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RESUMO
As neoplasias linfoides constituem um grupo heterogéneo de doencas

originadas por alteracdes genéticas das células progenitoras hematopoéticas
de origem linfoide, levando a proliferacao clonal desordenada de células B ou
T, e ao desenvolvimento de leucemias linfoides e linfomas. E notéria a
participacdo de diferentes vias de sinalizacdo envolvidas tanto no
desenvolvimento como na manutencdo das neoplasias hematoldgicas. A
ativacao constitutiva da via de sinalizacao PISK/AKT/mTOR é bem descrita na
leucemia linfoide aguda de células T (LLA-T) e recentemente identificou-se, em
modelos animais, que a atividade da PI3K coopera com o desenvolvimento do
linfoma de Burkitt (LB). Deste modo, o papel da via PISBK/AKT/mTOR no
crescimento e sobrevivéncia celular, duas caracteristicas importantes da
leucemogénese, transformou-a em um potencial alvo farmacol6gico. Seguindo
essa perspectiva, o presente trabalho procurou avaliar o potencial terapéutico
de NVP-BKM120, um pan-inibidor de PI3K de classe |, em linhagens celulares
de LLA-T (Jurkat e MOLT-4) e LB (Daudi e NAMALWA). NVP-BKM120 foi
capaz de diminuir a viabilidade celular e capacidade clonogénica dessas
células. Foi observada uma parada na fase Gy/M do ciclo celular, com
subsequente diminuicdo de Ciclina B1 e aumento da apoptose pelas vias
intrinseca e extrinseca, nas linhagens Jurkat, MOLT-4 e NAMALWA. Também
foi observada diminuicdo da fosforilagdo da AKT e dos alvos downstream ao
mTORC1, P70S6K e 4EBP1, e aumento da razdo BAX:BCL2. Houve um
aumento da producédo de AVOs nas linhagens celulares ap6s o tratamento com

a droga, o que sugere ativacao da autofagia.
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Portanto, este estudo demonstra a capacidade antitumoral de NVP-BKM120
contra linhagens celulares de LLA-T e LB. Nossos resultados sugerem que a
diminuicado da proliferacao celular, apds o tratamento com a droga, seja devido
a reducédo da Ciclina B1 e que o aumento da razdo BAX:BCL2 seja um dos

mecanismos envolvidos na indugao da apoptose.

Palavras chaves: NVP-BKM120. Sinalizagdo. Leucemia linfoide. Linhagem

celular
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ABSTRACT
The lymphoid neoplasms are a heterogeneous group of diseases caused by

genetic alterations that were originated from hematopoietic progenitor cells of
lymphoid origin, leading to uncontrolled clonal proliferation of B or T cells, and
to the development of lymphoid leukemias and lymphomas. These findings
emphasize the involvement of different signaling pathways involved in both the
development and the maintenance of hematological malignancies. Constitutive
activation of the PISK /AKT/mTOR signaling pathway is well described for acute
lymphoblastic leukemia T cells (T-ALL), recently been identified in animal
models, that the activity of PI3K cooperates with the development of Burkitt's
lymphoma (LB).Thus, the role of the PI3K / AKT / mTOR pathway in cell growth
and survival, two important features of leukemogenesis, morphed into a
potential drug target. Following this perspective, the present study aimed to
evaluate the therapeutic potential of NVP-BKM120, a pan-PI3K inhibitor class |
in cell lines of T-ALL (Jurkat and MOLT-4) and LB (Daudi and NAMALWA).
NVP-BKM120 was able to decrease cell viability and clonogenic capacity of
these cells. A blocked phase was observed in Go/M phase of the cell cycle with
subsequent reduction of Cyclin B1 and increased apoptosis by the intrinsic and
extrinsic pathways in the lines Jurkat and MOLT-4 NAMALWA. It was also
observed, decreased phosphorylation of AKT and of the downstream targets
mTORC1, p70S6K and 4EBP1, and an increase of BAX:BCL2 ratio. There was
an increase in AVOs production in the cell lines after treatment with the drug,
suggesting activation of autophagy. Therefore, this study demonstrates the
antitumor ability of NVP-BKM120 against cell lines of T-ALL and LB. Our results

suggest that the decrease in cell proliferation after treatment with the drug, is



due to the reduction of Cyclin B1 and the increase of the BAX:BCL2 ratio is one
of the mechanisms that are involved in the induction of apoptosis.

Key words: NVP-BKM120. Signalling. Leukemia, Lymphoid. Cell line
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INTRODUCAO

Leucemia linfoblastica aguda de células T

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é caracterizada por importantes
alteracbes genéticas nos progenitores das células comprometidas na
diferenciacao em células T ou células B, dando origem respectivamente a LLA
de células T (LLA-T) ou a LLA de células B (LLA-B) [1]. Nesta ultima década, o
desenvolvimento de tecnologias moleculares avancadas, como o
sequenciamento de nova geragado, permitiu um avango no entendimento das
bases moleculares da LLA, da heterogeneidade biolégica da doenca e de seus
fatores de risco [2].

A leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) é uma neoplasia
agressiva caracterizada por proliferacdo e acumulo de progenitores de células
T na medula 6ssea e em tecidos linfoides [3]. E uma doenca heterogénea,
caracterizada por alteracbes sequenciais em proto-oncogenes, genes
supressores de tumor, microRNAs e genes de vias de sinalizagao tanto das
células-tronco hematopoéticas como de seus progenitores [1, 4, 5]. De acordo
com a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude, as LLA sao
caracterizadas pela presenca de 20% ou mais linfoblastos na medula éssea [6].

A LLA é a neoplasia pediatrica mais comum, compreendendo 25% de
todos os casos de cancer que ocorrem em criancas antes dos 15 anos e 19%
dos casos naqueles com menos de 20 anos. O pico de prevaléncia de LLA em
criangas esta entre 2 e 5 anos de idade e corresponde a 80% de todas as
leucemias que ocorrem até a idade de 15 anos [3, 7]. Atualmente, com o

tratamento convencional, a sobrevida livre de eventos em 5 anos da LLA em



criangcas estd acima de 80% em centros especializados[8-10]. Entretanto, a
LLA ainda € uma importante causa de morte por cancer na infancia [11].
Embora a LLA seja a leucemia aguda mais comum em criancas, esta
corresponde a apenas cerca de 20% dos casos de leucemia agudas em
adultos [3], com pico de incidéncia acima dos 50 anos [12]. As taxas de
sucesso no tratamento de LLA em adultos estdo em torno de 40% na maioria

dos estudos, com elevada morbimortalidade [8].

Recentemente, a ativagdo constitutiva da via PISK/AKT/mTOR tem sido
descrita na LLA-T, com consequente aumento de proliferacdo e sobrevivéncia
celular e resisténcia as drogas. Aproximadamente 85% dos pacientes com
LLA-T apresentam aumento da ativacdo de PISK/AKT/mTOR ao diagnéstico
[13, 14].

Linfoma nao Hodgkin

O Linfoma ndo Hodgkin (LNH) é a neoplasia hematol6gica mais comum
em adultos, caracterizado por um crescimento clonal e descontrolado de
precursores linfoides B (85%)[15] ou T (15%) [16]. Dentro os LNH de linfécitos
B, encontra-se o linfoma de Burkitt (LB), altamente agressivo, com alta taxa de
proliferacdo celular e apoptose. O LB é caracterizado pela translocagao
cromossémica do proto-oncogene ¢c-MYC no locus do gene da imunoglobulina,
com consequente perda de sua regulacao [17]. A proteina MYC é um fator de
transcricao multifuncional que regula genes envolvidos em multiplos processos
celulares, incluindo crescimento celular, proliferacéo, ciclo celular, metabolismo

e apoptose [18-20].



A desregulacdo de MYC no LB é uma potente promotora de transcricao
de genes, sintese proteica, aumento da atividade metabdlica e proliferacao
linfocitaria [21-23]. Entretanto, a desregulacdo do c-MYC isoladamente nédo é
suficiente para o desenvolvimento do linfoma. Uma questéo critica € entender
como os linfomas se desenvolvem a partir da translocagdo do c-MYC e quais
as outras alteracbes genéticas e mutacdes associadas que permitem que a
célula seja capaz de tolerar o estresse induzido pela ativagédo do c-MYC. Dessa
forma, determinar as alteracées que ocorrem em paralelo a translocacao do c-
MYC nos linfomas pode ajudar na identificacdo de alvos terapéuticos mais

especificos.

A correlacao entre MYC e a atividade de PI3K ja foi demonstrada em
diferentes modelos celulares [24-28]. Na década de 90, Curnock e Knox
demonstraram a importancia da via PI3K na proliferacdo e sobrevivéncia do LB
[29]. Schmitz e colaboradores, usando as tecnologias de sequenciamento de
RNA e RNA de interferéncia, também sugeriram que a via PI3K coopera com
MYC no LB [30]. Em 2012, através do estabelecimento de modelo animal, foi
comprovada a cooperacao entre c-MYC e a sinalizagcdo da via PISK no
desenvolvimento do LB [31]. Atualmente, a via PIBK é apontada como um

promissor alvo terapéutico no LB.

Via da PIBK/AKT/mTOR

A via de sinalizacdo PIBK/AKT/mTOR possui um importante papel em varias
funcdes celulares, incluindo crescimento, diferenciacdo, sobrevida, apoptose e
sintese proteica [32, 33]. Essa via de sinalizacdo consiste em uma cascata

complexa de eventos que inclui quinases especificas, fosfatases, proteinas
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trocadoras de GTP por GDP, proteinas adaptadoras e ancoras [34]. Um
resumo desta via de sinalizagdo é apresentado na Figura 1. A primeira e
principal molécula efetora na cascata de sinalizacdo da via PIBK € a
AKT/proteina quinase B [35, 36]. A ativacdo da AKT inicia-se na ligacao do
dominio amino-terminal homélogo a pleckstrina (dominio PH) a membrana
plasmatica [35]. Em seguida, a AKT ¢ ativada via fosforilacdo de dois residuos:
treonina 308 e serina 473 [36]. Ap6s sua completa ativacdo, a AKT é
translocada para o nucleo celular, onde é capaz de modular a atividade de
reguladores de transcricdo e outras moléculas [37]. Estes sdo substratos
diretos ou indiretos da AKT e podem promover tanto a proliferagcdo como a
sobrevivéncia celular. A regulacdo negativa da via é feita primariamente

através da acao da fosfatase homoéloga a tensina (PTEN) [37].
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Figura 1. Representacao esquematica da via PIBK/AKT e sua associacao
com funcoes celulares. A primeira e principal molécula efetora na cascata de
sinalizacao € a AKT/proteina quinase B. Esta pode ser ativada por receptores
tirosino quinases (RTKs), que incluem o receptor de fator de crescimento
epidérmico, de fator de crescimento semelhante a insulina e acoplado a
proteina G [38]. Quando PI3K é ativada, € gerado o segundo mensageiro
fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfato (PIP3) a partir do fosfatidilinositol 3,4-
bisfosfato (PIP2). PIP3 recruta na membrana celular varias proteinas com
dominio PH, incluindo AKT [39, 40]. AKT é negativamente regulada pela
fosfatase homdloga a tensina (PTEN) através da desfosforilacdo de PIP3 [41,
42]. O recrutamento de AKT para a membrana plasméatica resulta na sua
mudanca conformacional, permitindo que a proteina quinase 1 dependente de
fosfoinositol (PDK1), constitutivamente ativa, fosforile AKT no sitio de treonina
308 [43]. Para sua ativagao total, AKT também precisa ser fosforilada no sitio
serina 473; entretanto, ndo se sabe ao certo a proteina responsavel por esta
ativacdo (a proteina alvo da rapamicina em mamiferos - Complexo 2,
mTORC2, é uma das candidatas) [44]. Apds sua ativacao, AKT transloca-se do
citoplasma para o nudcleo e fosforila varios substratos da via, incluindo
mTORCH1, envolvido no controle da traducado de diversas proteinas. A ativacao
de AKT regula diversas funcbes celulares, como demonstrado na figura
(adaptado de [45, 46]). Linhas com seta representam a ativacao e com barra no
final representam a inibicdo.



A desregulacéo da via PI3K tem sido associada a oncogénese e a progressao
de doengca em tumores sélidos e neoplasias hematoldgicas, e resulta em
aumento da resisténcia a terapia antineoplasica e pior progndstico [32, 33, 47,
48]. Alteragcbes na ativagdo da PI3SK/AKT foram descritas em leucemias
mieloides crénicas (LMC), 50 a 80% das leucemias mieloides agudas (LMA) e
em até 88% das LLA-T [13, 49, 50]. As principais consequéncias da ativacao de
AKT relevantes para o crescimento neoplasico podem ser classificadas em 3
categorias: sobrevivéncia, proliferacdo (aumento do numero de células) e
crescimento (aumento do tamanho celular). Outro efeito adicional da ativacao
de AKT consiste na inducdo da angiogénese tumoral via fator indutor de
hipoxia 1-alfa (HIF-1a) e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

[51].

Sobrevivéncia

E sabido que a célula neoplésica possui mecanismos que inibem a
apoptose, com consequente sobrevida prolongada. A ativacao de AKT protege
a célula da morte celular de forma multifatorial, uma vez que AKT fosforila
diretamente varios componentes que participam deste processo. Por exemplo,
BAD é um membro pro-apoptético da familia BCL2, que promove a morte
celular ao se ligar ao BCL-XL, mas esta interacao é inibida pela fosforilagéo de
BAD via AKT [52]. Do mesmo modo, AKT inibe a atividade catalitica da
caspase 9 através da sua fosforilagdo [53]. AKT também fosforila um dos
fatores de transcricdo da familia Forkhead, FKHR, impedindo sua translocacao
nuclear e a sintese de varias proteinas pro-apoptéticas, como o ligante de FAS

e o mediador de morte celular que interage com BCL-2 (BIM) [54].AKT também



possui efeitos indiretos na indugdo da sobrevida celular através de dois
reguladores centrais de morte celular: fator nuclear kappa B (NFkB) e p53 [55-
58]. NFxB é um promotor de sobrevivéncia celular e AKT exerce um efeito
positivo em sua fungdo. AKT fosforila e ativa a quinase que induz a degradacao
do inibidor de NFxB, IxB [55]. AKT também fosforila MDM2, facilitando sua
translocacao nuclear e ligacdo ao supressor de tumor pré-apoptético, p53,
resultando na sua degradacao [57, 58].
Proliferacao

AKT trabalha em paralelo com a via RAS-MAPK, resultando em
proliferacao celular, e interage com proteinas que participam do ciclo celular
[59, 60]. AKT previne a degradacao e consequentemente o acumulo de ciclina
D1, uma importante quinase para a transicao G1/S, através da fosforilacao de
glicogénio sintase quinase 3 (GSK3p) [61].
Crescimento

Embora os termos proliferacdo e crescimento celular paregam
sinbnimos, € importante esclarecer que a proliferacdo refere-se a divisao
celular, e resulta no aumento do numero de células. Ja o crescimento refere-se
a sintese de macromoléculas que levam ao aumento da massa celular [62]. Em
geral, as células neoplasicas apresentam esse aumento na sua massa para
suportar melhor a proliferacdo exacerbada. A proteina central reguladora do
crescimento celular € o alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), ativada
diretamente pela AKT [63]. mTOR ativa a quinase p70S6 e inibe 4E-BP1,

resultando no aumento de sintese proteica [51].



Autofagia e via PI3BK/AKT/mTOR
A autofagia é um processo catabdlico que envolve o engolfamento de

proteinas e organelas inteiras dentro de vesiculas (autofagossoma). Em
seguida, os autofagossomas fundem-se com os lisossomas, onde ocorre
degradacao e reciclagem do conteudo [64]. Ela atua como um mecanismo de
sobrevivéncia, quando a célula estd sob estresse, para a manutengcdo da
integridade celular [65]. Contrariamente, sob algumas circunstancias, as células
autofagicas podem desencadear um modo especifico de morte celular,
denominado morte celular de tipo Il ou morte celular autofagica (ACD), que é
morfologicamente e bioquimicamente diferente da apoptose [64]. Um dos
principais reguladores negativos da autofagia € o mTOR. A presenca de fator
de crescimento semelhante a insulina e de outros fatores de crescimento
resulta na ativacdo de componentes da via PIBK/AKT, incluindo mTOR. Sua
ativagdo, que culmina na produgcdo de fatores de crescimento e nutrientes,
inibe a autofagia [66].

A hipotese emergente é de que a autofagia tem uma funcéao
anticarcinogénica em células primarias, pois resulta em protecdo contra o
estresse metabdlico, através do equilibrio na remocao de agregados proteicos
e renovacao mitocondrial [65, 67]. JA em tumores estabelecidos, pelo contrario,
acredita-se que o processo autofagico possa contribuir para a sobrevida das
células tumorais, que estdo em continuo estresse metabdlico devido as altas
taxas de proliferacdo e exposicao a condi¢cdes de hipbdxia [67]. A autofagia
provavelmente exerce uma influéncia multifatorial tanto na iniciacdo e
progressao do cancer, como também na resposta as intervencoes terapéuticas.

A inducao da autofagia tem sido apontada como um potencial terapéutico para



contornar a resisténcia a apoptose, principalmente em neoplasias
hematoldgicas. Embora os agentes quimioterapicos possam induzir apoptose
e autofagia ao mesmo tempo, é importante ressaltar que células leucémicas
insensiveis a inducdo de apoptose geralmente respondem ao estimulo que
ativa a ACD, considerada um mecanismo adicional de morte celular [68, 69].
Um exemplo é o uso de glicocorticoides no tratamento de leucemias linfoides.
Além de induzir morte celular, sabe-se que estas drogas induzem autofagia,
processo que antecede a morte celular [70, 71]. Ja foi descrito que, em células
de LLA, a inibicdo da autofagia resulta no comprometimento de apoptose
induzida pela dexametasona [71].
Inibidores de PI3K na leucemia

Existem trés classes de PI3Ks agrupadas de acordo com sua estrutura e
funcdo. PI3K Classe | € a mais relacionada com o cancer humano [72]. A

Figura 2 explica resumidamente as classes de PI3K.
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Figura 2. As classes de PI3K. Existem trés classes de PI3K, de acordo com
suas caracteristicas estruturais e especificidade de substrato. PI3K Classe IA
sdo heterodimeros constituidos por uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade regulatéria (p85). Em mamiferos, existem trés genes, PISKCA,
PIBKCB e PIBKCD, que codificam as isoformas cataliticas p110: p110a, p110B
e p110d, respectivamente. A expressao de p11056 é geralmente restrita ao
sistema imune, enquanto a expressao de p110a e p110p ocorre sem restricdes
[43, 73]. As isoformas cataliticas p110 sdo altamente homdlogas e possuem
cinco dominios distintos: um dominio de ligacao p85 N-terminal (p85BD), que
interage com a subunidade regulatéria p85; um dominio de ligacdo com Ras
(RasBD), que medeia a ativagdo dos membros da familia Ras das GTPases;
um dominio de ligacdo na membrana C2; um dominio helicoidal; e um dominio
catalitico quinase C-terminal. Ha também trés genes, PIK3R1, PIK3R2 e
PI3KR3, que codificam as isoformas das subunidades regulatérias p85: p85a (e
seus splicings p55a e p50a), p85B e pb55y, respectivamente. Essas
subunidades regulatérias apresentam trés dominios que incluem um dominio
de ligacao a P110 (inter-SH2 ou iSH2), ladeado por dois dominios SH2 (N-
terminal ou sSH2 e C-terminal ou cSH2). As duas isoformas mais longas, p85a
e p85pB, tém um dominio SH3 e um dominio BH localizados em suas regides N-
terminais. No estado basal, p85 liga-se a subunidade N-terminal do p110 via
dominio iISH2, inibindo a atividade catalitica [73, 74]. PI3K Classe IB € um
heterodimero composto por uma subunidade catalitica p110y e uma
subunidade regulatéria p101. p110y € expressa principalmente em leucécitos e

pode ser ativada diretamente pelos receptores acoplados a proteina G
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(GPCRs) [73]. PI3K Classe Il sdo mondébmeros com uma unica subunidade
catalitica. Existem trés isoformas de PI3K classe Il, PI3KC2a, PISKC2B e
PIBKC2Y, cada uma delas com um especifico N-terminal seguido de um
dominio RasBD, um dominio C2, um dominio helicoidal e um dominio catalitico
com dominios PX e C2 no C-terminal [43, 75]. PI3K Classe Il consiste em um
uma unica subunidade catalitica, homodloga a leveduras, Vps34 adaptado de
[33].

A isoforma p11086 da PI3K é um alvo terapéutico importante nas
leucemias, uma vez que esta isoforma € a mais expressa em leucécitos [76].
Varios estudos mostram a maior ativacao da isoforma p1108 em comparacao
com as isoformas p110a e p110B em pacientes com leucemia [77, 78].
Atualmente, além dos inibidores seletivos de p1106 da PI3K, estdo disponiveis

os inibidores duplos e os pan-inibidores de PI3K (Tabela 1) [79].
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Tabela 1: Valores de IC50 (nM) dos inibidores de PI3K nas classes |, Il e lll

Inibidor Classe | Classe Il Classe Il

P110a P110B P110y P110d

Idelalisib 820 565 89 2,5 >10° 978
AMG319 _ _ . <10 _ —
IC87114 1.820 >1.000 1.240 70 _ .
BEZ235 4 75 5 7 _ _
BAG956 56 446 117 35 _ _
BGT226 4 63 . 38 _ —
Pl-103 2 3 15 3 . .
IP1-145 1.602 85 27 2,5 _ _
BKM120 52 166 262 116 2.410

Nota: o tragcado indica dado nao disponivel (adaptado de [79])

Inibidores seletivos de p1105 da PI3K

Idelasilinib

O idelalisib, inibidor altamente especifico da isoforma p1108 da PI3K, ja
foi estudado em leucemias, linfomas e mieloma mdultiplo. Atualmente, estudos
em fase l/ll estdo em andamento, focados principalmente em pacientes com

recaida de doenca [79]. In vitro, ja foi demonstrada, a capacidade do idelalisib
12



em induzir apoptose, inibir a resposta aos sinais de sobrevivéncia e sensibilizar
as células leucémicas a quimioterapia [76, 77, 80]. Também foi observado
efeito benéfico da associacao com lenalidomida [81] em LLC e com bortezomib
em mieloma multiplo [82].
AMG319

Um inibidor da isoforma p1109, apresenta apenas um estudo clinico para
neoplasia hematoldégica em andamento especificamente para pacientes com
LLC/linfoma [79]. Embora seja um potente inibidor da ativacdo de AKT, com
reducao efetiva do numero de células viaveis, ha uma variagcdo de resposta
entre diferentes linhagens celulares [83].
IC87114

Outro inibidor especifico de p1109, IC87114, ainda esta na fase de
estudos pré-clinicos. 1C87114 inibe seletivamente, in vitro, a proliferacao de
blastos de LMA sem toxicidade as células hematopoiéticas normais [78, 84].
Inibidores duplos de PI3K

Os dominios cataliticos das subunidades p110 da PI3K e mTOR séo
estruturalmente semelhantes, pois todos pertencem a mesma familia de
quinases. Assim, os inibidores duplos de PI3K resultam na inibicdo de todas as
isoformas cataliticas de PI3K e também de mTORC1 e mTORC2.
BEZ235

Estudos pré-clinicos mostram que BEZ235 tem a capacidade de induzir
apoptose e reduzir a sobrevida de células de LMA sem toxicidade significativa
as células CD34" [85]. Também ja foi mostrado um efeito aditivo de BEZ235
com dexametasona, doxorubicina e bortezomib [86]. BEZ235 inibe com

sucesso a ativacdo de AKT, mTOR e S6K em linhagens de linfoma [87].
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Atualmente ha um estudo para pacientes com leucemia aguda (LLA, LMA e
LCM com crise blastica), tanto com recaida ou refratarios aos tratamentos.
BAG596

BAG596 tem capacidade de inibir a fosforilacdo de AKT sem alterar os
niveis totais da proteina em linhagens celulares de LMA com mutacdo em FLT3
e de LMC, sendo demonstrado efeito sinérgico com imatinib, nilotinib e
rapamicina [79, 88].
BGT226

BGT226 ja foi testado em linhagens e células de pacientes com mieloma
multiplo e em células de pacientes com leucemia aguda. Esta droga induz
apoptose (mediada pela clivagem da pré-caspase 3) e inibe a proliferagéo
celular [89, 90].
PI-103

Embora PI-103 seja mais seletivo para a isoforma p110a, este ainda
possui algum efeito inibitério para a subunidade P11056 [91]. Em células de
LMA, o tratamento com PI-103 resulta em parada do ciclo celular em G1. O
tratamento com PI-103 resulta em morte celular tanto de células de LLC como
de células mononucleares de sangue periférico [92]. Além disso, PI-103
sensibiliza as células de LLC para o tratamento com fludarabina [93].
IPI-145

IPI-145 € um potente inibidor das isoformas p11056 e P110y da PI3K.
Quando comparado diretamente com o idelalisib, IPI-145 é 14 vezes mais
potente para inibir a isoforma p1106 da PI3K. Atualmente, ha trés estudos

clinicos para pacientes com linfoma (www.clinicaltrail.gov).
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Pan-inibidores de PI3K
NVP-BKM120 (BKM120)

Também conhecido como buparlisib (Figura 3), € um potente inibidor de
todas as isoformas da PI3K classe |. BKM120 também inibe as formas mais
comuns de mutacdo somatica das isoformas p110a, B, Y € o de PI3K [94].
Estudos mostram que NVP-BKM120 possui um grande efeito antiproliferativo e
pré-apoptoético em linhagens celulares e modelos animais de tumor soélido
através da inibicdo especifica da fungao bioldgica da AKT [95-98]. Em um
estudo clinico de fase |, em pacientes com tumores soélidos avancados,
BKM120 foi bem tolerado e seguro [96]. Atualmente, este composto esta em
mais de 77 estudos clinicos de fases | a lll, sozinho ou em combina¢gdo com
outras drogas, para pacientes com tumores sélidos avancgados, linfomas e
leucemias avancadas (www.clinicaltrail.gov). BKM120 ja foi testado em
linhagens celulares de linfoma, LLC e LLA, resultando em efeitos pro-
apoptoéticos [97-100]. Em linhagens celulares e células de pacientes com
mieloma multiplo, BMK120 resultou em inibigdo do crescimento celular e
apoptose, com citotoxicidade menor aos linfécitos normais [95]. Em um estudo
de fase | de escalonamento de dose, em pacientes com tumores sélidos
avancados, BKM120 foi seguro e bem tolerado na dose maxima diaria de
100mg [96]. Os efeitos adversos relatados foram exantema, hiperglicemia,
diarreia, anorexia, alteracdo de humor, nausea, fatiga, prurido e mucosite, 0
que provavelmente seja um reflexo dos efeitos da inibicado de PI3K em tecidos

normais [96].
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Figura 3. O composto NVP-BKM120. (A) Estrutura quimica de NVPBKM120.
(B) Modelo de ligacao, proposto pela Novartis®, de NVP-BKM120 com a
isoforma p110a da PI3K classe | [94].
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais
Estudar os efeitos celulares e moleculares de BKM120 em linhagens celulares

de leucemia linfoide de célula T (Jurkat e MOLT-4) e de célula B (Daudi e

NAMALWA,).

Objetivos Especificos
1. Estudar a viabilidade celular para determinagcdo da concentracao

inibitéria para 50% das células (ICsy) de BKM120 nas linhagens

celulares Jurkat, MOLT-4, Daudi e NAMALWA;
2. Nas mesmas linhagens celulares, avaliar o efeito de BKM120 em:
a. Inducao da apoptose;
b. Ciclo celular;
c. Via de sinalizacdo PIBK/AKT/mTOR,;

d. Formagéao de organelas acidicas vacuolares.
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METODOS

MATERIAL e METODOS

Cultura celular e reagentes

As linhagens celulares de LLA-T, Jurkat e MOLT-4, e as linhagens celulares de
Linfoma de Burkitt, NAMALWA e Daudi, foram obtidas da ATCC (Philadelphia,
PA, USA). As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), penicilina/estreptomicina e anfotericina B, e
mantidas a 37°C, 5% CO,. A droga NVP-BKM120, fornecida pela Novartis®, foi
preparada uma solucdo estoque de 10 mM diluida em DMSO (veiculo) e
diferentes concentragcées foram utilizadas(OuM, 1uM, 2 uM, 5uM, 10uM e
50uM). Como controle negativo em todos os experimentos, utilizamos o veiculo

no mesmo volume de diluicdo da droga.

Ensaio de Methylthiazoletetrazolium (MTT)

A viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de
Methylthiazoletetrazolium (MTT; Sigma, MO, EUA). As células controle e
tratadas com NVP-BKM120 foram submetidas a privacao total de soro fetal
bovino (SFB) por 16 horas. Um total de 5x10* células por pocos foram
semeadas em placa de 96 pocos em meio RPMI 10% SFB na auséncia ou
presenca de diferentes concentracbées de BKM120 (0, 1, 10 e 50 uM) por 48
horas. Em resumo, 10 uL de uma solucado a 5mg/mL de MTT foi adicionada aos
pocos e incubada a 37°C por 4 horas. A reacao foi parada pela adicdo de 100

uL de 0,1N HCI em isopropanol. O crescimento celular foi avaliado pela
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mensuracdo da absorbancia a 570 nm, utilizando um leitor automético de

placas. Todas as condi¢des foram testadas em quintuplicadas.

Calculo da concentracao inibitoria para 50% das células (ICsg)

Para o célculo da ICsy foi utilizado o modelo de regressdo nao linear

hiperbélico [101].

Ensaio de formacao de col6nia

A formacdo de colénia foi realizada em meio semissélido de
metilcelulose (3x10° células/mL; MethoCut 4230; StemCell Technologies Inc.,
BC, Canada). As colbnias foram detectadas ap6s 8 dias de cultura pela adicéo
de 1mg/mL de reagente MTT e as contagens foram realizadas com o auxilio do
Image J quantification software (U.S. National Institutes of Health, MD, USA).
As células foram submetidas aos ensaios de formacgao de colénia na auséncia
ou presenca de BKM120 (0, 1, 10 e 50uM). Todas as condi¢cdes foram testadas

em triplicatas.

Avaliacao de apoptose por marcacao com anexina-V e Pl

As células foram semeadas em placas de 12 pocos e tratadas com
diferentes concentragcdes de NVP-BKM120 (0, 1, 10 e 50uM) por 6 horas. As
células foram lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas em
tampao de ligacao contendo 1ug/mL de Pl e 1ug/mL APC anexina-V (Becton-
Dickinson, CA, USA). Ap6s incubacdo no escuro durante 15 minutos em
temperatura ambiente, todas as amostras foram analisadas em um citémetro

FACSCalibur. Dez mil eventos foram adquiridos para cada amostra.
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Ensaio de atividade de caspases

A atividade de caspases foi medida conforme as instrucdes
recomendadas pelo fabricante (Calbiochem, CA, EUA). As células foram
semeadas em placas de 12 pocos em meio RPMI e tratadas com diferentes
concentragbes de NVP-BKM120 (0, 1, 10, e 50uM) por 1, 3 e 6 horas. Em
seqguida, as células foram incubadas com Red-IETD-FMK para caspase 8, Red-
LEHD-FMK para caspase 9 e FITC-DEVD-FMK para caspase 3 (1:500) durante
40 minutos a 37°C em atmosfera imida de 5% de CO,. As células foram entdo
lavadas duas vezes em tampao gelado, ressuspendidas em 300uL e

analisadas por citometria de fluxo.

Western blot

Ao precipitado celular contendo de 5x10° a 1x10” células foi adicionado
tampao de extracao de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7,6), 1% Triton X-
100, 150 mMNaCl, 0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3V0O4, 100
mM NaF, 10 mM Na4P207, e 4 mM EDTA. As amostras foram
homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas e incubadas por 40
minutos no gelo e entdo centrifugadas na mesma temperatura durante 20
minutos, para remocao dos restos celulares. Ao extrato total proteico,
adicionou-se tampdo de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e
aqueceu-se em agua fervente por 5 minutos. Apds isso, as amostras foram
submetidas a eletroforese ou armazenadas a -80°C. As proteinas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10-15% - SDS-PAGE em
aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, CA, USA). A

eletrotransferéncia das proteinas do gel foi realizada por 90 minutos a 120V
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(constante) em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad. A ligacao
dos anticorpos a proteinas nao especificas foi reduzida por pré-incubacao da
membrana por 1 hora com tampéao de bloqueio (5% de leite em pd magro,
10mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl,, e 0,02% Tweem 20) . A membrana de
nitrocelulose foi entao incubada com anticorpos especificos diluidos em tampéao
de bloqueio (3% de leite em pd magro, 10mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl,, e
0,02% Tween 20) durante a noite, a 4°C, e entdo lavadas trés vezes com
solucdo basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, and 0.02% Tween 20). Os
anticorpos primarios obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA) foram: p-AKT (Serd473; sc-7985-R), AKT1/2 (sc-8312), p-P70S6K
(Thrd21/Ser424; sc-7984), P70S6K (sc-8418), p-BAD (Ser136; sc-7999), BAD
(sc-943), BAX (sc-20067), BCL2 (sc-492), stathmin (sc55531), p-stathmin
(Ser38, sc10810), mTOR (sc1550R) e actina (sc-1616). Os anticorpos
primarios obtidos da Cell Signaling Technology (Cell Signaling, MA, USA)
foram: p-mTOR (Ser2448;2971), p-4EBP1(Thr70; 9455) e 4EBP1 (9452). O
sistema de revelagédo usado foi baseado em quimioluminéscencia e realizado
de acordo com orientagcdes do fabricante, ECL TM Western Bolt Analysis
System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em resumo, as membranas foram
incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario, conjugado a HRP
(Horseradish peroxidase), lavadas novamente e submetidas ao substrato da
enzima, resultando em um produto luminescente, detectados por
autoradiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, NY, USA). A deteccgéao
da quimioluminescéncia foi realizada também através do aparelho foto-
documentador Uvitec Cambridge (UVItec Limited, UK). Andlises quantitativas

da intensidade das bandas de proteinas foram determinadas utilizando o
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programa Scion Image Software (ScionCorp, Frederick, MD USA). A
intensidade de expressao proteica foi normalizada pela expressao de actina e a
intensidade da fosforilagdo proteica foi normalizada pela expressédo da proteina

correspondente.

Organelas Acidicas Vacuolares

As organelas acidicas vacuolares (AVO; acidic vesicular organelles)
foram mensuradas pela marcacdo com corante laranja de acridina e analisadas
por citometria de fluxo. As linhagens celulares foram semeadas em placas de 6
pocos e tratadas por 24 horas com diferentes concentracdes de NVP-BKM120
(0, 1, 2, e 5uM). Em seguida, as células foram coletadas, lavadas com solucao
PBS e incubadas com meio contendo 0,1ug/mL de laranja de acridina, no
escuro, por 15 minutos a temperatura ambiente. As células foram lavadas e
analisadas para quantificacdo de AVOs em FACSCalibur (Becton-Dickinson,

CA, USAL).

Analise do ciclo celular

As células foram fixadas em etanol 70% gelado, por pelo menos 2 horas
a 4°C antes das analises e incubadas com 20 pug/mL de iodeto de propidio
(propidium iodide; PI) contendo 10ug/mL de RNase A por 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro. As analises da fluorescéncia celular foram
realizadas com um FACSCalibur (Becton-Dickison, CA, USA). Os resultados
das distribuicbes do DNA foram analisados pelo Modifit (Verifity Software
House Inc., ME, USA) para determinar as proporcoes de células nas diferentes

fases do ciclo celular.
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Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando software GraphPad 5
(GraphPad Software, Inc, CA, USA). Os dados foram expressos como média +
desvio padrao (DP). As comparacdes entre os grupos controle e tratados
(comparacdes entre dois grupos) foram feitas usando o teste t [102]. Valor de

P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

O tratamento com NVP-BKM120 diminui a viabilidade das células LLA-T e

LB

As linhagens celulares Jurkat, Molt-4, Daudi e Namalwa foram tratadas
com diferentes concentracées (1, 10 e 50uM) de NVP-BKM120 e apo6s 48
horas a viabilidade celular foi determinada através do ensaio de MTT. Em todas
as células testadas, o tratamento com NVP-BKM120 resultou na diminuigao
dose-dependente da viabilidade celular. A 1Csp, Ou seja, a dose necessaria para

reduzir em 50% a viabilidade celular, foi de 4,3uM para as células Jurkat,

9,1uM para MOLT-4, 7,1 uM para Daudi e 8,6uM para NAMALWA (Figura 4).
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Figura 4. Determinacao da IC50 apés o tratamento com a NVP-BKM120. O
ensaio de MTT foi realizado apds 48 horas de tratamento com diferentes
concentragdes de NVP-BKM120 (1, 10 e 50uM). Os resultados séao
apresentados como média + DP de 3 experimentos independentes.
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NVP-BKM120 diminui o crescimento clonal

O efeito de NVP-BKM120 nas linhagens celulares também foi
determinado através do ensaio de clonogenicidade, uma vez que somente uma
fracao das células semeadas retém a capacidade de produzir col6nias [103].
As células foram cultivadas em meio de metilcelulose com diferentes
concentragdes (1, 10 e 50uM) da droga, e as colbénias foram detectadas apés 8
dias de cultura. Para todas as células testadas, houve uma diminuicao
significativa no numero de colénias ja na concentragao de 1uM e auséncia total

de col6nias a partir da concentracao de 10 uM (Figura 5).
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Figura 5. NVP-BKM120 inibe a formacao de colénia nas células Jurkat,
MOLT-4, Daudi e NAMALWA. Colbnias contento células viaveis foram
detectadas pela adicao de MTT apds 8 dias de incubacao de células tratadas
ou ndo com a droga (1, 10 e 50uM). A porcentagem do crescimento clonal foi
normalizada pelas células sem tratamento (somente veiculo-DMSO). Os
resultados sado apresentados como média + DP de 3 experimentos
independentes realizados em triplicatas. *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001; teste
t.

O tratamento com NVP-BKM120 resulta em apoptose com ativacao das
vias extrinseca e intrinseca

Os efeitos de NVP-BKM120 foram testados na indugcdo da apoptose.
Para tanto, as linhagens celulares foram tratadas com diferentes concentracées
de NVP-BKM120 por 6 horas e subsequentemente marcadas com anexina V-

APC/PI. A Figura 6 mostra um aumento significativo de células Anexina-V+/PI-,
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ou seja, um aumento da taxa de apoptose, para as células Jurkat, MOLT-4 e
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Figura 6: NVP-BKM120 tem efeito positivo na inducao da apoptose
celular. As células apoptéticas foram detectadas por citometria de fluxo nas
linhagens celulares, incubadas na auséncia ou presenca da NVP-BKM120 (1,
10 e 50uM) por 6 horas, utilizando a marcacao com anexina-V e PIl. (A) Os
graficos sao representativos de 3 experimentos independentes. O quadrante
inferior direito contém a populacao de células apoptéticas (anexina-V+/Pl-). O
quadrante superior direito contém a populacdo de células em estagio de
necrose (anexina-V+/Pl+). (B) Representacdo da média + DP de 3
experimentos independentes. *P<0,05 e **P<0,01; teste t.

A taxa de apoptose também foi determinada através da porcentagem da
atividade das caspases 3, 8 e 9. As linhagens foram tratadas com NVP-
BKM120 por 1, 3 ou 6 horas, e a partir de 3 horas de tratamento com a droga ja

foi possivel visualizar um aumento dose-dependente da clivagem das pro-
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caspases testadas para as células Jurkat, MOLT-4 e NAMALWA (Figura 7). O

tratamento com BKM120 n&o induziu apoptose na linhagem Daudi.
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Figura 7: O tratamento com NVP-BKM120 por 3 horas resulta em maior
atividade das caspases 3, 8 e 9. As linhagens foram tratadas por 1, 3 ou 6
horas com diferentes concentracées de NVP-BKM120 como indicado na figura.
A % da atividade das caspases foi determinada através de citometria de fluxo.
Os resultados sao apresentados como média + DP de 3 experimentos
independentes. *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 teste t.

NVP-BKM120 induz parada na fase G./M do ciclo celular

Avaliamos o efeito de diferentes concentracées de NVP-BKM120 (1, 2, e
5 uM) sobre a progressao do ciclo celular, através da marcacdao com Pl em
todas as linhagens tratadas por 12 e 24 horas. Foi observada uma parada na
fase Go/M com consequente diminuicdo das fases Go/Gi € S em todas as
linhagens testadas apo6s o tratamento de 24 horas (Figuras 8A-B). Também

avaliamos alguns marcadores de progressao da fase Go/M. O tratamento com
28



NVP-BKM120 resultou na diminuicdo da proteina ciclina B1 e aumento da

fosforilagdo de Stathmin 1 de maneira dose-dependente (Figura 8C).
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Figura 8: O tratamento com NVP-BKM120 resulta nhuma parada do ciclo
celular em Go/M. As linhagens celulares foram tratadas por 12 ou 24 horas
com diferentes concentragcées da droga (1, 2 e 5uM) e marcadas com PI para
avaliacao das fases do ciclo em citdmetro de fluxo. (A) Graficos da analise do
ciclo celular apds 24 horas de tratamento com as doses da droga indicadas na
figura; representativo de 3 experimentos independentes. (B) Representacédo da
média de 3 experimentos independentes. (C) Western blot de extrato total
proteico. Lisados celulares foram blotados com anticorpos Ciclina B1 e anti p-
Stathmin 1 (Ser38). Em seguida, as membranas foram reblotadas com o
anticorpo especifico para a proteina total correspondente e também para
actina.

NVP-BKM120 na via de sinalizacao PISK/AKT/mTOR

Para avaliarmos os efeitos de NVP-BKM120, na via PISK/AKT/mTOR, foi
analisada a expressao e ativacado de varias proteinas downstream a PI3K. Foi
observada uma diminuicdo, dose-dependente nos niveis de fosforilacdo em
AKT, mTOR e 4EBP1 em todas as linhagens. Entretanto, enquanto a
diminuicdo da fosforilacdo de P70SK6 foi dose-dependente para as células
Jurkat, MOLT-4 e NAMALWA, houve um aumento de sua fosforilagdo na
linhagem Daudi, apds o tratamento da droga (Figura 9A). Os niveis totais das
proteinas nao foram afetados com o tratamento da droga, a actina foi utilizada
como controle enddgeno. O tratamento com NVP-BKM120 também resultou na
diminui¢do da fosforilacado de BAD sem alteragdes nos niveis totais da proteina.
Houve um aumento nos niveis da proteina BAX, com uma leve diminuigdo nos
niveis de BCL2, resultando no aumento na relagdo BAX:BCL2 nas linhagens

Jurkat, MOLT-4 e NAMALWA (Figura 9B-C).
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Figura 9: Analise da expressao de proteinas em linhagens de LLA-T e LB
tratadas com NVP-BKM120. Western blot de extrato total proteico das
linhagens celulares tratadas com diferentes concentra¢des de NVP-BKM120 (1,
10 e 50uM). Lisados celulares foram blotados com anticorpos anti (A) p-AKT
(Sera73),p-mTOR (Ser2448), anti p-p70S6K (Thr421/Serd24), anti p-4EBP1
(Thr70), (B) anti p-BAD (Ser136), anti-BAX e anti-BCL2. Em seguida as
membranas foram reblotadas com os anticorpos especificos para as proteinas

totais correspondentes e também para actina. (C) Representacao grafica da
relacdo BAX:BCL2.

32



NVP-BKM120 aumenta a formacao de organelas acidicas vacuolares

O desenvolvimento de organelas acidicas vacuolares (AVOs) faz parte do
processo de autofagia [104]. Laranja de acridina € um marcador acidotropico,
que emite fluorescéncia verde ao ser incorporado pela célula (citoplasma e
nucleo). Entretanto, ao ser retido em compartimentos &cidos, como nas AVOs,
este é protonado e passa a emitir fluorescéncia vermelha brilhante, sendo
proporcional ao grau de acidez da célula [105, 106],. O tratamento com NVP-
BKM120 resultou num aumento dose-dependente de AVOs, e a partir de 1uM
da droga ja foi observado um aumento de AVOs em todas as linhagens

testadas (Figura 10).
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Figura 10: NVP-BKM120 tem efeito positivo na formacao de AVOs. A
formacao de AVOs foi detectada por citometria de fluxo nas linhagens celulares
incubadas na auséncia ou presenca da NVP-BKM120 (1, 2 e 5 uM) por 24
horas, utilizando a marcacao com laranja. (A) Os graficos sao representativos
de 3 experimentos independentes. O quadrante inferior esquerdo contém a
populacao de células sem AVOs (FL1). O quadrante superior esquerdo contém
a populacao de células com AVOs (FL3). (B) Representacdo da médiatzDP de
3 experimentos independentes. **P<0,01 e ***P<0,001; teste t.
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DISCUSSAO

As terapias atuais para o tratamento das leucemias tém como objetivo
nao s6 aumentar as taxas de sucesso, mas também melhorar a qualidade de
vida dos pacientes em relacdo a diminuicdo da morbidade e de sequelas a
longo prazo. A era da terapia personalizada para leucemia linfoblastica, ou
seja, tratamento baseado na farmacodindmica e em alvos moleculares Unicos
do paciente individual depende do avanco no entendimento do papel da
transformacao leucémica, influéncias genéticas e de desenvolvimento de
resisténcia de drogas na resposta dos pacientes a quimioterapia [1].

A via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR esté frequentemente ativada em
diversos tumores e atua na manutencao do fenétipo tumoral, progressao do
tumor e resisténcia a terapia antineoplasica [33, 107-110]. Devido ao papel
fundamental da via PI3K na homeostase tumoral, é de grande interesse o
desenvolvimento de inibidores seletivos para os alvos dessa via. Alguns desses
compostos encontram-se em fase de ensaios clinicos [111, 112]. Assim, no
presente trabalho, avaliamos o potencial antileucémico do composto NVP-
BKM120, produzido pela Novartis®, em linhagens de LLA-T (Jurkat e MOLT-4)
e LB (NAMALWA e Daudi). Nossos estudos foram realizados in vitro.

NVP-BKM120 reduziu de maneira dose-dependente a viabilidade celular
em todas as linhagens testadas. A ICso variou de 4,3uM (para células Jurkat) a
9,1uM (para células MOLT-4). Em linhagens celulares de mieloma multiplo, a
ICs0 de BKM120 variou entre 1 e 10uM [95]; j& em linhagens de linfoma difuso
de grandes células B, a ICsq ficou em torno de 1uM, variando de 1 a 5uM [98].

Em um trabalho recentemente publicado, a ICsy em linhagens de LLA-T variou

35



de 0,9 a 5,5uM [102]. Nossos resultados corroboram os ensaios com a droga
em células primarias de neoplasia hematoldgica: NVP-BKM120 induziu
toxicidade em 60% das células de leucemia linfoide crénica de células B (LLC-
B) na dose de 10uM [100] e foi citotoxico em 78% das células de LLC-B abaixo
da concentracdo maxima de 20uM [97]. N6s também observamos que a dose
de 1uM de BKM120 reduziu significativamente a formacdo de colbnia nas
linhagens testadas. De acordo com um estudo clinico de fase |, a dose maxima
tolerada em pacientes foi de 100 mg/dia, que corresponde a um pico em torno
de 2uM da droga no plasma apéds o primeiro dia de tratamento, e concentracao
sérica maxima (Cmax) de 5uM [96]. E importante ressaltar que BKM120
apresentou baixa toxicidade em células mononucleares de sangue periférico de
doadores saudaveis [95, 100].

Como a diminuigdo de viabilidade celular nos ensaios de MTT pode
implicar tanto parada do ciclo celular quanto apoptose, analisamos o impacto
do tratamento de NVP-BKM120 na morte celular e na progressdo do ciclo
celular. Os efeitos de NVP-BKM120 foram determinados na inducdo de
apoptose. Apds 6 horas de tratamento, houve um aumento dose-dependente
das células apoptoticas e da clivagem das pro-caspases 3, 8 e 9 nas células
Jurkat, MOLT-4 e NAMALWA. Nossos resultados sugerem que tanto a via
extrinseca quanto a intrinseca de apoptose foram ativadas apds exposicéo a
droga. Em relacdo ao eixo que regula morte celular na via PIBK/AKT/mTOR,
observamos que, apds o tratamento de 24 horas com a droga, houve uma
diminuicdo dose-dependente da fosforilagdo de BAD e aumento de BAX, com

consequente aumento da relacdo BAX:BCL2. O aumento da relagdo BAX:BCL2
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sabidamente aumenta o potencial apoptético de uma célula [113, 114]. Juntos,
esses resultados reforcam a ocorréncia de clivagem das pro-caspases 9 e 3,
uma vez que a modulacédo da via PI3K é geralmente associada a ativacéo da
via mitocondrial de morte celular [115]. A ativacdo da caspase 8, por sua vez, ja
foi descrita ap6s o tratamento de linhagens celulares de glioma com BKM120
[116]. Num estudo dos efeitos de BKM120 em linhagens celulares de LLA-T, foi
sugerido que a droga ativa a via intrinseca de apoptose; porém, a clivagem da
pré-caspase 8 nao foi analisada [102]. Embora seja sabido que o tratamento
com BKM120 resulta em morte celular caspase-dependente [98], em nossos
experimentos BKM120 teve um efeito principalmente citostatico na linhagem
Daudi.

Na analise da progressao do ciclo celular, nossos resultados mostraram
que o tratamento com BKM120 resulta numa parada na fase G./M, dose e
tempo-dependente, sugerindo uma alteracdo nos mecanismos que regulam a
progressdao do ciclo celular e a mitose. Esse padrdao de resultado ja foi
demonstrado apos o tratamento com BKM120 em linhagens de LLA-T, glioma e
de cancer gastrointestinal [102, 117, 118]. Ao abordarmos uma visao molecular
do ciclo, observamos que o tratamento com BKM120 resultou na diminui¢do de
expressao de Ciclina B1. Células em acumulo na fase G2 apresentam baixos
niveis de expressao de Ciclina B1[119]. A transicdo G./M é regulada com uma
sequéncia de ativagdo e desativacdo de proteinas da familia CDC (tirosina
quinases e fosfatases) e de complexos de ciclinas [120]. Assim, Ciclina B1
participa do complexo CDC2/p34 para inducdo da passagem da fase G2 para

M [121]. Além disso, observamos um aumento da fosforilagdo de Stathmin 1
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em Serina 38 (um sitio inibitério), o que resulta na maior estabilizacdo dos
microtUbulos e na parada do ciclo celular na fase Go/M [122].

Para determinarmos se os efeitos citotoxicos de BKM120 observados
nas nossas linhagens celulares estao relacionados diretamente com a inibicao
da PI3K, nos investigamos o perfil de fosforilagcao da AKT, a principal molécula
efetora na cascata de sinalizacdo da via PI3K, bem como alguns de seus alvos
downstream. O tratamento com BKM120 resultou na diminuicao da fosforilacdo
em Ser473 da AKT, bem como na diminuicdo da ativacdo de mTOR e seus
alvos downstream 4EBP1 e P70S6K, os dois mais bem caracterizados
substratos de mTORC1 [123]. mTOR é um dos mais importantes componentes
da via PIBK/AKT relacionados com carcinogénese [124-127]. A fosforilacao de
4EBP1 é um passo importante para sintese de proteinas oncogénicas [128,
129]. Portanto, drogas que inibem 4EBP1 s&o consideradas mais efetivas na
terapia anti-tumoral do que moléculas como a rapamicina e seus analogos, que
nao possuem esse efeito [129]. Essa limitacdo do uso da rapamicina e seus
analogos resulta na hiperativacdo da AKT devido a uma alca de resposta entre
mTORC, PIBK e AKT [130]. A fosforilagdo de P70S6K por mTORC1 também
resulta na ativagdo de eventos relacionados a biossintese de proteinas e
lipideos [123]. Ou seja, o tratamento com NVP-BKM120 resulta numa inibi¢cao
global de sintese proteica e, portanto, em uma diminuicdo da expressao de
proteinas oncogénicas. Por outro lado, nas células Daudi, observamos que o
tratamento com NVP-BKM120 resultou num aumento dose-dependente da
fosforilacdo no sitio Thr421/Ser424 de P70S6K, o que sugere a participacao de
outra via upstream na manutencdo da fosforilacdo deste sitio. Ja foi

demonstrado em linhagens de mieloma mudltiplo, que o tratamento com IL6
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resulta na ativacdo de varias vias de sinalizacdo, sendo que a fosforilacdo do
sitio Thr421/Ser424 de P70S6K foi independente da ativacdo de AKT,
enquanto que fosforilacdo de 4EBP1 foi totalmente dependente de AKT [131].
Esse perfil de ativagédo de 4EBP1 e de P70S6K foi muito similar os nossos
resultados na linhagem Daudi. Em nossos resultados, a fosforilagdo no sitio
Thr421/Ser424 de P70S6K nao foi capaz de alterar os efeitos da droga na
parada do ciclo celular na fase Gy/M, mas talvez possa estar envolvida na
resisténcia da célula aos efeitos citorredutores de NVP-BKM120. E importante
ressaltar que alguns tipos celulares sao resistentes ao efeito citotdéxico da
rapamicina, por razdes ainda ndo elucidadas [132].

Outro alvo insensivel a rapamicina e seus analogos é mTORC2, de
particular relevancia no cancer por ser o responsavel pela fosforilagdo de AKT
em Ser473 [123]. Como mencionado acima, o tratamento com NVP-BKM120
resultou na inibicdo da fosforilacdo de AKT em Ser473. Embora 0os nossos
resultados de citotoxicidade estejam consistentes com a regulacado negativa da
via de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR, ndo podermos excluir que as
concentracdes da droga usadas em nossos estudos in vitro possam também
levar a um efeito fora do alvo (off target), como, por exemplo, a inibicdo da
dindmica de microtubulos[112]. Nds observamos que a autofagia é ativada em
reposta ao tratamento com NVP-BKM120 através da formagdo de AVOs em
todas as linhagens testadas. Esses resultados sdo importantes, pois estudos
recentes apontam que a tumorigénese estimulada pela ativacao constitutiva da
via PISK/AKT/mTOR esta relacionada a inibicdo da autofagia, mas nao da
apoptose [68]. Entretanto, em um estudo com BKM120 e linhagens celulares

de linfoma difuso de grandes células B, o tratamento com NVP-BKM120, junto
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com inibidor de autofagia, resultou na diminuicdo da proliferacdo e no aumento
de morte celular. Neste modelo, é claro que a autofagia serve como um
mecanismo protetor da citotoxicidade induzida pela droga [98].

Uma série de evidéncias baseadas em estudos experimentais sugerem
que a ativagdo da via PI3K/AKT/mTOR é um fator critico no processo de
oncogénese [33, 72]. Atualmente, esta via € considerada um potencial alvo
terapéutico para a maioria das neoplasias hematolégicas: neoplasias
mieloproliferativas [133], leucemias mieloides [134, 135], leucemias linfoides e
linfomas, incluindo as LLA-T e LB [30]. A despeito dos avanc¢os nos protocolos
quimioterapicos para as LLA, as taxas de recidiva e a morbimortalidade ainda
sao elevadas, sobretudo em adultos. [136, 137]. Ainda, o uso de quimioterapias
intensivas limita seu uso em pacientes idosos e com comorbidades
significativas, como ocorre no LB [138]. Dessa forma, o estudo de novas
drogas antileucémicas alvo-especificas contribui para o desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes e mais bem tolerados. Nossos resultados pré-
clinicos sugerem novas evidéncias sobre a eficacia de NVP-BKM120 na LLA-T

e LB.
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CONCLUSAO

O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as
seguintes conclusoes:

1. As linhagens de LLA-T e LB tratadas com NVP-BKM120 demonstraram
uma diminuig&o da viabilidade celular de maneira dose-dependente e a
ICs0 foi de 4,3uM para as células Jurkat, 9,1uM para MOLT-4, 7,1uM
para Daudi e 8,6uM para NAMALWA.

2. O tratamento com NVP-BKM120 na concentracdo de 10uM resultou na
inibicao total da formacao de colénia em todas as linhagens testadas.

3. NVP-BKM120 resultou na inducdo da apoptose das células Jurkat,
MOLT-4 e NAMALWA, determinada pelo aumento da porcentagem de
células anexina-V+/Pl- e através do aumento da porcentagem da
ativacao das caspases 3, 8 e 9. Nas células Daudi, a droga ndo induziu
um efeito citorredutor, apenas citostatico.

4. O tratamento com a droga resultou em uma parada na fase Go/M do
ciclo celular, diminuicdo da Ciclina B1 e aumento da fosforilagdo da
proteina Stathmin 1 de maneira dose e tempo-dependente em todas as
linhagens estudadas.

5. O tratamento com NVP-BKM120 resultou na diminuicao da fosforilagao
de AKT, mTOR e seus alvos downstream P70S6K e 4EBP1 nas células
Jurkat, MOLT-4 e NAMALWA. Nas células Daudi os efeitos foram
similares, exceto o aumento da fosforilagdo no sitio Thr421/Ser424,

dose-dependente, apds o tratamento com a droga.
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6. O tratamento com NVP-BKM120 resultou na inibicdo da fosforilagdo de
BAD e aumento da relagcdo BAX:BCL2, apenas nas linhagens Jurkat,
MOLT-4 e NAMALWA.

7. O tratamento com a droga resultou no aumento de AVOs, uma

caracteristica do processo autofagico, em todas as linhagens testadas.

Esses resultados deram origem a um manuscrito que esta em fase final de

submissao.
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