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RESUMO

COMINAL, J.G. Células estromais mesenquimais multipotentes em neoplasias
mieloproliferativas: caracterizagao fenotipica, molecular e funcional. 2019.
167f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose (MF) sao
neoplasias mieloproliferativas (NMP) caracterizadas por proliferagdo exacerbada de
células mieloides maduras e seus precursores na medula éssea e sangue periférico.
A fisiopatologia das NMP esta associada a presengca de mutagdes iniciadoras nos
genes JAK2, CALR e MPL, alterag¢des epigenéticas e do microambiente medular. As
células estromais mesenquimais multipotentes (MSC) sdo essenciais para a
manutengao e desenvolvimento do microambiente medular. As MSC s&o capazes de
secretar numerosas moléculas imunomodulatorias, fatores pro-angiogénicos e de
crescimento. Pelo exposto, o presente trabalho teve como objetivos principais
caracterizar e avaliar funcionalmente as MSC isoladas da medula éssea de pacientes
com PV, TE e MF e determinar no microambiente medular desses pacientes o perfil
de citocinas, quimiocinas e fatores pro-angiogénicos. Os resultados indicaram que as
MSC de NMP sao similares as MSC de individuos saudaveis quanto ao perfil
imunofenotipico e multipotencialidade. Contudo, as MSC de pacientes com NMP se
expandem mais lentamente e sdo de dificil estabelecimento in vitro em comparagao
com as MSC obtidas de medula éssea normais. Na PV, as MSC sao mais resistentes
a morte celular, apresentam niveis aumentados da expressao do gene antiapoptético
BIRC2 e menor potencial imunomodulatério. O microambiente medular dos pacientes
com NMP apresentou perfil oncoinflamatorio, caracterizado pela elevagao dos niveis
de citocinas, quimiocinas inflamatorias e fatores pré-angiogénicos, principalmente nos
pacientes com PV. Em conjunto, os resultados obtidos indicam alteracédo do
microambiente medular nas NMP. Estas alteracdes no nicho medular tém potencial
para interferir no processo de hematopoese, neoangiogénese e na interagao célula-
célula/célula-estroma medular, contribuindo assim para o desenvolvimento de um

microambiente pro-tumoral e na patogénese das NMP.

Palavras-chave: Neoplasias mieloproliferativas; células estromais mesenquimais
multipotentes; oncoinflamacgao; neoangiogénese; apoptose; microambiente medular.






1.1 Neoplasias mieloproliferativas: Classificagao, Diagnéstico e Tratamento

Em 1951, em editorial publicado na revista Blood, o hematologista americano
William Dameshek definiu, pela primeira vez, o conceito das Neoplasias
Mieloproliferativas  (NMP), agrupando diversas desordens hematologicas
caracterizadas pela proliferacdo exacerbada de precursores mieloides na medula
o6ssea (MO), acompanhada da elevagdo de células sanguineas com maturagéo
preservada no sangue periférico (SP) (DAMESHEK, 1951).

Dentre essas doengas, inicialmente agrupadas por Dameshek, estavam a
leucemia mieloide cronica (LMC), policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE)
e mielofibrose primaria (MF). Além destas, segundo a ultima classificagcdo da
Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), de 2016, sado consideradas NMP a leucemia
neutrofilica crbnica, leucemia eosinofilica crénica ndo especificada e a NMP
inclassificavel (ARBER et al., 2016).

As NMP podem ser divididas conforme a presenca do cromossomo
Philadelphia (Ph), alterac&o citogenética resultante da translocagéo t(9;22) (q34;q11),
gque ocasiona o aparecimento do oncogene BCR/ABL 1. Assim sendo, as NMP seriam
divididas em LMC, uma NMP Philadelphia positiva ou BCR/ABL1*, e as demais NMP
Philadelphia negativas ou BCR/ABL1- (RUMI; CAZZOLA, 2017).

O presente estudo tem como foco a fisiopatologia de pacientes com PV, TE e
a MF, conhecidas como NMP Philadelphia negativas classicas, em virtude da
sobreposic¢ao de algumas caracteristicas comuns (RUMI; CAZZOLA, 2017).

A policitemia vera € a mais comum das trés doencgas categorizadas como NMP
Philadelphia negativo classicas. Sua principal caracteristica € a expanséo clonal do
progenitor eritroide, e que pode ou nao estar acompanhada de leucocitose e/ou
trombocitose (TEFFERI; BARBUI, 2017). Seu diagndstico baseia-se na avaliagao de
trés critérios: (i) aumento da massa eritrocitaria (hemoglobina >16,5g/dL para homens
e >16g/dL para mulheres; OU hematdcrito >49% em homens e >48% em mulheres;
OU contagem de eritrocitos >25% do valor de referéncia); (ii) analise da bidpsia de
MO constatando-se hipercelularidade panmielocitica para idade; (iii) presenca da
mutacdo no gene JAKZ (exon 14 ou 12). Na auséncia de um dos critérios citados, a
constatacao de eritropoetina em niveis subnormais no soro substitui um dos critérios

e permite a confirmagao do diagndstico (ARBER et al., 2016).



A trombocitemia essencial (TE) caracteriza-se por alteragbes das células da
série megacariocitica (SH SWERDLOW; CAMPO; HARRIS, 2008). Para o diagndstico
da TE s&o necessarios que o paciente atenda critérios os maiores: (i) contagem
plaquetaria 2450.000x10%L; (ii) biépsia de MO mostrando proliferagéo especialmente
da linhagem megacariocitica com aumento de megacariocitos maduros e com nucleo
hiperlobulado, sem desvio a esquerda de neutrdfilos, fibras de reticulina com grau |I;
(iii) exclusdo do diagnéstico de LMC, sindrome mielodisplasica (SMD) e outras
neoplasias mieloides; (iv) presenga da mutacdo JAK2V617F, CALR ou MPL. Na
auséncia de um dos critérios maiores, o diagnoéstico pode ser confirmado pela
constatacao da presenca de um marcador clonal ou exclusdo de trombocitose reativa
(ARBER et al., 2016).

A mielofibrose primaria caracteriza-se pela expanséo clonal de granulécitos e
megacariécitos. Em sua fase inicial pode ser observada a deposi¢ao de reticulina na
MO, contudo com a progressao da doenga para a fase fibrética, havera fibrose
progressiva, com deposicéo de colageno e fibras de reticulina (TEFFERI, 2018).

O diagnostico da MF € mais complexo do que o da PV e TE, e a organizagdo mundial
da saude (OMS) recomenda critérios especificos para as fases diferentes da doenca.
O diagnéstico da MF em fase celular, ou pré-fibrética baseia-se na presenca de trés
critérios: (i) MO apresentando proliferagdo com atipias de megacariocitos, fibras de
reticulina grau |, sangue periférico com hipercelularidade, proliferagdo granulocitica e
a diminuicdo ou nao da eritropoese; (ii) exclusao do diagnéstico para LMC, PV, ET,
sindrome mielodisplasica e outras neoplasias mieloides; (iii) presengca da mutagéo
JAK2V617F, CALR, MPL ou outro marcador clonal, e auséncia de fibrose reativa de
reticulina na MO. Na auséncia de algum desses critérios o diagnodstico desse ser
baseado na presenga de anemia, e/ou leucocitose acima de 11.000x10%L, e/ou
esplenomegalia palpavel, e/ou lactato desidrogenase (LDH) aumentada substitui um
dos critérios chaves e fecha o diagnostico para MF fase celular (ARBER et al., 2016).

No diagndstico de MF em fase fibrética, leva-se em consideragao os mesmos
critérios para a fase celular, contudo com as seguintes modificagées nos critérios: (i)
MO apresentando fibras de reticulina e/ou colageno grau 2 ou 3; (ii) exclusdo de
mielofibrose reativa. Na auséncia de um dos critérios, a presenga de anemia, e/ou
leucocitose acima de 11.000x10°L, e/ou esplenomegalia palpavel, e/ou LDH
aumentada, e/ou leucoeritroblastose, substitui um dos critérios essenciais e confirma
o diagnostico de MF fase celular (ARBER et al., 2016).



O progndstico da MF é o pior dentre as trés NMP, e requer a utilizagdo de um
ou mais sistemas de pontuagao progndstica, como no IPSS (do inglés, International
Prognostic Scoring System), o DIPSS e DIPSS-Plus (do inglés, Dynamic International
Prognostic Scoring System). Esses sistemas de pontuac¢ao levam em consideragao a
presenca de fatores como idade, concentracdo de hemoglobina, contagem de
elementos celulares (plaquetas, leucdcitos e blastos), necessidade transfusional,
cariotipo desfavoravel e sintomas constitucionais (perda de peso, febre, dispneia e
cansago). O risco (escore) € dependente do numero de fatores adversos apresentado
pelo paciente, quanto menor a presenca desses fatores menor é o risco estabelecido
e melhor o prognostico (maior tempo entre diagnostico e a progressédo da doencga). A
sobrevida desses pacientes pode variar muito, mas pacientes com progndstico ruim e
alto risco a pior sobrevida, de 1,3 a 2,3 anos. Contudo, os pacientes com menor risco
e melhor progndéstico apresentam sobrevida estimada de 11,3 a 15 anos (TEFFERI,
2018).

Em resumo, o diagnostico diferencial das NMP baseia-se na analise conjunta
das alteragdes moleculares, dos achados histolégicos da biopsia da medula 6ssea
(MO) e valores de parametros hematolégicos do SP (TEFFERI, 2018; TEFFERI;
BARBUI, 2017).

Na tabela 1, estdo descritas as principais caracteristicas, dados
epidemioldgicos e estratificacdo de risco da PV, TE e MF.

As terapias medicamentosas utilizadas, atualmente, para o tratamento das
NMP sao paliativas, ndo impedem a progressao da doenga, tampouco, promovem o
aumento de sobrevida. Contudo, conseguem as medidas paliativas atuam nas
complicagdes secundarias, prevenindo eventos tromboembdlicos e proporcionando
melhora de sintomas constitucionais (febre, prurido, fraqueza e dores de cabeca) e da
qualidade de vida desses pacientes, principalmente daqueles com PV e TE (TEFFERI,
2016).

O tratamento para PV, TE e MF pode envolver a utilizagdo do citorredutor
hidroxicarbamida (hidroxiuréia, HU), imunomoduladores como o INF-a (interferon-a) a
talidomida, os agentes bloqueadores de citocinas (antagonistas de IL-5 e IL-6) e os
inibidores de tirosina quinase JAK2 (TEFFERI, 2016).

O ruxolitinibe, inibidor da tirosina quinase JAK2, foi aprovado em 2011 para
pacientes com MF nao responsivos ou intolerantes a HU. Hoje, é também

recomendado como o tratamento de segunda linha para pacientes com PV



(VERSTOVSEK et al.,, 2016). Esse inibidor seletivo de JAK2 e JAK1 impede a
fosforilagdo de STA3 ao competir com a ligagao de ATP no sitio catalitico das JAK.
Este medicamento foi capaz de promover a redugédo da esplenomegalia, a melhora
dos sintomas e sobrevida, inclusive em pacientes negativos para a mutagao
(DEISSEROTH et al., 2012; HARRISON et al., 2017; MASCARENHAS; MUGHAL;
VERSTOVSEK, 2012), mudangas significativas no grau de fibrose medular e a
reducdo da carga alélica para pacientes JAK2V617F positivos (KVASNICKA et al.,
2018; VANNUCCHI et al., 2017).

O transplante alogénico de medula éssea € a unica modalidade terapéutica
curativa disponivel para as NMP. Realizado em pacientes com MF, esse procedimento
apresenta acessibilidade limitada, pois poucos pacientes sédo elegiveis visto que a
maioria apresenta idade avangada (acima de 60 anos), possuem comorbidades, além
da dificuldade de se selecionar doadores HLA compativeis (BALLEN et al., 2010;
TEFFERI, 2016).

Pelo exposto, ha a necessidade de pesquisas que busquem terapias mais
efetivas, especificas, ou mesmo curativas para o paciente ou que sejam capazes
alterem o curso da doenga, impedindo as progressoes para MF e/ou LMA (leucemia

mieloide aguda)



Tabela 1. Dados laboratoriais, epidemioldgicos e estratificagao de risco em pacientes
com policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofibrose primaria.

Caracteristicas

Epidemiologia

Estratificacao de

principais
v’ Eritrocitose acentuada,

com ou sem leucocitose

e/ou trombocitose

v Maiores de 60 anos

v Prevaléncia maior em

riscos

BAIXO
v’ |dade<60 anos
v Sem histérico de ETV

Trombocitemia
essencial (TE)

granulopoese normais

v MO

megacariocitose, fibras de

com

reticulina grau |

v JAK2V617F+, ou
CALR+ ou MPL+

L v JAK2+ e (episodios de
Policitemia v Estimativa de vida: 14 anos | tromboembolismo venoso)
vera (PV) v MO €M | v Incidéncia:
R 0,68- 2,6/100.000/ano
. i ALTO
panmielocftica v 5% progressao para LMA
~ v |dade>60 anos
v Eritropoetina  sérica | ¥ 30% progresséo para MF
v’ Historico de ETV
subnormal
MUITO BAIXO
v’ Idade = 60 anos
v" Sem historico de ETV
v Trombocitose + Maiores de 60 v Auséncia JAK2/MPL
acentuada com alores de oL anos BAIXO
eritropoese e v" Prevaléncia maior em

mulheres

v Estimativa de vida: 20 anos
v" Incidéncia:
0,38-1,7/100.000/ano

v' 10-20% progressdo para
LMA

v 30% progressao para MF

v’ |dade < 60 anos
v' Sem histoérico de ETV
v JAK2/MPL positivo

INTERMEDIARIO
v" Idade >60 anos
v Sem histérico de ETV
v Auséncia JAK2/MPL

ALTO RISCO
v" |dade >60 anos
v Histérico de ETV
v JAK2/MPL mutados

Mielofibrose
primaria (MF)

v Trombocitose e
granulocitose, com ou sem

eritropenia; OU anemia
e/ou leucocitose

v MO com
megacariocitose, fibras
reticulina grau 1; OU

hipocelularidade, fibras de
reticulina e/ou colageno
grau 3

v JAK2V617F+, ou
CALR+ ou MPL+

v Esplenomegalia e
leucoeritroblastose

v Maiores de 66 anos

v' Prevaléncia igual entre
homens e mulheres

v Estimativa de vida: de 2-11
anos

¥ Incidéncia:
0,1-1/100.000/ano

v 10% progressao para LMA

Variavel — depende do
score atingido pelo sistema
de pontuacgéo de
prognostica adotado




1.2 Fisiopatologia das Neoplasias Mieloproliferativas

As NMP Ph compartilham diversas caracteristicas relacionadas a
fisiopatologia, sendo a principal o acometimento clonal da célula tronco hematopoética
(CTH) e seus progenitores, principalmente os progenitores mieloides, o que resulta
em uma MO hipercelular e hipersensivel a importantes fatores de crescimento
regulatérios (SH SWERDLOW; CAMPO; HARRIS, 2008).

No sangue periférico (SP) observa-se o resultado da proliferagdo anormal
medular com a elevagao de um ou mais elementos da série mieloide, como plaquetas,
neutréfilos e/ou eritrocitos, cujo desempenho de fungdes e diferenciacdo ndo foram
afetados (SH SWERDLOW; CAMPO; HARRIS, 2008; TEFFERI; BARBUI, 2017).

A progresséo das NMP envolve a fibrose medular, hematopoese extramedular
e a transformacado leucémica, principalmente para leucemia mieldide aguda (LMA)
(ARBER et al., 2016; SH SWERDLOW; CAMPO; HARRIS, 2008).

A fisiopatologia das NMP estd associada a alteragcbes moleculares e
epigenéticas. As mutagdes iniciadores descritas estdo presentes nos genes
codificadores da tirosina quinase JAK2 (do inglés, Janus kinase 2, exons 12 e 14),
receptor de trombopoetina (MPL) e calreticulina (CALR) (CAZZOLA; KRALOVICS,
2014; TEFFERI; PARDANANI, 2018).

1.2.1 Mutagoées iniciadoras (Driver) e marcadores clonais

A melhor compreensédo da fisiopatologia das NMP foi obtida por meio da
descoberta da contribuicdo das alteragcbes moleculares adquiridas nas CTH, no
comeco da década passada. A descricao das alteragoes moleculares foi considerada
o marco do entendimento da fisiopatologia das NMP e promoveu o aperfeicoamento
do diagnostico e o desenvolvimento de novas terapias, como os inibidores de JAK
(JAMES et al., 2006; NANGALIA; GREEN, 2017).

S3ao consideradas alteracbes moleculares especificas das NMP: as mutacdes
iniciadoras presentes nos genes da JAK2, CALR e MPL. A aquisi¢gao das mutagdes
do tipo iniciadoras ou fundadoras d&o origem ao clone alterado maligno, responsavel
pelo fendtipo mieloproliferativo da doenga (CAZZOLA; KRALOVICS, 2014).

A mutacéo no gene JAK2, a primeira a ser descrita, conduz a codificagdo da

enzima JAK2 com atividade quinase alterada, constitutiva, sem regulagao.



A substituicdo de uma guanina por uma timina, na posi¢cao 1849 no éxon 14,
resultando na troca do aminoacido valina pelo aminoacido fenilalanina no cédon 617
(JAK2V617F), afeta o dominio pseudokinase JH2 da enzima. O dominio JH2 perde a
funcao regulatoria da atividade quinase da JAK2, o que conduz a atividade de quinase
da JAK-2 constitutiva e a hiperresponsividade das células hematopoéticas a
sinalizagdo de citocinas pelas vias de sinalizacdo STAT5, MAPK/ERK e PI3/AKT
(KHWAJA, 2006; O'SHEA; GADINA; SCHREIBER, 2002).

A proteina JAK2 esta associada (justaposta) as por¢des citoplasmaticas de
receptores de citocinas e fatores de crescimento com fungéo regulatéria no processo
de hematopoese, como a EPO (eritropoetina), TPO (trombopoetina) e G-CSF (fator
estimulador de colbnias granulociticas) (JAMES et al., 2006; SILVENNOINEN;
HUBBARD, 2015; VAINCHENKER et al., 2011).

Esta é a forma de mutagcdo JAK2 a mais comumente encontrada, sendo
observada em mais de 95% dos pacientes com PV, e de 50 a 60% nos pacientes com
TE e MF (TEFFERI et al., 2014).

Na PV, aproximadamente 4% dos pacientes apresentam a mutagdo somatica
JAK2 localizada no éxon 12 (SCOTT et al., 2007; TEFFERI et al., 2014). Em casos
ainda mais raros, outras formas diferentes de alteracbes moleculares no éxon 12,
incluindo delegdes e insergdes, também foram identificadas em pacientes com PV
(KILADJIAN et al., 2008; PIETRA et al., 2008). Os portadores da mutagao da JAK2 no
éxon 12 caracterizam-se por nao exibirem trombocitose (KILPIVAARA; LEVINE,
2008).

A alta carga alélica da mutagado JAK2V617F (mais de 50% dos alelos mutados)
relaciona-se a maior esplenomegalia, presenga de sintomas constitucionais, riscos de
eventos trombaticos e progressao para MF (VANNUCCHI et al., 2008).

As mutagcdes no éxon 9 do gene CALR, descobertas em 2013, geram
alteragdes no dominio C-terminal da proteina. A CALR apresenta multiplas
propriedades, como chaperona, transacetilagao, inibicdo da angiogénese, ligacéo e
armazenagem de ions calcio, no reticulo endoplasmatico (GUGLIELMELLI et al.,
2014; HOUEN, 2019).

As mutagbes no gene CALR mais frequentes sdo as do tipo 1 (53% dos
pacientes) e do tipo 2 (31,7% dos pacientes). A mutagao de CALR tipo 1 resulta de
uma delecao de 52 pares de bases e a do tipo 2 de uma insercéo de 5 pares de bases
no gene codificante (GUGLIELMELLI et al., 2014). Mais de 50 tipos diferentes de



mutagdes somaticas adquiridas no éxon 9 da CALR foram descritas, e todas séo
insercdes ou delegbes que resultam em na regidao C-terminal positivamente
carregada, o que interfere na sua fungdo como transportadora de calcio e deixa a
CALR fora do reticulo endoplasmatico, uma vez que o sinal de retencao da proteina é
conferido pela regidao C-terminal negativamente carregada.

No citoplasma, a CALR mutante interage preferencialmente com o receptor
MPL, ativando-o e por consequéncia desencadeia a via de sinalizacao MPL-JAK2, e
a proliferacdo exacerbada de precursores e células mieloides (CAZZOLA;
KRALOVICS, 2014; GUGLIELMELLI et al., 2014). Acredita-se ainda que exista uma
forte relacdo entre a CALR mutante e o fendtipo de trombocitose, pois esta mutacao
parece afetar primariamente os megacariocitos, e isso pode ser detectado pelo fato
desta mutacdo ainda nao ter sido descrita na PV, NMP que pode cursar sem o
acometimento megacariocitico (KLAMPFL et al., 2013).

Cerca de 30% dos pacientes com TE e MF negativos para JAK2V617F e MPL
apresentam algum tipo de mutagdo no gene da CALR, sendo, portanto, a mutagéo
CALR a segunda alteragdo molecular mais frequente nas NMP. Na MF, a presenca
da mutacdo CALR foi correlacionada a maior sobrevida dos pacientes quando
comparada a pacientes com mutagdes JAK2 e MPL (KLAMPFL et al., 2013; TEFFERI
et al., 2014).

A mutacao iniciadora menos frequente nas NMP é a do gene MPL, responsavel
pela sintese de uma proteina chave para o crescimento e sobrevida dos
megacariocitos. Descoberta em 2006, esta mutagdo acomete o éxon 10 e envolve
principalmente o cdédon 515, no qual ocorre a substituicdo pontual de uma base
nitrogenada, afetando assim o aminoacido codificado, substituindo um triptofano por
uma leucina (MPLW515L), ou lisina (MPLW515K), ou arginina (MPLW515R), ou
alanina (MPLW515A) (PIKMAN et al., 2006). A auséncia do triptofano na posigdo 515
do receptor MPL faz com que ele se dimerize na auséncia de citocinas ligantes, o que
resulta em ganho de funcédo, ativagao espontanea e por consequéncia da via JAK-
STAT, desencadeando a proliferagao exacerbada de precursores mieloides (PIKMAN
et al., 2006). Cerca de 3 a 4% de pacientes com TE e de 6 a 7% de pacientes com
MF apresentam mutagdo no gene MPL (TEFFERI et al., 2014).

Pacientes portadores da mutagdo MPL exibem um quadro clinico mais grave
quando comparado com os pacientes portadores da mutacdo JAK2V617F, tanto em

TE quanto em MF, indicando que existem diferengas na sinalizagao JAK-STAT ativada
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por cada mutacao (KILPIVAARA; LEVINE, 2008). A alta carga alélica da mutagdo MPL
foi associada ao desenvolvimento de mielofibrose e poderia explicar a progressao de
TE para MF (KATO, 2015).

Aproximadamente 10 a 15% de pacientes com MF ou TE sdo chamados de
triplos negativos, pois ndo apresentam positividade para as trés mutagdes (JAK2,
CALR e MPL) e possuem pior prognéstico quando comparados aos pacientes que
apresentam as mutagdes JAK2, ou CALR ou MPL. A maior taxa de progressao para
LMA foi associada a esse grupo de pacientes triplo negativos, bem como menor
sobrevida na MF (TEFFERI; PARDANANI, 2018).

Existem ainda outras mutacdes somaticas adquiridas, ndo especificas as NMP,
que sao consideradas marcadores clonais e auxiliam no diagndstico e interferem no
prognoéstico das NMP, principalmente na MF e na TE. Essas mutagdes ocorrem, em
sua maioria, em genes que estdo envolvidos na regulagdo da “maquinaria”
epigenética, como o TETZ2 (do inglés, ten eleven translocation), o IDH (isocitrato
desidrogenase), o ASXL1 (do inglés, additional sex combs-like 1), o EZH2 (do inglés,
enhancer of zeste homologue 2) e DNMT3A (do inglés, DNA methyltransferase 3
alpha). Mutagdes em genes de proteinas de vias de sinalizagdo também foram
descritas em NMP, é o caso dos genes TP53 (do inglés, tumor protein p53), SH2B3 (
do inglés, SH2B adaptor protein 3), SRSF2 (do inglés, serine and arginine rich splicing
fator 2), CBL (CBL proto-oncogene) (TEFFERI, 2010).

Essas mutagdes adicionais contribuem para a progressao da doenga e podem
estar presentes antes mesmo do estabelecimento da NMP, ou sdo adquiridas apds o
estabelecimento da NMP, como resultado do processo de evolugéo subclonal da CTH
maligna (TEFFERI, 2010; TEFFERI; VANNUCCHI, 2017).

Apesar do conhecimento sobre a fisiopatologia das NMP ter evoluido
consideravelmente na ultima década, ha ainda numerosos aspectos relacionados a
fisiopatologia e progressdo das NMP que n&o foram completamente elucidados.

Neste contexto, o presente estudo contribuiu descrevendo altera¢des do nicho
hematopoético das NMP e a sua associacdo com os processos de inflamagao e

neoangiogénese.
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1.3 Oncoinflamagao, alteragées do processo de apoptose, neoangiogénese

e microambiente medular em NMP

1.3.1 Alteragoes da Apoptose

A apoptose é um processo de morte celular programada, decorrente de
diferentes estimulos fisiolégicos, patogénicos ou citotdxicos. A apoptose apresenta
importante papel na embriogénese, manutencdo da homeostase tecidual,
envelhecimento celular e mecanismo inato supressor tumoral (GREEN;
FITZGERALD, 2016).

Este mecanismo é regulado principalmente pelas vias de sinalizagao:
extrinseca (via de receptores de morte celular) e intrinseca (via mitocondrial). O
controle dessas vias proporciona tanto a ativagcado quanto o bloqueio do processo de
apoptose.

A ativagdo da via extrinseca € induzida pela ligagdo dos receptores
transmembrana especificos, conhecidos como receptores de morte (FAS, do inglés
Fas cell surface death receptor;, TNFR1, do inglés TNF receptor 1; DR4, do inglés
death receptor 4; DRS5, do inglés death receptor 5), com os seus agonistas especificos
(FASL, Fas ligante; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; APO-2). As interagdes
FAS/FASL, TNFR1-/TNF-a, DR4/APO-2 e DR5/APO-2 promovem o recrutamento de
proteinas citoplasmaticas adaptadoras que se ligam ao dominio de morte (DD, do
inglés death domain) presente no receptor. A proteina adaptadora FADD (do inglés
Faz associated via death domain) liga-se ao receptor ativado FASL, DR4 ou DR5. O
receptor TNFR1 ativado liga-se a proteina adaptadora TRADD (do inglés TNFRSF1A
associated via death domain), que por sua vez recruta FADD e RIPK1 (do inglés
receptor interacting serine/threonine kinase 1). O complexo molecular resultante,
chamado de DISC (do inglés death-inducing signaling complex), forma-se e regula a
ativagdo de caspase-8 ou caspase-10 (GALLUZZI| et al., 2012). Caspase-8 ou -10
ativadas, promovem a ativacdo da caspase-3 e subsequentemente a ativacdo de
outras proteases e nucleases responsaveis pelos eventos terminais da apoptose
como a condensacgao da cromatina e fragmentagdo do DNA (KACZANOWSKI, 2016).

O DNA celular se fragmenta, a membrana conservada expde fosfolipides que
ocasionam a fagocitose por células vizinhas e degradagao por enzimas lisossomais,

impedindo, assim, a ativagdo do processo inflamatério (KACZANOWSKI, 2016).



12

A via intrinseca pode ser ativada por numerosos sinais de estresse intracelular, ou
estimulos apoptogénicos, como danos no DNA, estresse oxidativo, quimioterapicos e
a deficiéncia ou auséncia de fatores de crescimento celulares (GALLUZZI et al., 2012).
Esses estimulos agem na mitocéndria, o que promove a alteragdo da permeabilizagao
da membrana externa mitocondrial (MOMP, do inglés mitochondrial outer membrane
permeabilization). Apos estabelecimento do MOMP, sdo desencadeados uma série
de eventos letais, como a perda do potencial de transmembrana, parada na sintese
de ATP (trifosfato de adenosina) e a liberagédo de proteinas mitocondriais toxicas no
citoplasma (CYTC, citocromo C; AIF, do inglés Apoptosis inducing fator; ENDOG,
endonuclease G; DIABLO, do inglés DIABLO IAP-binding mitochondrial protein)
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007).

O CYTC se une as proteinas APAF1 (do inglés apoptotic peptidase activating
fator 1) e dATP (trifosfato de desoxiadenosina), formam o complexo chamado
apoptossomo que desencadeara a apoptose por meio da ativagcéo das caspase-9 e 3
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007).

A ativacdo da apoptose por via independente de caspase (apoptose nao
classica) também pode ocorrer, devido a inibicgdo da cadeia respiratéria, o que
acarreta em aumento de espécies reativas de oxigénio e lesdo irreversivel da célula.
Bem como, a agao das proteinas mitocdndrias AIF e ENDOG, que uma vez livres no
citoplasma, migram para o nucleo celular provocando fragmentagcdo do DNA
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007).

Assim, a ativagao da via intrinseca apresenta multiplos sinais de ativacédo, bem
como multiplos mecanismos executores, e tudo conecta-se ao mecanismo de controle
mitocondrial (GALLUZZI et al., 2012).

Os mecanismos de apoptose nas mitocéndrias sdo finamente regulados por
proteinas pertencentes a familia BCL-2 (do inglés BCL2 apoptosis regulator). Suas
funcgdes primarias podem ser antiapoptoéticas (BCL-2; BCL-XL, do inglés BCL2-like 1,
BCL-W, do inglés BCL2-like 2; BFL-1, do inglés BCL?2 related protein A1; MCL-1, do
inglés MCL 1 apoptosis regulator), pré-apoptéticas formadoras de poro (BAX, do inglés
BCL-2 associated X protein; e BAK, do inglés BCL2-antagonist/killer), e proteinas proé-
apoptéticas do tipo BH3 (BAD, do inglés BCL2-associated agonist of cell death; BID,
do inglés BH3 interacting-domain death agonist; BIK, do inglés BCL2 interacting killer;
BIM, do inglés BCL2 like protein 11; e outras). BAK e BAX promovem abertura dos

poros ha membrana, o que inicia 0 MOMP. Quando ligados a membrana mitocondrial,
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BIM e BAD aumentam a afinidade para a ligacdo de BAK e BAX a membrana. BCL-
XL, BCL-2 e MCL-1 apresentam fungao inibitéria de BAK, BAX, BIM e BAD, por meio
do sequestro mutuo. Assim, BCL2 e BCL-XL inibem a liberagdo de CTYC no
citoplasma. Por sua vez, BAD, BID, BAX e BIM promovem a liberagcdo de CTYC
(GALLUZZI et al., 2012; KALE; OSTERLUND; ANDREWS, 2018).

A exacerbagao ou o bloqueio da apoptose estao associados a patogénese de
doengas autoimunes, neuroldgicas, cardiovasculares e em diferentes neoplasias
(FAVALORO et al., 2012). Nas neoplasias hematoldgicas, a transformagdo maligna
relaciona-se ao desequilibrio da apoptose. A resisténcia ao processo de apoptose é
frequentemente detectada em células dos pacientes com neoplasias, muitas vezes
devido ao aumento da expressdo de proteinas antiapoptoticas (ZAMAN; WANG;
GANDHI, 2014).

A alteracado da apoptose nas NMP foi descrita por varios autores e pelo nosso
grupo de pesquisa. Zhang et al. (2004) descreveram a desregulagao da expressao de
moléculas antiapoptéticas BCL-2 e BCL-XL; e o de Zeuner et al. (2006) relataram o
aumento da resisténcia das células a apoptose devido a elevagao da expresséo de
CFLAR (do inglés CASP8 and FADD like apoptosis regulator) em precursores
eritroides na PV (ZEUNER et al., 2006; ZHANG et al., 2004). Tognon e colaboradores
(2012) reportaram o aumento da expressao de genes antiapoptoticos relacionados a
via intrinseca de indugao da apoptose, em TE e MF (TOGNON et al., 2012). Em estudo
com células CD34" e leucécitos de pacientes com PV, os autores observaram
expressdo aumentada de A1, MCL1 e BID e a diminuicdo de BCL2 e BCL2L1
(TOGNON et al., 2011). Todas estas alteragdes interferem no controle da apoptose e

contribuem para a patogénese das NMP.

1.3.2 Oncoinflamagao

Embora a relagdo entre neoplasias e o processo de inflamacao tenha sido
observado desde o comecgo do século 19, o reconhecimento da importancia e do
envolvimento do microambiente infamatorio (oncoinflamagédo) na fisiopatologia e
progressao das neoplasias € recente (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

As células tumorais sao capazes de modular as células imunolégicas visando

a criacado de um ambiente pro-tumoral. Neste ambiente, as células tumorais evadem
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da resposta imune. Tal modulacao pode afetar os componentes efetores da resposta
imune inata e adaptativa, por meio do aparecimento de células supressoras, células
T reguladoras, citocinas e quimiocinas (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010;
RACHIDI et al., 2013).

A oncoinflamagao relaciona-se a apoptose, devido a sinais de estresse
genotéxicos que desencadeiam a liberacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
também pela agc&o de algumas citocinas, como membros da familia CXCL, que atuam
em reguladores positivos da apoptose em células do sistema imune, um mecanismo
para favorecer o escape da célula neoplasica a resposta imune antitumoral.

Da mesma forma, citocinas e quimiocinas secretadas por células do sistema
imune ou mesmo pela célula neoplasica, como IL (interleucina)-6, IL-1 e TNF (fator de
necrose tumoral), regulam as células endoteliais promovendo a angiogénese, um
processo fundamental para garantir os suprimentos metabdlicos (nutrientes e
oxigénio), que necessarios para manter o desenvolvimento e sobrevivéncia da célula
neoplasica (NALDINI; CARRARO, 2005; RACHIDI et al., 2013).

A inflamacao sustentada altera os sinais regulatérios presentes no microambiente
medular, mediados por quimiocinas e citocinas, visando o favorecimento da célula
neoplasica. As células de LMC seriam capazes de reduzir a sinalizagdo de CXCL12-
CXCR4 (do inglés C-X-C motif chemokine ligant 12, C-X-C motif chemokine receptor
4, respectivamente) um importante sinal regulatério para a CTH e a hematopoese, o
que favoreceria a saida das células neoplasicas da medula 6ssea e o processo de
leucemogénese (MUKAIDA; TANABE; BABA, 2017). A degradagdo da matriz
extracelular e rearranjos na arquitetura medular sdo modificagbes também
associadas ao processo inflamatério (TRIPODO et al., 2017).

Nas NMP foi descrita a relagédo entre a clonalidade celular, que desencadeia a
neoplasia hematologica, com a inflamagéo cronica (LUSSANA; RAMBALDI, 2017).
Acredita-se que o clone alterado da CTH seja o desencadeador da reagéo
inflamatdria, pela ativacédo constitutiva da via JAK/STAT nos pacientes e elevacao da
producao de citocinas inflamatdrias (VAINCHENKER; CONSTANTINESCU, 2013).
Da mesma forma, um estado inflamatorio sustentado na medula éssea, anterior a
neoplasia, que apresente um estresse oxidativo crénico com niveis elevados de ROS,
criaria um microambiente de alto risco para o aparecimento de mutagdes, devido ao
dano oxidativo persistente ao DNA das células hematopoéticas (HASSELBALCH,
2013).
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As NMP sao doengas que apresentam niveis alterados de citocinas e
quimiocinas circulantes. Em pacientes com PV, TE e MF a fisiopatologia da doenca
foi associada a um perfil oncoinflamatorio (CACEMIRO et al., 2018; POURCELOT et
al., 2014; TEFFERI et al., 2011; VAIDYA et al.,, 2012). Além disso, as células
neoplasicas e sua progénie parecem ser as responsaveis pela ativagao indireta da
secrecao paracrina de citocinas inflamatérias por células normais do microambiente
medular (LUSSANA; RAMBALDI, 2017).

Alguns estudos demonstraram ainda que os niveis de citocinas podem ter
relevancia no prognéstico das NMP. A elevacgao da IL-8 plasmatica e/ou do receptor
IL1RA (receptor agonista de interleucina 1) foi associada ao pior prognostico e
diminuicdo da sobrevida em pacientes com MF (TEFFERI et al., 2011). Em pacientes
com MF, o baixo nivel da proteina C reativa (PCR) no plasma foi associado ao menor
risco de progressao leucémica (BARBUI et al., 2013). O aparecimento da fibrose e a
sua intensificagdo, mediadas por citocinas inflamatérias, em pacientes com PV, TE e
MF foram também correlacionados aos niveis de elevados das citocinas TGF-B1 (do
inglés transforming growth fator beta 1), PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), EGF (fator de crescimento de fibroblastos) e VEGF (fator de crescimento
vascular endotelial) (BOCK et al., 2008; TEFFERI, 2005).

O entendimento do processo inflamatério e sua associagdo com o nicho
hematopoético permitird a melhor compreensdo na patogénese e progndstico nas
NMP. Assim sendo, o presente trabalho descreveu as citocinas presentes no plasma
da MO dos pacientes com PV, TE e MF.

1.3.3 Angiogénese

O crescimento de novos vasos sanguineos derivados de uma vasculatura
preexistente é definido com angiogénese. E um importante processo fisioldgico
orquestrado principalmente pelas células endoteliais. A hipéxia € um dos fatores
desencadeantes do processo de angiogénese, a detecgdo de niveis de oxigénio leva
a formacdo de novos vasos para suprirem as condicbes metabdlica de células do
parénquima tecidual. Assim, a angiogénese atuam na formagao e regeneragéo de
novos tecidos/6rgaos, desde a nossa embriogénese (CARMELIET, 2005; LIEKENS;
DE CLERCQ; NEYTS, 2001).
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Sua regulacao depende do equilibrio entre os fatores pr6 e antiangiogénicos.
Entre os fatores pro-angiogénicos, destacamos: o VEGF, o PDGF, a angipoetina, o
FGF e o HIF-1a (fator induzivel de hipdxia-1a). Os fatores antiangiogénicos
enddégenos sao a endostadina, a angiostatina e a TSP1 (trombospondina-1)
(NISHIDA et al., 2006).

O desequilibrio da angiogénese contribui para doengas inflamatérias,
autoimunes, isquémicas, infecciosas e também em processos neoplasicos
(CARMELIET, 2005).

A angiogénese anormal foi descrita como um elemento fundamental no
processo de tumorigénese, ndao sendo o iniciador e sim o promotor do
desenvolvimento e progressao tumoral, por criar novos vasos que nutri as células
neoplasicas e permite o descolamento dela para outros nichos (CARMELIET, 2005).

Nas neoplasias hematoldgicas as citocinas e quimiocinas fazem a ponte para
a neoangiogénese. A inducdo de angiogénese, de forma direta ou indireta foi
associada a IL-6, IL-1, IL-3, IL-4, CXCL8, TGF-B1, G-CSF (fator estimulador de
coldénias de granuldcitos), GM-CSF (fator estimulador de crescimento de colbnias
granulécitos macrofagos) e HGF (fator de crescimento de hepatécito). Outras
moléculas podem apresentar efeitos pro e antiangiogénicos dependendo do contexto,
pois modulam as células endoteliais de forma direta ou indireta, como as quimiocinas
da familia CXC, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL12. As interleucinas apresentam
atividade antiangiogénica, por aturarem de foram direta célula neoplasica inibindo seu
potencial angiogénico, IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35 (COCCO et al., 2011).

O aumento da densidade de vasos e o aumento da expressao de VEGF na MO
de pacientes com NMP e linfoma também foi descrito. Nos linfomas, esse aumento
confere uma vantagem proliferativa para as células malignas, pela maior ativagao das
células endoteliais. Nas NMP, foi associados a fibrose e carga alélica da mutagao
JAK2V617F, o que poderia ser devido ao aumento da atividade de vias relacionadas
a sinalizagdo JAK2 (MEDINGER et al., 2009; TZANKQV et al., 2007).

As interagdes via receptores VEGFR, ativadas pela ligagdo com VEGF,
estimulam a produgao de HSP90 (proteina de shock térmico de 90kDa), que por sua
vez aumenta a expressédo de BCL2, promovendo a sobrevivéncia celular de células
leucémicas e células endoteliais (DIAS et al., 2002).

Niveis elevados de HGF foram observados no plasma de SP de pacientes com

PV e MF, comparados ao grupo de individuos saudaveis, mas ndo apresentaram
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diferenca na comparacdo entre as duas doencas. O aumento de HGF foi
correlacionado com o fenoétipo dessas doencas, sendo observado a correlacdo com a

leucocitose e sintomas microvasculares (VAIDYA et al., 2012).

1.3.4 Microambiente medular e a célula estromal mesenquimal

A literatura destaca a participagdo do microambiente medular na fisiopatologia
de neoplasias hematoldgicas, incluindo as NMP (HOERMANN; GREINER; VALENT,
2015; MEDYOUF, 2017). A célula tumoral ndo depende apenas da alteragao
intrinseca de suas propriedades (estabelecida pela presengca das mutacgdes
condutoras), mas também do apoio e protegdo das células vizinhas, para o
desenvolvimento tumoral (KAUSHANSKY; ZHAN, 2019).

O microambiente medular (nicho hematopoético) € um espaco integrado, de
complexa arquitetura, dindmico e composto por uma populagdo de células
especializadas e matriz extracelular. Fazem parte do nicho hematopoético as CTH e
seus progenitores, células estromais mesenquimais multipotentes (MSC),
macroéfagos, linfécitos, células endoteliais, adipocitos, osteoblastos e ostedcitos. A sua
organizagéo, bem como a interagéo de seus elementos celulares geram as condigdes
ideais para o desenvolvimento da CTH (GAO et al.,, 2018; MEDYOUF, 2017). As
interagdes entre as CTH, as MSC e os osteoblastos protegem as CTH de estimulos
para diferenciacdo e apoptose, mantendo um pool em quiescéncia e promovendo o
potencial de autorenovagédo da CTH (WILSON; TRUMPP, 2006).

Descritas inicialmente em meados dos anos 60 e 70, as Células Estromais
Mesenquimais Multipotentes (MSC) constituem uma populagcdo de células nao
hematopoéticas presentes na MO (FRIEDENSTEIN et al., 1968). Na MO sao
localizadas nas regides centrais e no nicho perivascular ficando em contato com as
CTH, com frequéncia estimada de cerca de 0,01% entre as células nucleadas
residentes da MO. Sao também encontradas em outros tecidos biolégicos, como polpa
do dente, placenta, tecido sinovial, musculo esquelético e cordao umbilical (BANFI et
al., 2000; YU et al., 2010).

As MSC possuem a capacidade de se diferenciar in vivo, quando em contato
com os estimulos adequados, em linhagens de origem mesodérmicas, como 0s

ostedcitos, adipécitos e condrécitos (HORWITZ et al., 2005). Apresentam potencial de
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diferenciagcao para todas as células que constituem o elemento funcional do
microambiente hematopoético (SACCHETTI et al., 2007) e transdiferenciacdo em
linhagens neuroectodérmicas e endodérmicas (PITTENGER et al., 1999).

As MSC secretam importantes fatores regulatérios relacionados a
hematopoese, como IL-6, SCF (fator de célula-tronco; do inglés, Stem Cell Factor) e
LIF (fator inibidor de leucemia; do inglés, Leukemia inhibitory fator). Por estas
caracteristicas e fungdes, sdo consideradas elementos fundamentais para a formacéao
e manuteng¢ao do microambiente medular, o que tem relagao direta com o suporte e a
regulacdo da hematopoese (UCCELLI; MORETTA; PISTOIA, 2008).

Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT, do inglés
International Society for Cellular Therapy) estabeleceu os critérios minimos para
caracterizagdo das MSC baseando-se em algumas propriedades: (i) capacidade de
aderir ao plastico; (ii) multipotencial para diferenciacdo em ostedécitos, adipocitos e
condrécitos, in vitro sob condigbes especificas; (iii) expressdo dos marcadores de
superficie celular CD73, CD90 e CD105 e a auséncia da expressao dos marcadores
CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-DR (DOMINICI et al., 2006).

A populagcdo de MSC pode exibir uma variagdo natural da expressao de
marcadores de superficie celular, mesmo quando mantida in vitro com condi¢des
controladas (SAMSONRAJ et al., 2017). Por apresentar uma expressao de antigenos
de superficie celular ndo especifica e variavel ao longo do tempo, a caracterizagéo
imunofenotipica é realizada utilizando nao apenas os critérios definidos pela ISCT,
mas também a adocdo de outros marcadores de superficie celular especificos de
outros tipos celulares. A escolha dessa marcagao complementar € definida por cada
grupo de pesquisa, levando em consideragao suas particularidades e a necessidade
demonstrar a pureza de seu pool de MSC e sitio de origem. Os marcadores negativos
mais comumente adotados para MSC de MO sao os presentes nas células endoteliais
como o CD31, CD106, CD51 e CD61. Porém, marcadores positivos como CD146,
CD44, CD49e, Nestina, sao também utilizados na imunofenotipagem (SAMSONRAJ
et al., 2017).

As MSC expressam grande numero de moléculas bioativas: (i) como as
moléculas de adesdo, VCAM-1 (molécula de ades&o celular-vascular 1), ICAM-1
(molécula de adesao intercelular-1), ALCAM (molécula de adesao celular ativadora de
leucdcitos); (ii) fatores de crescimento, como SCF, GM-SCF, HGF e EGF (Fator de
crescimento epidermal); (iii) citocinas, como as interleucinas IL-1a, IL-1b, IL-6, IL-7,
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IL-8, IL-11, IL-14, IL-15; (iv) fatores angiogénicos, VEGF e PDGF; (v) moléculas
imunomodulatérias, como PGE:2 (prostaglandina 2), HLA-G (antigeno leucocitario
humano G) e IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase)(BOIRET et al., 2005; COLTER,;
SEKIYA; PROCKOP, 2001; DAZZI et al., 2006; GRONTHOS et al., 2001). Essas
moléculas estao relacionadas com a modulagao da resposta inflamatéria, proliferagao
celular e efeitos citoprotetores (GNECCHI et al., 2008; WAN et al., 2008).

Outras fungdes biolégicas podem ser atribuidas as MSC, como o seu efeito
imunomodulador, muito explorado na terapia celular. A MSC apresenta capacidade
de suprimir e controlar a resposta imune exacerbada, podendo inibir a proliferacdo de
diversos tipos de células imunes, induzir a proliferagédo de linfécitos T e B regulatérios,
e favorecer a maturacéo de células dendriticas (BERNARDO; FIBBE, 2013; JONES
et al., 2007; KIM; KIM; CHO, 2013; NAUTA et al., 2006; TYNDALL; GRATWOHL,
2009).

Suas propriedades regenerativas como o efeito de homing para sitios que
apresentam danos; secre¢cdo de fatores antifibréticos, anti-inflamatérios e
angiogénicos; promogao da regeneracgao tecidual enddégena e sua plasticidade em se
diferenciar em diversos tipos celulares, sao importantes e justificam sua utilizacéo na
terapia celular (BERNARDO; FIBBE, 2013; CAPLAN, 2017; CHEN; LI; CHEN, 2015;
CHEN et al., 2008; MEIRELLES et al., 2009; ORLIC et al., 2003; SINGER; CAPLAN,
2011).

Infelizmente, as propriedades das MSC foram também associadas a efeitos
deletérios. Efeitos estes ilustrados por sua participagdo no processo de tumorigénese
em tumores solidos, como adenocarcinomas, neuroblastomas, osteosarcomas,
cancer de mama e neoplasias hematolégicas (mieloma multiplo, sindromes
mielodisplasicas, LMA e NMP (MEDYOUF, 2017; NWABO KAMDJE et al., 2017;
RAMAKRISHNAN; JOACHIM DEEG, 2009).

O envolvimento nos processos tumorais foi associado ao seu potencial de
promover modificacbes do nicho hematopoético, favorecendo a proliferacdo e
elevando a sobrevida da célula tumoral, resisténcia ao tratamento, progressao da
doenga (MEDYOUF, 2017; RAMAKRISHNAN; JOACHIM DEEG, 2009).

Em pacientes com TE, PV e MF, que apresentam a mutacao JAK2V617F, as
MSC apresentam baixo potencial de proliferagao, senescéncia precoce, diminuicao
do potencial de diferenciagdo osteogénica, redugdo da capacidade de sustentar a

hematopoese in vitro em longo prazo e alteragdes citogenéticas que apareceram tanto
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em passagens iniciais quanto em avangadas (AVANZINI et al., 2014). Anomalias
citogenéticas foram relatadas em MSC de pacientes com LMA, similares as que estédo
presentes nos blastos leucémicos, contudo, a expressao de moléculas de adesao e
antigenos de superficie celular ndo diferiu das MSC normais (HUANG et al., 2015).

As alteragbes do microambiente hematopoético, observadas nas NMP e em
Leucemias, parecem ser resultantes da interagcdo das células do estroma e
hematopoéticas malignas. Durante esta interagao, as células do estroma adquirem
novas propriedades que favorecem a manutencao do clone anormal em detrimento
da hematopoese normal (LATAILLADE et al., 2008).

O processo de transformacdo do microambiente medular normal em
microambiente tumoral visa, portanto, a preservagao e protecédo da célula neoplasica.
O microambiente tumoral age de maneira similar ao nicho hematopoético normal,
regulando a migragdo, quiescéncia e autorenovagdo do clone alterado. Duas
diferentes explica¢des sdo dadas para a transformacéo maligna do nicho: a primeira
€ que a transformacao é coordenada pela célula neoplasica; a segunda é que as
alteracdes no microambiente medular ocorrem antes do processo neoplasico, o que
favoreceria o0 aparecimento da célula neoplasica (MEDYOUF, 2017,
RAMAKRISHNAN; JOACHIM DEEG, 2009).

As observagbes da literatura sugerem que as MSC possuem uma mesma
funcdo pés-transformagado maligna, sendo um importante elemento regulatério no
microambiente medular, protegendo a célula tumoral devido sua propriedade
inibitérias do sistema imune, mantendo um pool da célula tumoral em quiescéncia e
longe de estimulos apoptéticos (0 que correlaciona com resisténcia ao tratamento),
secrecado de biomoléculas que promovem a angiogénese direta e indiretamente via
célula endotelial, como VEGF e IL-6 (MEDYOUF, 2017; RAMAKRISHNAN; JOACHIM
DEEG, 2009).

De uma maneira geral, MSC sao capazes de exercer sua atividade de
modulagdo no microambiente medular via interacdes célula-célula, que podem ser
autécrina, justacrina e paracrina. A sinalizagdo paracrina inclui produtos como

citocinas, complexos proteicos e vesiculas extracelulares (KUSUMA et al., 2017).

1.3.4.1 Sinalizagao celular por Vesiculas extracelulares
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As vesiculas extracelulares (VE) sao particulas derivadas de membranas
celulares com tamanhos variados (30-5000 nm) e classificadas com base na
biogénese, tamanho e marcadores de membrana. Fazem parte desse grupo os
exossomos e as microvesiculas (MV). Exossomos sdo nanoestruturas (30-150 nm)
que tém origem endocitica, enquanto MVs sao vesiculas, com um diametro entre 150
e 1000nm, derivadas diretamente da membrana celular por brotamento (REVENFELD
et al., 2014). As VE apresentam a capacidade de alterarem o fendtipo de células
vizinhas e sdo muito importantes nos processos de comunicacao célula-célula. Dentro
dessas vesiculas pode-se encontrar microRNAs (miRNA), mRNA e proteinas. A
interacao dessas moléculas por uma célula pode resultar na alteracao de seu fenétipo
(QUESENBERRY et al., 2014).

Nosso estudo deu enfoque nos miRNAs, pequenos RNAs ndo-codificantes que
inibem a expressao génica poés-transcripcional por clivagem ou deadenilagdo. Essas
moléculas exercem um importante papel na regulagdo da diferenciagao celular,
proliferagdo e apoptose (VECCHIONE; CROCE, 2010), eventos estes intimamente
relacionados a fisiopatologia das NMP (ltem 1.2). Denominam-se ApoptomiRs os
miRNAs que estariam envolvidos na regulagdo da maquinaria de apoptose (NUNES
et al., 2013; STENVANG et al., 2012; TOGNON; NUNES; CASTRO, 2013), atuando
como programadores da morte celular, orquestrados pela familia de proteinas BCL-2
e proteinas IAPs (DEJEAN et al., 2010). Pertubagbes na expressao de miRNAs estéao
fortemente associadas com a patogénese de diversas neoplasias humanas
(VECCHIONE; CROCE, 2010). Um trabalho de nosso grupo demonstrou uma
expressado anormal de miRNAs e genes envolvidos com a apotose em leucécitos do
SP e células CD34* da MO de pacientes com NMP estariam relacionados ao
mieloacumulo e compremetimento da apopotose (NUNES et al., 2013).

Estudos relatam que vesiculas derivadas de MSC apresentam a capacidade de
transferir RNA e assim revertem a lesdo de tecidos renal e hepatico, seja por
estimularem a proliferacédo ou pela diminuigdo da apoptose (BRUNO et al., 2013;
GATTI et al., 2011). Estudos in vitro em células epiteliais tubulares humanas tratadas
com cisplatina, um agente neoplasico citotoxico, demonstraram que vesiculas sao
capazes de regularem positivamente genes anti-apoptéticos como BCL-X,, BCL-2,
BIRC8 e regularem negativamente genes que apresentam papel central na execugao
da apoptose celular, como CASP1, CASP8 e LTA (BRUNO et al., 2009).
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A reversdo de fendtipos de cancer de linhagens de sarcoma, hepatoma e
cancer de ovario foi associada com microvesiculas derivadas de MSC da MO, a
potencial propriedade antitumoral seria atribuida as MV-MSC pelo favorecerimento a
apoptose e a inibicdo da progresséo do ciclo celular das células tumorais (BRUNO et
al., 2013). Contudo, os efeitos biolégicos das vesiculas extracelulares ndo apenas
dependem do conteudo, mas também do estado funcional e metabdlico das células
receptoras e das células que as originaram. Sendo assim, uma célula cancerigena
pode eliminar vesiculas extracelulares que induzem o cancer, e uma célula normal
poderia gerar vesiculas extracelulares com efeitos de reversdao do cancer
(QUESENBERRY et al., 2014).

Caivano e colaboradores (2015) demonstraram a presenga elevada de
vesiculas extracelulares circulantes (exossomos e microvesiculas) no soro de
pacientes com diferentes tipos de desordens hematolégicas neoplasicas, incluindo
nas NMP e também na leucemia mieloide aguda (LMA), mieloma multiplo (MM),
leucemia linfocitica crénica (LLC) e sindromes mielodisplasicas (SMD), e que as MV
poderiam representar um novo biomarcador (CAIVANO et al., 2015). Estudos mais
amplos sobre o conteudo das MV derivadas de MSC revelou a presenca de
componentes correlacionados a apoptose, proliferagdo celular, adesao, migracao e
morfogénese (CHEN; LI; CHEN, 2015; KIM et al., 2012a).

Um recente estudo em MM demonstrou que exossomos derivados de MSC na
medula 6ssea interagem com as células MM e modulam o crescimento tumoral in vivo.
O conteudo de microRNA presente nos exossomos € diferente daqueles que sao
derivados de MSC normais e dos de pacientes com MM. No exossomo de MSC de
MM sao elevados os niveis de proteinas oncogénicas, citocinas e moléculas de
adesao, o que seria responsavel pelo favorecimento do crescimento tumoral; no
exossomo derivados de MSC normais ocorre a promocéo da inibigdo do crescimento
tumoral (ROCCARQO et al., 2013).

Uma vez que ja existem relatos a respeito de disfungdes em MSC em NMP, é
importante saber se tais alteracbes se estendem também sobre as propriedades
antitumorais, apoptéticas, imunomodulatorias e angiogénicas desempenhadas pelas
MSC via sinalizagdo por VE. Por manter a assinatura da célula que a originou, o
estudo das VE pode auxiliar na identificacdo de alteracdes de celulares até mesmo

transitorias, desencadeadas pela tumorigénese.
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Pelo presente exposto, se faz importante a elucidacdo da caracterizagao e
funcdo desempenhada pelas MSC nas NMP. Conhecer o comportamento das MSC
de NMP, seu envolvimento com as patogéneses além das mutagbes condutoras,
nesse caso, alteragbes do microambiente medular, inflamagdo, angiogénese e
apoptose, e se a via de sinalizagao por VE atuaria nesses processos.

Nossa hipotese € que existam alteragbes nas MSC, produto de um
condicionamento da célula neoplasica, e que isso esteja relacionado com a
transformacdo tumoral do microambiente medular, contribuindo assim para a

fisiopatologia das NMP.
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7. Conclusoes
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Considerando a literatura estudada e nossas analises comparativas entre as
amostras dos pacientes e voluntarios sadios, os dados apresentados e discutidos,
conclui-se que:

1) As MSC isoladas da MO de pacientes com PV, TE e MF possuem perfil
imunofenotipico e multipotencialidade similares as das MSC isoladas da MO de
individuos normais;

2) As MSC da MO de pacientes com PV, TE e MF sdo mais dificeis de
serem estabelecidas in vitro e se expandem mais lentamente do que as MSC de
individuos saudaveis;

3) As MSC isoladas de pacientes com PV apresentam resisténcia ao
processo de morte celular, alteragdes moleculares e em suas propriedades
imunomodulatorias;

4) O microambiente medular de pacientes PV, TE e MF apresentam perfil
oncoinflamatdrio e pré-angiogénico, contrastando com o perfil apresentado pelo grupo
CTRL.
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