki-67 mostrou
que a hiperexpressao de VEGFA aumentou significativamente a proliferacao de
células KG1 em cocultura com células estromais HS5 (176,9% 46,34%;
P=0,045) (Figura 16 A1). Porém, a cocultura com células HS5 SEMAS3A
diminuiu significativamente a proliferagdo em comparagdo as células KG1
cocultivadas com HS5 Lacz (93,15 0,79%; P=0,004) (Figura 16 A2). Quando
cocultivamos células KG1 VEGFA e HS5 Lacz, a proliferagdo de células KG1
aumentou significativamente em comparacao a cocultura de células KG1 Lacz
e HS5 Lacz (118,8%+ 13,67%; P<0,001). O cocultivo de células KG1 Lacz e HS5
SEMASA diminuiu a proliferagdo das células KG1 em comparag¢ao a cocultura
de células KG1 Lacz e HS5 Lacz (91,97% 5,26%; P<0,001). Observamos o
mesmo efeito na cocultura de células KG1 VEGFA e HS5 SEMAS3A
comparadas a cocultura de células KG1 Lacz e HS5 Lacz (67,15+ 22,09%;
P<0,001). A proliferagdo de células KG1 também diminuiu significativamente
quando comparamos a cocultura de células KG1 VEGFA e HS5 Lacz com a
cocultura de células KG1 Lacz e HS5 SEMASBA (118,8+ 13,67% vs 91,97+
5,26%; P<0,001); e quando comparamos a cocultura de células KG1 VEGFA e
HS5 Lacz com a cocultura de células KG1 VEGFA e HS5 SEMA3A (118,8+
13,67% vs 67,15+ 22,09%; P<0,001) (Figura 16 A3).

Em relacdo a formacdo de colonias, a hiperexpressdo de VEGFA néao
alterou o niumero de col6nias de células KG1 cocultivadas com células HS5 em
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comparacao ao controle (Figura 16 B1). A cocultura com células HS5 SEMASA
nao alterou o numero de coldnias de células KG1 comparadas a cocultura com
HS5 Lacz (Figura 16 B2). Porém, quando cocultivamos células KG1 VEGFA e
HS5 Lacz, o numero de colénias aumentou comparando com a cocultura de
células KG1 Lacz e HS5 Lacz (163,9+ 37,81%; P=0,004). O numero de
colénias diminuiu com o cocultivo de células KG1 VEGFA e HS5 Lacz
comparadas a cocultura de células KG1 Lacz e HS5 SEMAS3A (163,9% 37,81%
vs 101,0+ 31,27%; P=0,008); e com o cocultivo de células KG1 VEGFA e HS5
Lacz comparadas a cocultura de células KG1 VEGFA e HS5 SEMA3A (163,9x
37,81% vs 106,9+ 35,42%; P=0,011). Nao houve diferenca no numero de
colénias apos o cocultivo de KG1 Lacz e HS5 Lacz comparado a KG1 Lacz e
HS5 SEMASA ou KG1 VEGFA and HS5 SEMABSA (Figura 16 B3).

Em relacdo a apoptose, a hiperexpressdao de SEMA3A ou VEGFA néao
induziu a apoptose de células KG1 em nenhuma condigédo de cocultivo (Figura
16 C1, C2 e C3).

Portanto, esses resultados mostraram que na auséncia de SEMA3A, a
hiperexpressao de VEGFA aumentou a proliferagdo mesmo com o cocultivo de
células HS5. Na auséncia de VEGFA, a hiperexpressdo de SEMA3A reduziu a
proliferacao de células KG1. Na presenca combinada de VEGFA e SEMA3A,
os efeitos causados pela hiperexpressao de SEMA3A predominam sobre os

efeitos causados por VEGFA.
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Figura 16. Os efeitos da hiperexpressao de SEMA3A parecem ser dominantes em ensaios de cocultura com as linhagens
celulares KG1 e HS5. (A). A proliferacao de células KG1 foi determinada pela I.M.F de Ki-67 através de citometria de fluxo apds
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cocultura de células KG1 e HS5 nas seguintes condigées: KG1 VEGFA ou KG1
Lacz e HS5 nao transduzida (A1), KG1 nao transduzida e HS5 SEMAS3A ou
HS5 Lacz (A2), KG1 VEGFA ou KG1 Lacz e HS5 SEMAS3A ou HS5 Lacz (A3).
Os resultados estao apresentados como média e desvio padrdao de pelo menos
trés experimentos independentes, Student t test. (B). As col6nias de células
KG1 foram detectadas por MTT apéds 07 dias de cultura em meio semi-sélido.
As células foram semeadas em meio semi-solido apds a cocultura de células
KG1 e HS5 nas seguintes condigées: KG1 VEGFA ou KG1 Lacz e HS5 nao
transduzida (B1), KG1 nao transduzida e HS5 SEMASA ou HS5 Lacz (B2), KG1
VEGFA ou KG1 Lacz e HS5 SEMAS3A ou HS5 Lacz (B3). Os resultados estao
apresentados como media e desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. (C). A apoptose de células KG1 foi detectada por Anexina V e
Pl através de citometria de fluxo apds cocultura de células KG1 e HS5 nas
seguintes condigdes: KG1 VEGFA ou KG1 Lacz e HS5 nao transduzida (C1),
KG1 nao transduzida e HS5 SEMASA ou HS5 Lacz (C2), KG1 VEGFA ou KG1
Lacz e HS5 SEMABA ou HS5 Lacz (C3). Cada ponto representa um

experimento independente e as linhas horizontais representam mediana.

Para verificar se VEGFA and SEMA3A tem efeitos opostos em células
CD34+ normais, realizamos ensaios de cocultura utilizando a linhagem estromal
HS5 e células CD34* de sangue de cordao umbilical. As células CD34+ e HS5
foram cocultivadas por 72 horas, entdo as células CD34* ndo aderentes foram
coletadas e foram realizados ensaios de proliferacéo, apoptose e formacéao de
colénias sob trés condigcdes: células CD34* MIG VEGFA ou CD34* MIG e
células HS5 néo transduzidas; células HS5 SEMASA ou HS5 Lacz e células
CD34+ nao transduzidas; e células CD34* MIG VEGFA ou CD34+ MIG e células
HS5 SEMASA ou HS5 Lacz.

A andlise da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de Ki-67 mostrou
que a hiperexpressao de VEGFA aumentou significativamente a proliferacao de
células CD34+ em cocultura com células estromais HS5 (131,8% 7,9%; P=0,02)
(Figura 17 A1). Porém, a cocultura com células HS5 SEMAS3A diminuiu
significativamente a proliferacdo em comparagéo a células CD34+ cocultivadas
com HS5 Lacz (55.05+ 23.29%; P=0,03) (Figura 17 A2). Quando cocultivamos
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células CD34* MIG VEGFA e HS5 Lacz, a proliferacdo de células CD34*
aumentou em comparag¢ao com a cocultura de células CD34+ MIG e HS5 Lacz
(107,7+ 2,76%; P<0,001). O cocultivo de células CD34* MIG e HS5 SEMA3A
diminuiu a proliferagdo das células CD34* comparando a cocultura de células
CD34+ MIG e HS5 Lacz (69,25+ 19,89%; P<0,001). Observamos o mesmo
efeito na cocultura de células CD34* MIG VEGFA e HS5 SEMA3A comparadas
a cocultura de células CD34* MIG e HS5 Lacz (52,24t 23,77%; P<0,001). A
proliferacdo de células CD34* também diminui significativamente quando
comparamos a cocultura de células CD34+* MIG VEGFA e HS5 Lacz com a
cocultura de células CD34* MIG e HS5 SEMAS3A (107,7t 2,76% vs 69,25t
19,89%; P<0,001); e quando comparamos a cocultura de células CD34+ MIG
VEGFA e HS5 Lacz com a cocultura de células CD34+* MIG VEGFA e HS5
SEMAS3A (107,7£ 2,76% vs 52,54+ 23,77%; P<0,001) (Figura 17 A3).

Em relacdo a formacao de coldnias e a apoptose, a hiperexpressédo de
SEMAS3A ou VEGFA néao alterou a formagdo de colénias de células CD34+
(Figura 17 B1, B2 e B3) nem induziu a apoptose de células CD34+ (Figura 17
C1, C2 e C3) em nenhuma condicao de cocultivo.

Portanto, esses resultados mostraram que na auséncia de SEMAS3A, a
hiperexpressao de VEGFA aumentou a proliferacao de células CD34+ mesmo
com o cocultivo de células HS5. Na auséncia de VEGFA, a hiperexpressao de
SEMASA reduziu a proliferacdo de células CD34+. Na presenga combinada de
VEGFA e SEMABSA, os efeitos causados pela hiperexpressdo de SEMASA
predominam sobre 0s efeitos causados por VEGFA.
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Figura 17. O efeito da hiperexpressao de SEMA3A parece ser dominante em ensaios de cocultura com as células CD34+ e
A proliferacdo de células CD34* foi
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fluxo apds cocultura de células CD34+ e HS5 nas seguintes condigbes: CD34+*
MIG VEGFA ou CD34* MIG e HS5 nao transduzida (A1), CD34* néao
nucleofectada e HS5 SEMASA ou HS5 Lacz (A2), CD34+* MIG VEGFA ou
CD34+ MIG e HS5 SEMASA ou HS5 Lacz (A3). Os resultados estao
apresentados como media e desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes, Teste t Student. (B). As colénias de células CD34+ foram
contadas em microscopio invertido e classificadas de acordo com sua
morfologia ap6s 10 dias de cultura em meio semi-solido. As células foram
semeadas em meio semi-sélido apds a cocultura de células CD34+ e HS5 nas
seguintes condi¢des: CD34* MIG VEGFA ou CD34* MIG e HS5 nao
transduzida (B1), CD34* ndo nucleofectada e HS5 SEMAS3A ou HS5 Lacz (B2),
CD34+ MIG VEGFA ou CD34* MIG e HS5 SEMAS3A ou HS5 Lacz (B3). Os
resultados estdo apresentados como media e desvio padrao de pelo menos
trés experimentos independentes. (C). A apoptose de células CD34* foi
detectada por Anexina V e Pl através de citometria de fluxo apds cocultura de
células CD34+ e HS5 nas seguintes condigcbes: tose de células CD34* apds
cocultura de células CD34+ e HS5 nas seguintes condi¢cdes: CD34+ MIG
VEGFA ou CD34* MIG e HS5 néao transduzida (C1), CD34+* ndo nucleofectada
e HS5 SEMABA ou HS5 Lacz (C2), CD34+ MIG VEGFA ou CD34* MIG e HS5
SEMA3A ou HS5 Lacz (C3). Cada ponto representa um experimento

independente e as linhas horizontais representam mediana.

Associacao preferencial do receptor NRP1 com SEMA3A ao invés
de VEGFA

Para investigar se o efeito dominante de SEMAS3A sobre VEGFA pode
ser devido a competicdo pelo receptor NRP1, nés realizamos ensaio de
imunoprecipitagdo utilizando o receptor NRP1 como imunoprecipitado seguido
por imunoblote dos receptores VEGFR-2 e Plexin-A4. O extrato proteico das
células KG1 e HS5 foi coletado seguindo as condi¢des: Controle (sem
proteinas recombinantes), VEGFA (100ng/uL de VEGFA recombinante),
SEMASA (250ng/uL de proteina recombinante) and VEGFA+SEMAS3A (ambas
as proteinas). O imunoblote revelou que na presenca combinada das proteinas
VEGFA e SEMA3A recombinantes ha maior associacao do receptor NRP1 com
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plexina A4, favorecendo a sinalizagdo induzida por SEMA3A. Esse resultado
sugere que o efeito dominante de SEMA3A pode estar associado a competicao

pelo receptor NRP1 (Figura 18).

IP: NRP1

ET IP 1gG ET IP IgG ET IP Ig6 ET IP IgG

- - - 4+ 4+ + - - - VEGFA

SEMA3A

I1B: Plexina A4 (212kDa)

IB: VEGFR2 (220kDa)

| 1B: NRP1 (130kDa)

Figura 18. Associacao preferencial do receptor NRP1 com plexina A4 ao
invés de VEGFR2. Imunoprecipitacao (IP) de NRP1 e imunoblote (IB) dos
receptores Plexina A4, VEGFR2 e NRP1 em extrato de proteinas obtidas da
cocultura de células KG1 e HS5 tratadas ou ndo com as proteinas
recombinantes VEGFA (100ng/uL) e SEMASA (250ng/uL). O isotipo IgG foi
utilizado como controle negativo da imunoprecipitagéo. Extrato total (ET) foi

utilizado como controle positivo do imunoblote.
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DISCUSSAO

A cada dia fica mais evidente a importancia do microambiente no
processo de leucemogénese. Kim e colaboradores mostraram, num estudo
elegante, a capacidade que as células leucémicas tem de redefinir interacao
entre 0 microambiente e as células-tronco hematopoéticas (HSCs) e adquirir
vantagens seletivas sobre elas [63]. Com o objetivo de entender melhor a
interacdo entre o microambiente e as células leucémicas, nosso grupo de
pesquisa realizou um ensaio de microarranjo utilizando células CD34+ e células
mesenquimais estromais (MSCs) da medula 6ssea de pacientes com sindrome
mielodisplasica (SMD) [8]. Dentre os diversos genes alterados, selecionamos
para posterior estudo o gene VEGFA, que se encontrava hiperexpresso em
células CD34+, e o0 gene SEMAS3A, hiperexpresso nas MSCs desses pacientes
[8].

Para validar os resultados de microarranjo, selecionamos células CD34+
da medula éssea de 18 pacientes com SMD e 15 de pacientes com LMA e
encontramos aumento na expressao génica de VEGFA em células de
pacientes com LMA de novo comparada ao grupo controle. O aumento de
VEGF foi estudado em diversos tipos de cancer e esta associado ao pior
progndéstico em tumores soélidos [43]. No final da década de 90 foi relatado o
aumento de VEGF em doencas hematopoéticas, e a seguir, diversos estudos
mostraram o aumento da angiogénese e da microdensidade vascular (MDV)
em biopsias de medula 6ssea de pacientes com LMA [64-68]. O aumento
plasmatico [50, 65, 69, 70] e o aumento da expressdao génica de VEGF em
células mononucleares da medula éssea de pacientes [66, 67, 71, 72] também
foram relatados. Entretanto, ndo encontramos na literatura dados de VEGFA
em células CD34+ de LMA.

Por outro lado, nao detectamos diferenca entre a expressao génica de
VEGFA nas células CD34+ de pacientes com SMD em relacdo ao grupo
controle. Na literatura, os dados de VEGFA na SMD sao controversos,
entretanto ha relatos de aumento gradativo da concentracdo plasmatica de
VEGF e da MVD em amostras de medula éssea destes pacientes de acordo
com a progressao da doenca [64, 65]. Em contraste, Zorat e colaboradores [73]
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e Madry e colaboradores [74] ndo encontraram aumento nos niveis plasmaticos
de VEGF comparado ao grupo controle. No presente trabalho, descrevemos
pela primeira vez, a expressao génica de VEGFA1es5 em células CD34+ da MO
de pacientes com SMD e LMA.

Para entendermos melhor de que maneira o aumento de VEGFA
influencia as células leucémicas, hiperexpressamos VEGFA1es na linhagem
celular leucémica KG1, que é CD34+ positiva [57], e em células CD34+isoladas
de sangue de corddao umbilical. Realizamos ensaios de proliferacéo,
viabilidade, apoptose e formagao de colbnias, e a hiperexpressao de VEGFA
resultou em aumento da viabilidade e proliferagdo de células KG1 e CD34+*e o
aumento da formagédo de colénias das células KG1. Nossos resultados estao
de acordo com os dados publicados por List e colegas, que descreveram
aumento da proliferacao de células KG1 apds tratamento com a proteina
recombinante VEGF [75]. Eles descreveram também inexplicavel aumento da
taxa de apoptose das células KG1 tratadas com VEGFA. Nés ndo encontramos
diferenca na taxa de apoptose entre as células KG1 VEGFA e KG1 Lacz,
corroborando que o aumento de viabilidade encontrado em nossos estudos
esta relacionado ao aumento da proliferacdo. Ainda corroborando nossos
dados, Xu e colaboradores descreveram aumento da viabilidade porém,
verificaram aumento da formacao de colénias e diminuicdo de apoptose em

linhagem celular leucémica HL-60 hiperexpressando VEGFA165 [76].

Em contraste com os dados de KG1, o aumento de VEGFA néo causou
aumento da clonogenicidade de células CD34* de sangue de cordao umbilical.
Encontramos na literatura um artigo que descreve aumento da clonogenicidade
de células mononucleares da medula 6ssea de pacientes com SMD de alto
risco apds tratamento com VEGF recombinante [48]. Esses resultados
discrepantes podem estar relacionados as vias de sinalizagdo que sao
ativadas. List e colaboradores descreveram aumento da clonogenicidade de
células KG1 dependente da via PI3K/Akt e independente de ERK [75]. Ja
Koistinen e colaboradores descreveram aumento da clonogenicidade da
linhagem leucémica OCI/AML-2 dependente de Oxido nitrico [77]. As células
leucémicas possuem mutagdes frequentes nos genes FLT3, NPM1 [78] e EZH2

[79], que podem contribuir para a desregulacdo de vias de sinalizacdo [80],
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mas que nao estdo presentes em células CD34* normais, portanto,
hipotetizamos que as células leucémicas estdo mais alteradas molecularmente
e o aumento de VEGFA seja suficiente para estimular o crescimento clonal.
Entretanto, as células CD34+ isoladas de sangue de corddao nao possuem
acumulo de mutagcbes e provavelmente seus mecanismos de controle séo
eficazes e capazes de barrar a clonogenicidade induzida pela hiperexpressao
de VEGFA.

Nossos resultados sugerem que o aumento da expressao de VEGFA
confere vantagens as células leucémicas, que se tornam capazes de proliferar
mais do que células normais. O aumento de VEGFA foi encontrado somente
em células CD34* da medula 6ssea de pacientes com LMA de novo; esse
resultado estd de acordo com a teoria de “loop paracrino-autocrino” sugerida
por alguns autores [81-83]. Acredita-se que as células leucémicas produzam e
liberem VEGFA e de forma paracrina estimule as MSCs do microambiente a
produzir mais VEGFA e outras citocinas e fatores de crescimento que as
beneficie de forma autécrina [81-83] (Figura 19). Nosso grupo de pesquisa
investigou a expresséo génica de VEGFA em MSCs da medula éssea de 16
pacientes com SMD de baixo risco, 6 pacientes com SMD de alto risco, 7
pacientes com LMA secundaria e 11 pacientes com LMA de novo e encontrou
aumento da expressdo de VEGFA em MSCs de pacientes com LMA de novo
comparados ao grupo controle (Tese_Lopes, M.R.). Esses resultados

corroboram com a teoria do “loop paracrino-autécrino”.
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Figura 19. Loop Paracrino-Autécrino. As células leucémicas produzem e
liberam VEGFA e de forma paracrina estimulam células mesenquimais
estromais a produzirem mais VEGFA e outras citocinas que beneficiam a célula

leucémica.

Também observamos neste estudo aumento da expressdo génica de
SEMA3A em MSCs de todos os pacientes comparado ao grupo controle. Na
literatura encontramos dois trabalhos sobre o estudo de SEMA3A e LMA: Um
deles descreve que alteragdes epigenéticas aumentam a expressdao de
SEMASA e isto contribui para o silenciamento de EZH2 em pacientes com LMA
secundaria [84]. O outro descreve menor expressdo de SEMA3A em células
ndo aderentes provenientes do estroma da medula éssea de pacientes com
LMA comparado ao grupo controle [31]. Pouco se sabe sobre o papel de
SEMAS3A no microambiente da medula 6ssea e mais estudos sdo necessarios

para podermos afirmar seu envolvimento na patogénese dessas doencgas.

Para entender melhor os efeitos de VEGFA e SEMA3A em células
leucémicas, hiperexpressamos VEGFA em células KG1 e em células CD34+ de

sangue de corddao umbilical e hiperexpressamos SEMA3A em linhagem
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estromal HS5, e realizamos ensaios de cocultura. Houve aumento da
proliferacao e clonogenicidade de células KG1 e aumento da proliferacdo de
células CD34*. Ndo encontramos diferenca na apoptose em nenhuma das

células.

Por outro lado, o cultivo de células KG1 ou CD34+ com células HS5
hiperexpressando SEMA3A causou a diminuicdo da proliferacdo e da
clonogenicidade de células KG1 e diminuigéo da proliferagéo de células CD34+.
Esses dados sdo condizentes com os efeitos antiangiogénicos associados a
SEMA3A e menor proliferacdo de tumores soélidos [11, 26]. Quando
cocultivamos células KG1 hiperexpressando VEGFA e células HS5
hiperexpressando SEMA3A, o efeito de SEMA3A predominou sobre o efeito de
VEGFA, causando diminuicdo da proliferacdo e da formacao de colénias. Em
coculturas com células CD34+, o efeito de SEMABA também foi dominante e

causou a diminuig&o da proliferacao.

Nossos dados sugerem que o modelo proposto em tumores sélidos, em
que SEMASA inibe os efeitos causados por VEGFA [47, 56], também se aplica
a LMA. A hiperexpressdo de VEGFA confere vantagens as células leucémicas
aumentando sua capacidade de proliferacdo, e SEMAS3A inibe esses efeitos,
impedindo a proliferacdo descontrolada das células leucémicas. O mecanismo
que media essa interacdo ainda nao esta elucidado mas especula-se que
possa haver uma competicdo entre VEGFA e SEMASA pela ligacao ao receptor
NRP1 [15]. Para testar essa teoria, cocultivamos células KG1 e HS5 tratadas
ou ndo com as proteinas recombinantes VEGFA e SEMABA e extraimos a
proteina dessas células. A seguir, imunoprecipitamos o receptor NRP1 e
fizemos imunoblote com os anticorpos anti-VEGFR2 e PlexinaA4. Verificamos
que na presenca das duas proteinas recombinantes, VEGFA e SEMA3A, o
receptor NRP1 forma preferencialmente complexos com Plexina-A4 ao invés
de VEGFR2. A formagéo do complexo SEMA3A-NRP1-Plexina-A4 é essencial
para a sinalizacdo desencadeada por SEMASA [10]. Portanto, esses dados
sugerem que o efeito dominante de SEMABA possa estar relacionado a
competicao pelo receptor NRP1.

No presente estudo, descrevemos o aumento na expressao de VEGFA e
SEMASA em células da medula 6ssea de pacientes com LMA de novo; e que,
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em ensaios de cocultura, na presenca combinada de VEGFA e SEMA3A, o
efeito de SEMASA é dominante. Esses dados sugerem que o aumento de
SEMAS3A possa controlar os efeitos causados por VEGFA. Porém, ainda
restam as questées: Porque SEMAS3A estaria aumentado em MSCs de
pacientes com SMD e LMA secundéaria? Se SEMAS3A inibe os efeitos causados
por VEGFA, porque os pacientes ainda exibem proliferacdo descontrolada de

blastos leucémicos?

Pouco se sabe sobre o efeito de SEMA3A no microambiente da medula
Ossea de pacientes com SMD. Devido ao seu efeito tecido-especifico, SEMA3A
pode estar retardando efeitos causados por outros fatores de crescimento, ou
pode atuar na patogénese da doenca, porém estudos sdo necessarios para
elucidar o papel de SEMA3A em células da medula éssea de pacientes com
SMD. Considerando apenas a interagéo entre VEGFA e SEMASA em células
de pacientes com LMA de novo, nossos dados sugerem que SEMASA possa
ter uma fungéo terapéutica, inibindo os efeitos causados por VEGFA. Apesar
dos resultados obtidos, sabemos que apenas a proteina SEMASA nao é capaz
de reverter o quadro clinico provavelmente porque diversos fatores contribuem
para a patogénese de LMA e podem induzir a proliferagdo de células
leucémicas e agir em sinergia com VEGFA [85]. Ademais, o complexo formado
entre os receptores VEGFR e NRP1 potencializa os efeitos desencadeados por
VEGFA, mas nao é essencial para a sinalizacao iniciada pela ligacao entre
VEGFR e VEGFA. Sendo assim, apesar da competicao pela ligacdo por NRP1,
uma fracdo de VEGFA é capaz de ligar-se diretamente a VEGFR2 e
desencadear seus efeitos. Sabe-se ainda que as células que expressam
VEGFR2 podem participar de um loop autécrino interno, onde o receptor €
internalizado e o VEGFA néo precisa ser secretado para desencadear a via de
sinalizagéo [86], portanto, a competi¢cdo pelo receptor NRP1 também néo seria
relevante (Figura 20). Foi sugerido que em condicdes fisiolégicas, VEGFA1es e
SEMASA estejam ligados através de um “feedback” negativo, onde o0 aumento
da expressao de VEGFAiss em células endoteliais induz o aumento da
expressdao de SEMA3A como controle do balango angiogénico; e que esse
‘feedback” € desregulado durante processos malignos [26, 87]. Portanto,
sabendo que o aumento de VEGFA pode conferir vantagens as células
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leucémicas e esta associado ao pior prognostico de pacientes com LMA [88];
que SEMAS3A parece anular parcialmente os efeitos causados por VEGFA,
sugerimos que a administracdo combinada de inibidores de VEGFA e SEMA3A
pode ser benéfica no tratamento de pacientes com LMA.

SEMA3A

VEGFA

Figura 20. Interacao entre VEGFA e SEMA3A. A figura ilustra a discussé@o do
trabalho sobre a possivel interacao entre VEGFA e SEMA3A na medula 6ssea

de pacientes com LMA.
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CONCLUSOES

e Descrevemos pela primeira vez a expressdo génica de VEGFA em
células CD34* da medula 6ssea de pacientes com SMD e LMA.
Encontramos aumento significativo na expressdo de VEGFA em
pacientes com LMA de novo comparado ao grupo controle. Nao houve
diferenga entre pacientes com SMD e o grupo controle.

e Descrevemos pela primeira vez a expressdao génica de SEMA3A em
células mesenquimais estromais da medula 6ssea de pacientes com
SMD e LMA. Encontramos aumento significativo na expressdo de
SEMAS3A em todos os pacientes comparado ao grupo controle.

e A hiperexpressdo de VEGFA165 na linhagem leucémica KG1 promoveu
aumento na viabilidade, proliferacdo e ndo alterou a apoptose e
clonogenicidade dessas células.

e A hiperexpressdo de VEGFA1s5 em células CD34+ de sangue de cordao
umbilical promoveu aumento na viabilidade e proliferacao e ndo alterou
a apoptose e clonogenicidade dessas células.

e A cocultura de células KG1 ou CD34* com a linhagem celular HS5
hiperexpressando SEMASA promoveu a diminuicdo da proliferagdo e da
clonogenicidade de células KG1, e a diminuicdo da proliferacdo de
células CD34+.

e Na cocultura de células KG1 ou CD34+* hiperexpressando VEGFA1s5 com
células HS5 hiperexpressando SEMA3A, o efeito de SEMA3A é
dominante.

e Em ensaio de imunoprecipitacao ha formacgao preferencial de complexos
entre os receptores NRP1 e Plexina A4 na presenca das proteinas
VEGFA1ss e SEMA3A recombinantes.

Nossos resultados sugerem que a hiperexpressao de VEGFA165 confere
vantagens as células leucémicas, aumentado a sua capacidade de
proliferacao, e que a proteina SEMAS3A parece anular parcialmente os efeitos
causados por VEGFA. Portanto, a administracdo combinada de inibidores de
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VEGFA e a proteina SEMASA pode ser benéfica no tratamento de pacientes
com LMA.
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ANEXOS

ANEXO | - Parecer do comité de ética.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

D COMITE DE ETICA EM PESQUISA
7 % www.fem,unicamp.be/fem/pesquisa
CEP, 0200212
(Grupo 111)

PARECER CEP: N° 1209/2011 (Este n® deve ser citado nas pondingias refy & este projeio)
CAAE: 1110.0.146.000-11

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “BIOLOGIA DAS DOENCAS NEOPLASICAS DA MEDULA OSSEA™.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Teresinha Olalla Saad

INSTITUIGAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTAGAO AO CEP: 11/11/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 02/02/13 (0O formuldrio encontra-se no s/te acima)

11 - OBJETIVOS.

Investigar os fatores envolvidos na auto-renovaghio e manutengio de células neoplasicas da
medula dssea, a saber, as miclodisplasias, as leucemias agudas, mieloide linfoide, e o micloma miltiplo.

111 - SUMARIO.

Trata-se de projeto temdtico que visa investigar os mecanismos moleculares das interagdes,
mudangas epigenéticas e caracterizagdo funcional de proteinas envolvidas na patogénese de células
neopldsicas que ocorrem no microambiente da medula dssea e regulam a diferenciago, proliferagio ¢
sobrevida destas células, A estratégia de investigagdo envolve modelos in vifra, implantagiio de modelos
em animais, ensaios funcionais, validagio de resultados em coortes de pacientes, entre outros. E
composto pelos "sub-projetos” assim intitulados: Nicho ¢ auto-renovagdo; autofagia como alvo em
malignidades hematopoiéticas; Novos ativos; Investigaglo de vias desreguladas em mielodisplasia,
leucemias agudas ¢ miecloma moltiplo a partir de resultados prévios obtidos em microarrays,
Seqllenciamento de dltima geragio para investigagio de casos selecionados; Imunomodulagio;
Caracterizagio estrutural de proteinas envolvidas em vias de sinalizagdo cclular de neoplasias
hematoldgicas. O projeto inclui na inscrigho das estratégias o item "Pacientes”, no qual consta: "Este
projeto foi submetido para apreciagio do comité de ética e aguarda parecer”, Nestes itens informa-se que
serdio realizadas coletas de medula junto as coletas de rotina, para andlise morfologica ¢ de cariotipo.
Além disto, serdo obtidas medulas osscas de contioles normais, por ocasio da coleta de doagiio de
doadores de medula dssea. Entre os pacientes, serfio convidados aqueles com diagnéstico preciso de
mielodisplasia ¢ que estcjam em acompanhamento por pelo menos 6 meses. A coleta (pacientes ou
controles) serd de 5 mL de meduls, visando 1) extraglio de mRNA, 2) citometria de fluxo, 3) seleglio de
células CD34+, 4) co-cultivo com células estromais, 5) tratamento in vitro de células em suspensfio com
0s agentes terapéuticos, 6) tratamento in vitro com agentes terapéuticos em ambiente de células estromais,
7) transplante xenogénico, 8) extragio de DNA para investigagio das mutagdes em casos selecionados,
Niio hé informagio do nimero de doadores previstos.

1V - COMENTARIOS DOS RELATORES.
Apés respostas ds pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido ¢ de acordo com

Resolugio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de Consentimento Livre ¢
Esclarecido.

Comied de Fica em Pesquisa - UNICAMI

Ruu: Tessitia Viekra de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8%30
Culxa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
1J083-88T Campinas - SP cepifem.unicamp.br
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V- PARECER DO CEP,

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds acatar os
pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢ atendendo todos os
dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de
Pesquisa, bem como ter aprovado 0 Termo do Consentimento Livre ¢ Esclarecido, assim como todos os
anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteirdo ¢ as conclusdes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ nfio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem a
comprometem.

Y1 - INFORMACOES COMPLEMENTARES,

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizag@o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96
~ Item IV, 1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, na integra, por
¢le assinado (Ttem IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res.
CNS Item 111.1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. NS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas
frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao
CEP e i Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria — ANVISA ~ junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projeto do
Grupo I ou IT apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviii-las
também & mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.
251197, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos
na Resolugdio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO.

Homologado na XI Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 22 de novembro de 2011,

<. ¢

Prof. Dr. Ca;ﬁog gduarda Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rue: Yessilin Vieirn de Camargn, 126 FONE (019) 3821.89%
Caiva Posial 6111 FAX (019) 3221-7187
13083-887 Campinas - SI' copilem unicamp.br
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