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Introdugao

Com os avangos terapéuticos que incluem o mesilato de imatinibe, o transplante de
medula dssea e a infusdo de linfocito do doador; a perspectiva de vida dos portadores
de leucemia mieldide cronica (LMC) tem aumentado significativamente e a doenga pode
ndo ser fatal. No entanto, os mecanismos biologicos que privilegiam a selegdo das
células hematopoéticas malignas sobre as células normais na LMC, responsaveis pelo
insucesso terapéutico em muitos casos, ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Alte-
ragdes no processo de apoptose celular e escape das células leucémicas a resposta
imune antitumoral poderiam explicar, em parte, a vantagem seletiva dessas células. O
processo de apoptose celular pode ser desencadeado pelas vias intrinseca ou extrinseca.
A extrinseca é dependente da interagdo de receptores de morte celular, como a liga¢do
do receptor Fas com seu receptor, o Fas ligante (FasL). A expressdo diminuida de Fas
e aumentada de FasL na célula leucémica podem aumentar sua sobrevida tornando-a
resistente a apoptose. Esse artigo descreve a relagdo entre LMC e o sistema Fas/FasL,
sua possivel importancia no prognostico e escape das células leucémicas a resposta
imune. Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;27(2):120-125.

Palavras-chave: Leucemia mieloide cronica; sistema Fas/FasL; apoptose.

genética, embora sugestivos, ndo parecem exercer muita in-
fluéncia no aparecimento da doenga.**

A leucemia mieloide cronica (LMC) foi descrita como
forma independente de leucemia ha 150 anos, em pacientes
que morreram em conseqiiéncia de intensa leucocitose ¢
hepato-esplenomegalia.! E uma doenga mieloproliferativa
clonal das células pluripotentes da medula dssea e constitui
14% de todas as leucemias, com uma incidéncia anual de 1,6
casos por 100 mil individuos. E mais freqiiente em adultos
entre 40 e 60 anos de idade ¢ afeta ambos 0s sexos, mas com
predominancia no sexo masculino.>?

A radiacdo ionizante em altas doses ¢é o fator de risco
mais associado ao surgimento da LMC, enquanto a partici-
pacdo de agentes quimicos, bioldgicos e a predisposi¢ao

A progressao clinicada LMC pode ser dividida em trés
fases: cronica, acelerada e blastica. No inicio da fase cronica,
que pode durar varios anos, a doenga aparentemente ¢ "be-
nigna". Alguns pacientes sdo assintomaticos, mas outros
apresentam fadiga, fraqueza, dores de cabeca, irritabilidade,
febre, suor noturno e perda de peso. O diagnostico ¢ realiza-
do pelos achados clinicos, citogenéticos ¢ hematologicos
do sangue periférico e medula 6ssea.®’

A fase acelerada surge ap6s um periodo variavel do
diagndstico, de poucos meses a varios anos, € caracteriza-se
pelo aumento de blastos na medula 6ssea e no sangue peri-
férico, leucocitose e basofilia no sangue periférico, anemia e

:Mextranda do Curso de Pos-Graduacdao em Ciéncias da Saude da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto — Famerp.
Profa. Dra. do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicologicas e Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo — USP

Profa. Dra. do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicologicas e Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo — USP

4Pr0fa. Adjunta do Departamento de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de

Sao José do Rio Preto — Famerp.

Correspondéncia para: Agnes Cristina Fett-Conte

Servico de Genética — Hospital de Base (Famerp/Funfarme)
Av Brigadeiro Faria Lima, 5544

15090-000 — Sdo José do Rio Preto-SP

E-mail: genetica@famerp.br




Bergantini APF et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2005,27(2):120-125

trombocitopenia. Clinicamente, o paciente torna-se refratario
ao tratamento empregado na fase cronica e pode apresentar
progressao da hepato-esplenomegalia.

Posteriormente, a doenga evolui para a fase blastica,
definida hematologicamente pelo aumento de blastos
leucémicos (linfoides ou mieldides) no sangue periférico e/
ou medula dssea (mais de 20%). Nesse estagio da doenga,
muitos pacientes evoluem para o 6bito entre trés e seis me-
ses. A progressdo para a fase acelerada e blastica parece
estar associada, principalmente, a instabilidade gendmica, o
que predispde ao aparecimento de outras anormalidades
moleculares.®’

O tratamento da LMC pode ser realizado com hidro-
xiuréia, interferon-0 (IFN-a ), mesilato de imatinibe (Glivec®),
transplante alogénico de medula 6ssea (TMO) e infusdo de
linfocito do doador (donor lymphocyte infusion - DLI) pos-
recaida de TMO. A tinica modalidade terapéutica considera-
da curativa ¢ o TMO, cujo sucesso depende de multiplos
fatores que incluem a idade, a fase da doenga e a histocom-
patibilidade entre o doador ¢ o receptor.”*?

Genética da LMC

A LMC esta associada a uma alteragdo citogenética
especifica conhecida como cromossomo "Philadelphia”
(Ph).'*!" Embora observado em outras leucemias e até mes-
mo em condi¢des neoplasicas ndo hematopoéticas, ele ¢ re-
conhecido como marcador citogenético da LMC e sua
detecgdo tem implicagdes no diagnostico, prognostico e na
terapéutica da doencga.'"'> O cromossomo Ph resulta de uma
translocagdo reciproca entre os bragos longos dos cro-
mossomos 9 e 22.13 Esta translocacdo 1(9;22)(q34;q11) justa-
pde o oncogene abl (Abelson Leukemia Virus), mapeado no
cromossomo 9, ao gene bcr (Breakpoint Cluster Region),
mapeado no 22. Em condi¢des normais, o gene bcr codifica
uma proteina com fung¢do relacionada a regulagdo do ciclo
celular, enquanto o gene abl codifica uma proteina tirosina-
quinase.'*"* A proteina quimérica resultante da fusdo ber-
abl apresenta uma atividade tirosina-quinase elevada, res-
ponsavel pela patogénese da doenca."

O neogene bcr-abl € o responsavel pelo processo mo-
lecular que determina a transformacao da célula progenitora
hematopoética normal em maligna. A célula leucémica bcr-
abl apresenta uma mieloproliferagao continua resultante, pro-
vavelmente, de trés mecanismos principais: alteragdo da ade-
sdo das células progenitoras as células estromais e a matriz
extracelular,'® manutenc¢do de um sinal mitogénico constan-
te'” e resisténcia a apoptose celular.'® A tirosina-quinase Ber-
abl confere a célula leucémica uma alta resisténcia a morte
celular independentemente do agente indutor deste proces-
s0."? Contudo, estes mecanismos de resisténcia, que favore-
cem o crescimento e a vantagem proliferativa das células
com o cromossomo Ph em relagdo as células normais, ndo
foram totalmente elucidados.

Sistema Fas-FasL e o Processo de Morte Celular
Programada

A apoptose, processo fisiologico de morte celular pro-
gramada, desempenha um papel relevante na homeostase
de diferentes tecidos, inclusive, do sistema hematopoético.
Esse processo ¢ caracterizado por diversas alteragdes
morfologicas e bioquimicas das células e é de crucial impor-
tancia para o desenvolvimento embrionario, maturagao do
sistema imune, defesa contra infecg¢des virais e eliminacgio
de tumores.?*2"*2 Pode ser deflagrado por estimulos exter-
nos por meio da ativagao de receptores especificos presen-
tes na superficie celular (via extrinseca ou via receptor de
morte celular), chamados receptores da morte, ou pelo
estresse intracelular (via intrinseca ou mitocondrial).”® Es-
sas vias culminam com a ativag@o de proteases conhecidas
como caspases executoras.”* O processo ¢ regulado por
inumeros fatores inibidores e ativadores. Entre os inibidores
estdo algumas proteinas da familia Bel-2 (bel-2, bel-x, , mcl-
1, al e bel-w) e da familia IAP (inhibitor of apoptosis
protein). Entre os ativadores estdo o Fas, o DR4, o DRS,
interferon-gama e outras proteinas membros da familia Bcl-
2 (bad, bak, bax, harakiri e boK).? O sistema Fas-FasL ¢
constituido pelo receptor Fas (APO-1 ou CD95) e seu
ligante, FasL, membros da familia do fator de necrose
tumoral (TNF).2-27-28

Enquanto Fas ¢ expresso na maioria das células do or-
ganismo, seu ligante FasL ¢ observado nas membranas
das células citotoxicas da resposta imune, hepatocitos, em
linfocitos T ativados e em células oculares. A apoptose via
Fas-FasL ¢ desencadeada pela interag@o entre Fas e FasL.
Quando ela ocorre, os receptores formam agregados que, na
forma de trimeros, ligam-se a proteina adaptadora FADD (Fas-
associated death domain) presente no citoplasma. Ocorre,
entdo, a ligagdo dessas moléculas a pro-caspase-8, resultan-
do na formagao de um complexo denominado DISC (Death
Inducing Signalling Complex), que culmina na auto-clivagem
e ativagdo da caspase-8. A caspase-8 pode, assim, direta-
mente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3 efetora, o
que resulta na apoptose celular.”2%% O recrutamento e ativa-
¢do da pro-caspase-8 sdo regulados por proteinas anti-
apoptoticas, como o v-FLIP (FADD-like ICE inhibitory
proteins) and c-FLIP. Essas proteinas competem com a
caspase-8 pelo sitio de ligagdo do complexo Fas-FADD e
inibem a apoptose celular.’!

Por outro lado, na presenga de sinais de estresse intra-
celular, como exposi¢do a radiagdo ultravioleta, quimio-
terapicos, infecg¢des, alteragdes metabolicas e redugdo de
fatores de crescimento, ocorre a migragao de proteinas pro-
apoptoticas (bax e bid) do citoplasma para a mitocondria,
alterando sua permeabilidade e permitindo a liberagdo de
outras proteinas pré-apoptéticas, como o citocromo C, o fa-
tor indutor de apoptose (AIF), DNAses e pro-caspases 2 € 9.
O citocromo C se liga a uma proteina adaptadora (apaf-1),
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ativando as caspases e culminando na apoptose pela via
mitocondrial, que também € regulada por proteinas da familia
Bcl-2 24. As vias de morte e mitocondrial estdao apresentadas
na Figura 1.

A expressdo aumentada do FasL em células leucémicas
constitui, portanto, um dos mecanismos de escape dos clones
malignos a RI antitumoral ¢ a acdo de drogas quimiotera-
picas 33738

Mais recentemente foi descrita uma

molécula soluvel também relacionada a

apoptose celular, a DcR3, secretada por

diferentes tipos de células tumorais e

capaz de se ligar ao FasL, bloqueando

membrana

[

-+—— Caspase 2

Figura 1. Esquema do processo de ativagdo da apoptose pela via dos receptores de

morte celular (Fas-FasL) e pela via mitocondrial

Fas-FasL e o Processo Neoplasico

A deficiéncia e a exacerbag@o do sistema Fas-FasL ja
foram associados ao aparecimento de tumores, doengas auto-
imunes e destrui¢do tecidual. O descontrole do processo de
apoptose devido a exacerbagao parece estar relacionado com
a etiopatogénese de algumas doengas hematologicas, como
a sindrome mielodisplasica e a anemia aplastica grave.*>* A
deficiéncia ja foi associada com a LMC e com leucemias
linfoides.*

O efeito da reducdo do processo de apoptose celular
em tumores foi descrita inicialmente em células de linfomas
foliculares, as quais apresentavam uma expressao aumenta-
da do oncogene bcl-2. Posteriormente, foram descritas alte-
ragdes na expressao de proteinas pro e antiapoptoticas em
diferentes neoplasias hematologicas.*® Por exemplo, o
antigeno FasL, que fisiologicamente ¢ expresso nas células
efetoras da resposta imune (RI), ja foi observado na superfi-
cie de diferentes tipos de neoplasias, inclusive em leucemias.
Essas células neoplasicas podem se ligar aos linfocitos T ou
células natural killer (NK) ativadas, que expressam o
antigeno Fas, ¢ conduzi-los a apoptose, resultando na
inativacdo da RI antitumoral *%’

sua interagao com Fas. A apoptose, nes-
se caso, também ¢ inibida, e as células
malignas podem escapar da RI mediada
pelas células efetoras que expressam o
FasL.*

Estresse celular

Apaf-1

aspase 34—— Caspase 9 ‘_/l— Bel-2
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Outro fato interessante ¢ que
células leucémicas secretam antigeno
FasL soluvel (sFasL) capaz de promover
a apoptose de células efetoras, impedin-
do que estas atuem na erradica¢do do
clone maligno. Assim, o ligante FasL so-
lavel pode induzir a apoptose das células
efetoras, como citado anteriormente, e
diminuir o pool circulante de células da
resposta imune.?’40-4

A expressdo simultanea do recep-
tor Fas e seu ligante Fas-L em linfocitos
maduros ativados por células neopla-
sicas pode, ainda, representar um meca-
nismo de autolimita¢ao da RI. Nesse con-
texto, o antigeno Fas e a proteina bcl-2
sdo expressos de maneira equilibrada
nos leucécitos normais, porém, parece que, em leucemias,
esta expressdo se altera.#

Alguns autores demonstraram, inclusive, que a expres-
sdo de proteinas anti e pro-apoptodticas constituem mar-
cadores prognosticos, pois a maioria das drogas quimio-
terapicas citotoxicas e imunoterapicas atuam potencializando
a apoptose celular pela via mitocondrial ou pelo aumento da
expressao dos receptores de morte celular. Assim, por exem-
plo, as concentragdes de sFas e sFasL seriam um parametro
util na determinag@o do prognostico da leucemia e da resis-
téncia aos quimioterapicos. 4748

VIA
MITOCONDRIAL

Sistema Fas-FasL e Terapéutica na LMC

Na LMC, as células precursoras hematopoéticas malig-
nas sao mais resistentes a apoptose do que as células nor-
mais, devido a expressdo da proteina tirosina-quinase ber-
abl, que prolonga a sobrevida da célula 50. Esta proteina
exerce sua capacidade antiapoptotica pelo aumento da ex-
pressdo da proteina bel-xL 49 e pela diminuigdo do Fas nas
células malignas precursoras.’!

Estudos quantitativos da expressao de bcl-2 ¢ bad em
células mononucleares de portadores de LMC mostraram que
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essas proteinas estdo expressas em niveis mais altos nesses
pacientes do que em células de individuos normais. Esses
mesmos estudos demonstraram que a detecgido dessas pro-
teinas teria importancia para determinagdo do prognoéstico
do doente com LMC52. A expressdo da proteina bel-2 parece
aumentar com a progressao da doenga, o que reforga a hipo-
tese de que, quando expressa em niveis altos, prolongaria a
sobrevida da célula leucémica, tornando-a resistente a
apoptose. O antigeno Fas, por sua vez, parece estar expresso
em niveis normais ou diminuidos nas células mononucleares
na LMC na fase cronica, o que conferiria maior resisténcia
dessas células a apoptose, bem como as drogas quimio e
imunoterapicas.'”>

Pacientes portadores de LMC, como citado anterior-
mente, podem ser tratados com hidroxiuréia, IFN-a , [FN-a
associado a citarabina, mesilato de imatinibe (Glivec® ), TMO
e DLI na recaida da doenga pos-TMO.

A hidroxiuréia ¢ um agente citostatico paliativo, que
promove o controle da proliferacao celular pela inibi¢ao da
sintese do DNA e que parece nao apresentar efeito sobre a
via extrinseca da apoptose celular mas, como todo quimio-
terapico, ¢ capaz de induzir a apoptose celular por meio do
estresse celular e da ativagdo da via intrinseca (mitocondrial).
JaoIFN-a parece exercer um efeito imunomodulatorio e anti-
proliferativo importante sobre as células mononucleares ¢
precursoras (CD34") dos pacientes portadores de LMC. Pa-
rece restaurar o numero de células da resposta imune circu-
lante, promover a ativagao de células efetoras (T CD8 e NK)
e estimular as células efetoras (T CDS8, T CD4 e NK) a secre-
tarem citocinas de padrdo Thl (IL-2 e IFN-y). Todavia, seu
efeito ndo se restringe apenas a ativagao celular; o IFN-a
potencializa a apoptose das células CD34", por meio da ele-
vacdo do numero de células efetoras circulantes no sangue
periférico que expressam o antigeno FasL (CD56/FasL e T
CD8/FasL") e do aumento da susceptibilidade da célula CD34*
a apoptose (aumento do nimero de células CD34/Fas*).>*%

O IFN-a possui um papel chave no impedimento do
escape do clone maligno a resposta imune, exercendo-o por
meio de dois mecanismos de agdo complementares, a citor-
reducdo (antiproliferativa e potencializagdo da apoptose) e a
capacidade de potencializar a resposta imune, mediada pelas
células T ¢ NK.**> Associado com a citarabina, aumenta
significantemente a resposta citogenética e a sobrevida dos
pacientes. A citarabina também é um agente citostatico capaz
de potencializar a apoptose celular pela via intrinseca, mas
nao ha evidéncias na literatura de que seja capaz de modular
a expressdo dos antigenos Fas ¢ FasL.”’

O mesilato de imatinibe na LMC age como um inibidor
da tirosina quinase ber-abl, que bloqueia diferentes vias de
sinalizagdo celular que estavam ativadas por esta proteina.
Parece modular diferentes proteinas anti e pro-apoptoticas
pertencentes as vias extrinseca ¢ intrinseca da apoptose ce-
lular. Sozinho ou associado a diferentes drogas, como, por
exemplo, o IFN-0 , in vitro parece ser capaz de aumentar a
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expressao do antigeno FasL nas células leucémicas e restau-
rar sua expressao nas células efetoras da resposta imune (T
e NK). O aumento da expressdao de FasL nas células leu-
cémicas parece contribuir para a deflagragdo do mecanismo
autdcrino de ativagdo da via extrinseca da apoptose e con-
duzir a célula a morte. Por outro lado, as células efetoras
citotoxicas passariam a exercer sua fungao normal e contri-
buir para uma resposta imune antileucémica mais efetiva.*®

Outras drogas para o tratamento da LMC tém sido
descritas na literatura e entre elas esté o inibidor da tirosina-
quinase BMS-354825 e os inibidores da farnesil-transferase.
Seus efeitos nas vias de apoptose celular ainda ndo foram
totalmente elucidados, contudo, os dados relatados na lite-
ratura sugerem que os inibidores da farnesil-transferase ndo
sdo capazes de modular a expressdo dos antigenos Fas e
FasL.*

O TMO visa a erradicacdo dos clones malignos dos
pacientes e a restauragdo da sua hematopoese normal por
meio da infusdo de células-tronco da medula 6ssea de um
doador normal. Nesse contexto, ¢ extremamente importante
que ocorra a rea¢ao do enxerto contra a leucemia (grafi-versus-
leukemia effect- GVL), ou seja, uma resposta imune das células
imunocompetentes do doador contra as células leucémicas
do receptor. Parece que a apoptose das células leucémicas
provocada pela citotoxicidade mediada pelas células T e NK
via Fas-FasL ndo é fundamental no GVL, mas sim na doenga
do enxerto contra o hospedeiro (graft-versus-host-disease,
GVHD). Neste caso, o aumento da expressao desses antigenos
exerceria um efeito deletério ao paciente.’*¢!

Outra terapia que visa a ocorréncia do efeito GVL em
pacientes portadores de LMC ¢ a DLI. A DLI ¢é capaz de
induzir a remissdao hematologica e citogenética na maioria
dos pacientes portadores de LMC que recairam pos-TMO.
Parece ndo modular a expressdo dos antigenos Fas e FasL
nas células mononucleares dos pacientes com LMC; entdo,
aremissdo hematoldgica e citogenética desses pacientes pos-
DLI nao deve estar associada ao aumento da expressao dos
antigenos FasL e Fas, mas a potencializagao da resposta imu-
ne antileucémica.?

Conclusao

Uma vez que as células leucémicas podem ser erra-
dicadas pela potencializagao da apoptose celular via inibi¢ao
da ber-abl ou citotoxicidade celular via Fas-FasL, os estudos
desses mecanismos parecem ser de grande importancia para
a terapia e progndstico dos pacientes, inclusive, para a sele-
¢ao daqueles indicados para a imunoterapia.

Os resultados obtidos a partir desses estudos podem
auxiliar na compreensdo dos eventos biologicos relaciona-
dos a etiopatogenia, progressdo e resposta terapéutica. A
elucidagdo desses mecanismos possibilitaria, inclusive, a
modulagdo das drogas e imunoterapias utilizadas no trata-
mento da LMC, tornando-as mais efetivas.




Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;27(2):120-125

Bergantini APF et al

Abstract

With therapeutic advances that include imatinib mesylate, bone
marrow transplantation and donor lymphocyte infusion, life
expectancy of chronic myeloid leukemia carriers has increased
significantly and the disease might not be fatal. However, the
biological mechanisms that favor the selection of malignant clone
cells over normal cells, in most cases responsible for the lack of
therapeutic success, are still unclear: Alterations in cellular apoptosis

process and escape of the leukemic cells from the anti-tumor immune
response can explain, in part, the selective advantages of these cells.

The apoptosis process or programmed cell death can be triggered
by intrinsic or extrinsic pathways. The extrinsic is dependent on the
interaction of cell death receptors, such as the Fas receptor and its
agonist, the Fas ligand (FasL). A diminished expression of Fas and
increased of FasL in leukemic cell may increase its survival, thereby
making it resistant to apoptosis. This paper describes the relation

between chronic myeloid leukemia and the Fas/FasL system and
its possible importance in prognosis and in escape of the leukemic
cells from the immune system. Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;

27(2):120-125.

Key words: Chronic myeloid leukemia; Fas/FasL system; apoptosis.
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