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Desregulacao da apoptose em neoplasias

mieloproliferativas cronicas
Apoptosis deregulation in myeloproliferative neoplasms
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RESUMO

As neoplasias mieloproliferativas cronicas cromossomo Filadélfia
negativas sdo doencas hematoldgicas clonais que se caracterizam
pela independéncia ou pela hipersensibilidade dos progenitores
hematopoiéticos as citocinas. Os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na fisiopatologia das neoplasias mieloproliferativas cronicas
ainda ndo estao totalmente esclarecidos. Achados fisiopatoldgicos
relevantes para as neoplasias mieloproliferativas cronicas estao
associados as alteracbes genéticas como, por exemplo, a mutagao
somatica no gene que codifica 0 JAK2 (JAK2V617F). A desregulacao
do processo de morte celular programada, denominada apoptose,
parece participar da patogénese dessas desordens. Sabe-se que a
desregulacéo da expressao dos genes pré- e antiapoptdticos promove
a resisténcia das células a apoptose, culminando com o acimulo das
células mieloides e estabelecendo a neoplasia. Esta revisao enfocou as
alteragdes na regulagao da apoptose em neoplasias mieloproliferativas
cronicas e a importancia da melhor compreensdo desse mecanismo
para o desenvolvimento de novas terapias para essas doencas.

Descritores: Doencas mieloproliferativas-mielodisplasicas; Apoptose/
fisiopatologia; Proteinas proto-oncogeénicas c-bcl-2; Receptores de morte
celular

ABSTRACT

Philadelphia-chromosome negative chronic myeloproliferative neoplasms
are clonal hematologic diseases characterized by hematopoietic
progenitor independence from or hypersensitivity to cytokines. The
cellular and molecular mechanisms involved in the pathophysiology
of myeloproliferative neoplasms have not yet been fully clarified.
Pathophysiologic findings relevant for myeloproliferative neoplasms
are associated with genetic alterations, such as, somatic mutation
in the gene that codifies JAK-2 (JAK V617F). Deregulation of the
process of programmed cellular death, called apoptosis, seems to
participate in the pathogenesis of these disorders. It is known that
expression deregulation of pro- and anti-apoptotic genes promotes
cell resistance to apoptosis, culminating with the accumulation of
myeloid cells and establishing neoplasms. This review will focus on

the alterations in apoptosis regulation in myeloproliferative neoplasms,
and the importance of a better understanding of this mechanism for the
development of new therapies for these diseases.

Keywords: Myelodysplastic-myeloproliferative diseases; Apoptosis/
physiopathology; Proto-oncogene proteins c-bcl-2; Receptors, death domain

INTRODUCAO

A apoptose € um tipo de morte celular programada, gene-
ticamente regulada, que é desencadeada quando a célula
se expoe a determinados estimulos fisioldgicos, patogé-
nicos ou citotoxicos. As células em apoptose apresen-
tam caracteristicas morfoldgicas tipicas, como reducao
do volume celular, pregas na membrana citoplasmatica,
condensagdo e fragmentacao do DNA e manutencao
da integridade das organelas, ocorrendo a formacao de
corpos apoptoticos e, posteriormente, fagocitose por ma-
crofagosV). Esse processo € altamente regulado por vias
de sinalizacdo celular e proteinas pré- e antiapoptdticas,
que controlam as etapas nele envolvidas.

Na literatura, varios estudos mostram que a desre-
gulagao da apoptose esta envolvida na fisiopatologia de
numerosas entidades nosoldgicas, como doencas dege-
nerativas, autoimunes e neoplasias®?. A alteragao da
molécula antiapoptética BCL-2 foi associada ao prog-
nostico e a resposta a terapia para leucemia linfocitica
cronica, linfoma nao Hodgkin e leucemia mieloide agu-
da®>. As células de pacientes com leucemia mieloide
cronica (LMC) apresentam resisténcia a apoptose e al-
teracdo da expressao de genes da familia BCL-2, como
MCL-1 e BCL-W, dentre outros®.

Esta revisao abordou os mecanismos da apoptose e
compilou os dados da literatura que tratam da desregu-
lacao do processo de morte celular programada nas neo-
plasias mieloproliferativas cronicas (NMPC) cromos-
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somo Filadélfia (Ph) negativas, policitemia vera (PV),
trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose (MF) pri-
maria. O objetivo também abrangeu discutir a impor-
tancia da melhor compreensao desse mecanismo para
o desenvolvimento de novas terapias para tais doencas.

Neoplasias mieloproliferativas cronicas cromossomo
Filadélfia negativas

Segundo a Organizacao Mundial da Saide (OMS), a PV,
a TE e a MF devem ser classificadas como NMPC cro-
mossomo Ph negativas (Ph-)?. Essas neoplasias resultam
da expansao clonal da célula-tronco hematopoiética al-
terada e caracterizam-se pela independéncia ou pela
hipersensibilidade dos progenitores hematopoiéticos
a citocinas, hipercelularidade da medula 6ssea® e pela
possivel presenca de mutagdes adquiridas nos genes
JAK2, TET2, CBL, AXSL1 e MPL®. A suspeita diag-
noéstica pode surgir apds o aparecimento de sintomas
iniciais, como aumento da massa eritrocitica, leucocito-
se, trombocitose ou graus variados de citopenias. A pro-
gressao das NMPC caracteriza-se pelo aparecimento de
esplenomegalia, fibrose medular e/ou transformagao em
sindrome mielodisplasica ou leucemia aguda®1.

Dentre as alteracoes moleculares envolvidas na fisio-
patologia das NMPC, a descricdo da mutagido no gene
da tirosina quinase JAK2, em 2005, teve grande impacto.
A mutagio que ocorre na JAK2 € pontual e consiste na
substituicdo da base nucleotidica G por T, na posicao
1.849 do gene, o que conduz a troca de valina pela feni-
lalanina no dominio pseudoquinase JH2 da sequéncia
polipeptidica da JAK?2. Essa tirosina quinase € respon-
savel por alteragOes na sinalizacdo da via JAK-STAT,
que transduz o sinal de receptores de citocinas e fatores
de crescimento imprescindiveis para o desenvolvimento
das células da linhagem mieloide como, por exemplo, o
fator estimulante de coldnia (CSF) e a trombopoetina
(TPO), entre outros. Com a alteragao, a tirosina torna-se
constitutivamente ativada, aumenta a sinalizacao da via
JAK/STAT, ativa vias sinalizadoras PI3K, RAS e STAT?S,
e causa hiperresponsividade a sinalizagao de citocinas, au-
mento da proliferagao celular e resisténcia a apoptose'12.

Na tentativa de elucidar como uma mutacao conduz
as trés doencas, PV, TE e MF, varias hipoteses foram
postuladas, tais como: a presenca de mutagoes adicio-
nais; a ocorréncia da mutacao em diferentes estagios de
diferenciacao, e as diferencas na porcentagem de alelos
mutados e na genética dos pacientes!®. Outras muta-
¢oes, inclusive em outro éxon da JAK2, tém sido relata-
das em pacientes JAK2V617F negativos. As mutagoes
no éxon 12 da JAK2 também afetam aminoécidos loca-
lizados no dominio pseudoquinase, sugerindo um me-
canismo de agao semelhante ao da JAK2V617F®).
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Alteragdes na regulacdo do processo de apoptose
parecem contribuir ao mieloacimulo e a mieloprolife-
ragdo nas NMPCU#+10),

Apoptose e neoplasias mieloproliferativas cronicas
Ph negativas

Existem duas principais vias de sinalizagdo responsaveis
pela ativacdo da apoptose: a intrinseca e a extrinseca.
A via intrinseca ou mitocondrial pode ser iniciada por
diversos estimulos apoptogénicos, como quimioterapi-
cos, que causam danos ao DNA, ruptura de microtibu-
los, e deficiéncia ou auséncia de fatores de crescimento
celulares. Esses estimulos desencadeiam a liberagio de
fatores apoptogénicos do espago interno da mitocon-
dria, como citocromo c, second mitochondria-derived
activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis protein-
binding protein with low PI (Smac/DIABLO), Omi/Htr-2,
apoptosis-inducing factor (AIF) e endonuclease G. O ci-
tocromo c liberado liga-se ao apoptosis protease-activator
factor 1 (Apaf-1) e a procaspase-9, formando o comple-
xo0 denominado apoptossomo. A caspase-9 € ativada,
promovendo a ativacao da caspase-3 e da cascata proteo-
litica. Os fatores Smac/DIABLO neutralizam o efeito das
proteinas inibidoras de apoptose (IAPs), como c-IAPs e
survivina, e amplificam o sinal apoptdtico. Acredita-se
que AIF e endonuclease G contribuam para modifica-
¢oes nucleares como condensacio da cromatina®’-'®),

A via extrinseca € ativada por receptores de morte
da familia do fator de necrose tumoral (TNF); dentre
eles estao: TNFR1 e TNFR2 (receptores TNF), CD95
(Apo-1/Fas) e TRAIL R1/DR4 e TRAIL R2/DR5 (recep-
tores de TNF related apoptosis-inducible ligand). Quando
estes sao estimulados por seus agonistas (FasL e TRAIL,
por exemplo), eles conduzem a trimerizagao do receptor
e ao recrutamento de proteinas adaptadoras (interacdo
homotipica) com o dominio de morte (DD, sigla do in-
glés death domain) e o dominio efetor de morte (DED,
do inglés death-effector domain). Essa ligacao recruta
as caspases iniciadoras, como a caspase-8, € promove
a formacdo da estrutura multimolecular denominada
death-inducing signalling complex (DISC). A oligomeri-
zagao da caspase-8 durante a formagao do DISC induz a
sua ativacgao por autoclivagem e, em seguida, a ativagao
de caspases executoras, como a caspase-3, 6 ¢ 7. O pro-
tétipo de ativacdo da via extrinseca da apoptose pode
ser representado pelo estimulo da via FAS-FasL(719),
Outro conjunto de ligantes e receptores importantes
para a ativagdo da apoptose por receptores de morte
sao os ja mencionados TRAIL, membro da superfami-
lia do TNE e seus receptores DR4 e DRS5. As caspases
executoras atuam em diversos substratos no citoplasma
e no nucleo, resultando na morte da célula por apop-
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tose. A via extrinseca € regulada principalmente pelas
moléculas caspase-8-like (FLICE)-inhibitory proteins
(C-FLIP), que possui um dominio muito semelhante ao
da caspase-8, porém sem atividade catalitica e pela mo-
1écula FAS apoptosis inhibitory molecule (FAIM), que
antagoniza a ligagdo de FAS ao seu receptor e interfere
na expressao de C-FLIP™). A ativagao da via intrinseca
¢ controlada principalmente pelas proteinas da familia
BCL-2, cujos membros sdo as proteinas antiapoptdticas
(BCL-2, BCL-X,, BCL-W, MCL-1 e Al) e pré-apop-
téticas (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bok, Bik, BME Boo,
BCL-X,, PUMA e NOXA)(#19),

Além das moléculas reguladoras da apoptose per-
tencentes a via de receptor de morte e dos membros da
familia BCL-2, destacam-se as IAP, que inibem as cas-
pases executoras. Essa familia de proteinas ¢ composta
por numerosos membros; dentre eles, os mais estuda-
dos sao XIAP, CIAP-1, CIAP-2 e survivina. Podem-se
destacar, como funcoes dos IAPs, a inibicio das caspases
efetoras 3 e 7, e a ativagdo da caspase 9.

Em 1998, Fernandez-Luna et al. escreveram uma
revisdo da literatura e incluiram dados do proéprio la-
boratdrio sobre a patogénese da PV, concluindo que, na
PV, outros fatores, além da eritropoetina (Epo), teriam
papel importante na producdo de células eritroides,
entre eles o IGF-1, o qual, além de outros efeitos, po-

Citocina
o) Receptor de morte
(DR4, DRS5, TRAIL)
Receptor
de citocina

deria interferir na apoptose, aumentando a expressao
de BCL-X,, elevada em PV, e causando o acamulo de
células na auséncia de Epo®. Em 2006, Zeuner et al.
analisaram a diferenciacio de células eritroides em cul-
tura celular e observaram que células de pacientes com
PV JAK2V617F positivos deram origem a um maior
numero de células na presenca de inibidores da via ex-
trinseca da apoptose, apresentaram menor ativacao de
caspase induzida por estimulo dessa mesma via e, ain-
da, que esses pacientes apresentaram maior expressao
do antiapopt6tico c-FLIPshort®V.

Em 2004, Zhang et al. avaliaram a expressao de
BCL-X, durante a diferenciagdo megacariocitica em
pacientes com TE e constataram que a expressao dessa
proteina estava diminuida precocemente em culturas
de megacariocitos in vitro, na presenca de TPO. Esse
dado sugeria que a desregulagcdo dessa expressao po-
deria explicar, a0 menos em parte, a superproducio e a
diferenciacao de plaquetas, ja que BCL-X, € essencial
para a megacariocitopoese®. Florena et al. mostraram,
em bidpsias de pacientes com TE e ME o aumento de
marcacao de BCL-X, em TE ¢, em ME a elevagio da mar-
cagao para Bax, Bad e caspase-3, nos megacariocitos®.

Gasparotto et al. detectaram, em células CD34* e
leucdcitos de pacientes com PV, alteracdo da expres-
sdo de genes antiapoptdticos BCL-2, CIAP-2, CIAP-1,

« Deplecao de fatores
de crescimento
+ Radiacédo ultravioleta
« Quimioterapia

Familia BCL-2
Antiapoptoticos
(BCL-2, A1, BCL-X, BCL-W, MCL-1)

Mutagao
JAK2VE17F 1 + Danos no DNA
Caspase iniciadora 9
l | P | < Familia BCL-2
| Pré-apoptéticos
STATS (BAX, BID, BAD, BIM,
NOXA, BIK, BAK, BOK,
BMF, BOO, BCL-X,)
Caspases efetoras
3,6e7 (caspase 3)
Nucleo

Figura 1. Representacao das vias extrinseca e intrinseca da apoptose celular e da via JAK/STAT em células de pacientes com neoplasias mieloproliferativas (policitemia vera,
trombocitemia essencial e mielofibrose primaria). As moléculas que regulam a apoptose, cuja expressao estd alterada nessas neoplasias, estao destacadas em vermelho.

llustragéo: Natélia de Souza Nunes
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C-FLIP e Al, e pro-apoptoticos NOXA, FAS e BAX,
que controlam a apoptose'¥. Tognon et al. relataram a
desregulacido da expressdo de moléculas da via extrin-
seca, como FAS, FASL, FAIM, C-FLIP, e os receptores
de TRAIL-DR4 e DR5 em PV, TE e MFU9 ¢ da via in-
trinseca, como o aumento da expressao dos genes antia-
poptoticos A1, BCL-2, BCL-X; ¢ BCL-W e diminuigao
da expressao dos genes BID e BIM , , em leucdcitos, em
TE ¢ MF®), Além disso, foi descrita a resisténcia das
células de pacientes a apoptose em ensaios funcionais
com indutores apoptogénicos classicos'®, além da asso-
ciacdo da porcentagem de alelos mutados JAK2V617F
com a expressdo dos genes pro-apoptoticos BAX, BIK
e BAD, assim como a correlagao entre a expressao dos
genes A1, BAX e BIK e o gene PRV, receptor de su-
perficie celular envolvido nos processos de proliferacao
celular®. As alteracoes de expressao de moléculas en-
volvidas na regulagao da apoptose em NMPC, ja descri-
tas na literatura, estao compiladas na figura 1.

Todos esses estudos aqui descritos, que mostram
alteracdo na expressao de moléculas que participam
da regulacdo das vias intrinseca e extrinseca da apop-
tose, assim como os achados de estudos funcionais,
que mostraram resisténcia a apoptose, indicam que a
desregulacao da apoptose nas NMPC € um mecanismo
envolvido na fisiopatologia dessas doencas. Os achados
de associacao das alteracdes com a presenca da muta-
cao JAK2V617F nos pacientes permitem inferir que a
elevada atividade da tirosina quinase interfere na ex-
pressao de varios genes relacionados a proliferagao e a
morte celular. A relacdo da expressao de moléculas da
apoptose com a JAK2 ou STATS tem sido mostrada na
literatura ha um bom tempo. Em modelos de NMPC,
Gozgit et al. mostraram o efeito de inibidores da JAK2
na expressao de BCL-X, e BAD®", e Rubert et al. de-
monstraram a inter-relacao entre a atividade da JAK2
com a expressao de BIM, MCL-1 e BCL-X,®.

O entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos
faz-se necessario para que se desenvolvam terapias com
alvos especificos. A identificacio das principais molécu-
las alteradas nas NMPC permite o desenvolvimento de
farmacos mais direcionados na fisiopatologia da doenca,
com alta eficdcia e menores efeitos adversos, o que con-
tribui para a adesao do paciente as terapias.

Tratamento das neoplasias mieloproliferativas cronicas
Atualmente, os pacientes com NMPC sao tratados com
citorredutores (hidroxicarbamida), imunomoduladores (por
exemplo: interferon alfa — IFN-o.—oral e talidomida), agen-
tes bloqueadores de citocinas (antagonista de interleucina
—IL -5 ¢ 6) e inibidores de tirosina quinase JAK2®9,
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Desde a descricao da mutacao JAK2V617E em 2005,
comecgou-se a busca por um farmaco que tivesse como
alvo essa tirosina quinase e que pudesse ser utilizado no
tratamento de pacientes com NMPC. Em 2011, existiam
alguns inibidores da JAK quinase que estavam em fase
avancada de estudo clinico, como o INCB018424 (ruxo-
litinib), 0 TG101348, 0 SB1518 e o CEP-701 (lestaurtini-
be)?). Estudos com essas drogas mostraram que todas
reduzem a esplenomegalia e os sintomas constitucionais,
sem alterar as caracteristicas moleculares ou histologi-
cas presentes nas NMPC®). Em novembro de 2011, o
INCB018424 (Incyte/NOVARTIS), foi aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
de pacientes com MF de risco intermediério e alto (nome
comercial: Jakafi®, Incyte Corp.) apds dois estudos de
fase III que mostraram a redugao da esplenomegalia e a
melhora dos sintomas. Esses estudos também mostraram
que tanto pacientes positivos quanto negativos responde-
ram ao tratamento com esse inibidor. Evidéncias recen-
tes mostraram que o tratamento poderia mudar o curso
da doenga, mas os estudos nao mostram grandes mudan-
cas no grau de fibrose e na reducao da carga alélica para
pacientes com JAK2V617F@2),

Um aspecto relevante no desenvolvimento de novas
terapias para neoplasias seria a possibilidade de dese-
nhar novas drogas que tenham como alvos moléculas
fundamentais para regulacdo de vias de sinalizagao ce-
lular envolvidas em proliferacao e morte celular, como a
via da apoptose. A inibicdo de moléculas antiapoptoticas
da familia BCL-2, com moléculas que mimetizam o do-
minio BH3-only (ABT-737 ¢ AT-101, dentre outras); com
oligonucleotideos antisense ou RNA de interferéncia,
sao abordagens investigadas no tratamento de neopla-
sias®). Essa estratégia objetiva a sensibilizacdo das célu-
las & apoptose e parece promissora para as NMPC, visto
que alteracOes na expressao de moléculas reguladoras da
apoptose tém sido descritas nessas desordens. Moléculas
antagonistas de IAPs e oligonucleotideos antisense para
IAPs sdo investigados como terapia para neoplasias, por
exemplo, de pulmao, com drogas em fase de testes pré-
clinicos e clinicos®.

Vislumbra-se, no futuro, a possibilidade da utiliza-
¢ao das moléculas envolvidas na apoptose como marca-
dores de progndstico e diagnostico para essas doengas.
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