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RESUMO
Sanches, TP. Caracterizacdo do nicho endosteal nas neoplasias mieloproliferativas
associadas a mutacdo JAK2V617F. 2020. 43f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias).
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo

Preto, 2020.

As Neoplasias Mieloproliferativas (NMPs) se originam de alteragcdes moleculares ao
nivel da célula-tronco hematopoética (CTHS), mas alteracdes do nicho da medula
O0ssea podem também contribuir para a regulacédo das funcbes das células-tronco
neoplasicas e normais residuais e assim, participar da fisiopatologia da doenca.
Apesar das NMPs serem bem descritas, a contribuicdo do microambiente na doenca
foi pouco estudada. Dessa forma, é nosso objetivo estudar como as células do
microambiente contribuem para a doenca. Acreditamos que as NMPs se originem
nao apenas de defeitos intrinsecos da CTHS, mas também da sua regulacéo por um
nicho anormal, capaz de dar suporte proliferativo a mielopoese. Sendo assim,
objetivamos caracterizar fenotipicamente as células que dao suporte ao nicho
hematopoético localizado no endosteo (células endoteliais, osteoblastos e células-
mesenquimais estromais) utilizando um modelo murino transgénico knockin de
expressado heterozigotica condicional da mutacdo Jak2V617F. Para tanto, as células
do nicho endosteal da medula éssea dos animais Jak2wt (controles) e Jak2VF
(portadores de NMPs associada a mutacédo Jak2V617F) foram obtidas por meio de
digestdo dos fragmentos 0sseos e caracterizadas por imunofenotipagem da MO
total. Apdés exclusdo de células hematopoéticas, as células do nicho foram

identificadas como células endoteliais (CE, CD31+/Scal+), células mesenquimais



estromais (CM, CD31-/Sca-1+/CD51+) e Osteoblastos (OB, CD31-/Scal-/CD51+).
Os resultados deste trabalho possibilitaram estabelecer os métodos de isolamento
de uma populacdo pura de células mesenquimais no modelo transgénico
Jak2V617F. Além disso, observamos diminuicdo dos osteoblastos nos animais
Jak2VF em comparacdo aos controles Jak2wt. E possivel que a deficiéncia
numérica dos osteoblastos resulte em anormalidades funcionais no nicho que
possam favorecer a expansdo e/ou manutencdo das células-tronco neopléasicas.
Também né&o é possivel excluir que as células-tronco neoplasicas exercam um efeito
supressor sobre o nicho, reduzindo subpopulac¢des especificas do endosteo, sitio de
importantes interagbes entre células-tronco e microambiente da medula Ossea.
Estas hipOteses geradas a partir de nossa caracterizacdo fenotipica merecem

esclarecimento por meio de estudos funcionais futuros.

Palavras-chave: Nicho endosteal; Mutacao da JAK2; Neoplasias mieloproliferativas.



ABSTRACT

Sanches, TP. Characterization of the endosteal niche in myeloproliferative
neoplasms associated to the Jak2V617F mutation. 2020. 43f. Dissertation (Master
degree in Science). Ribeirao Preto Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirao

Preto, Sao Paulo, 2020.

Myeloproliferative neoplasms (MPN) originate from molecular changes at the
hematopoietic stem cells (HSC) level, but changes in the bone marrow niche may
also contribute to the functional regulation of neoplastic and normal residual stem
cells, and thus patrticipate in the pathophysiology of the disease. Although MPN are
well described, the contribution of the microenvironment to the disease has not been
fully studied. Therefore, it is our goal to study how the cells from the bone marrow
microenvironment contribute to the disease. We believe that MPN are initiated not
only by intrinsic HSC defects but also by its regulation by an abnormal niche, that
provides proliferative support to myelopoiesis. Therefore, we aimed to phenotypically
characterize cells that support the hematopoietic niche located at the endosteum
(endothelial cells, osteoblasts and mesenchymal stromal cells) by the use of a
murine transgenic knockin model of conditional heterozygous expression of the
Jak2V617F mutation. For that, cells from the bone marrow niche of Jak2wt (controls)
and Jak2VF (animals with Jak2V617F-associated MPN) were obtained by bone
digestion and characterized by immunophenotyping of the total bone marrow. After
exclusion of hematopoietic cells, the niche cells were identified as endothelial cells
(EC, CD31+/Scal+), mesenchymal stromal cells (MSC, CD31-/Sca-1+/CD51+) and

osteoblasts (OB, CD31-/Scal-/CD51+). Our results showed that it was possible to



establish the methods for isolation of a pure population of mesenchimal stromal cells
in the Jak2V617F transgenic model. In addition, we observed a decreased frequency
of osteoblasts in the Jak2VF animals when compared to Jak2wt controls. It is
possible that the numeric deficiency of osteoblasts results in functional abnormalities
of the niche that may favor the expansion or maintenance of the neoplastic stem
cells. It is also plausible that neoplastic stem cells exert a suppressive effect on the
niche cells, thus reducing specific subpopulations of the endosteum, a site of
important interactions between stem cells and the microenvironment of the bone
marrow. Such hypotheses generated by our study deserve to be further explored by

future functional studies.

Keywords: Endosteal niche; JAK2 mutation; Myeloproliferative Neoplasms.
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1. INTRODUCAO

1.1.Células-tronco hematopoéticas

Os diferentes tipos de células maduras do sangue originam-se a partir de
células-tronco hematopoéticas (CTHs) presentes na medula 6ssea (MO). Essas
células sdo as mais imaturas na hierarquia da diferenciacdo, sendo capazes de
originar as linhagens eritroide, mieloide e linfoide (MULLER-SIEBURG et al., 2002;
REYA et al., 2001). CTHs s&o capazes de reconstituir e manter o sistema
hematopoético completo e funcional por longos periodos. Assim, sdo caracterizadas
por trés propriedades intrinsecas: capacidade proliferativa, pluripotencial (habilidade
de diferenciacdo em todos os tipos de células sanguineas) e capacidade de
autorrenovacao (FUCHS; TUMBAR; GUASCH, 2004; REYA et al., 2001). Esse
potencial de autorrenovacdo ocorre por meio de divisdo celular simétrica e
assimétrica, ou seja, uma célula progenitora hematopoetica (CPH) da origem a duas
células filhas, uma das quais permanece como célula-tronco pluripotente (divisdo
simétrica) e a outra migra para o compartimento principal da medula 6ssea, onde ira
se diferenciar nas suas progénies (divisdo assimétrica) (FUCHS; TUMBAR,;
GUASCH, 2004; REYA et al., 2001). Neste processo, duas subpopulacdes podem
ser identificadas: CTHs com capacidade de autorrenovacdo a longo-termo (LT-
CTHS) e CTHs com capacidade de autorrenovacédo a curto termo (CT-CTHS). As
LT-CTHs sdo capazes de se renovar indefinidamente, sendo responsaveis pela
manutencdo do pool de células hematopoéticas imaturas e indiferenciadas;
enquanto as CT-CTHs sédo capazes de manter a hematopoese, originando-se de

divisbes celulares assimétricas da LT-CTHs, com maior potencial de proliferacdo e
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comprometimento para gerar os precursores das diferentes linhagens sanguineas
(MULLER-SIEBURG et al., 2002; WATT, 2000).

Em seres humanos adultos, as CTHs sdo responsaveis pela producéo de 10°
glébulos vermelhos e 108 leucécitos em média, a cada hora, incluindo também
plaguetas. (FUCHS; TUMBAR; GUASCH, 2004). As CTHs sao provenientes da
regido embrionaria aorta-gbnada-mesonefros (AGM) e migram primeiro para a
placenta e, depois, para figado e baco fetais. Por volta da vigésima semana de vida
intrauterina, a hematopoese passa a acontecer na MO, onde a formacao de células
do sangue é mantida no periodo pos-natal (FUCHS; TUMBAR; GUASCH, 2004).
Existe um equilibrio rigorosamente preciso para regular a autorrenovagao e
diferenciacdo das CTHS, o qual depende de fatores intrinsecos e extrinsecos

modulados pelo microambiente da MO (FUCHS; TUMBAR; GUASCH, 2004).

1.2.Nicho da medula 6ssea normal

O nicho da medula 6ssea consiste em uma unidade estrutural interativa
composta por CTHs, precursores hematopoéticos e outros componentes celulares,
fatores de crescimento, citocinas e proteinas de matriz extracelular, as quais
favorecem a organizacéo e a estrutura da MO (FUCHS; TUMBAR; GUASCH, 2004),
e mantém o fenotipo final das CTHs, de forma a manter a homeostase do tecido
(REYA et al., 2001). Esse nicho é definido por duas regides com caracteristicas
distintas, denominadas de nicho osteoblastico (ou endosteal) e nicho vascular
(PERRY; LI, 2007). O nicho endosteal € localizado na superficie interior da cavidade
do osso, com abundante concentragédo celular de osteoblastos proporcionando um
microambiente estavel para as CTHs se manterem em estado quiescente (ARAI et

al., 2004a; KONOPLEVA; JORDAN, 2011). O nicho vascular ¢ localizado na regiéo
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sinusoidal, préxima aos vasos sanguineos, e, neste microambiente, as células
recebem estimulos para promover a proliferacéo e diferenciacdo e sdo controladas
pela proximidade das células endoteliais (CEs), células mesenquimais (CMs) e
megacariocitos (KONOPLEVA; JORDAN, 2011; ZHANG et al., 2003).

Sabe-se que o funcionamento normal das CTHs € dependente de um
programa rigoroso de regulacédo da sua quiescéncia, autorrenovacgao e diferenciacéo
(KONOPLEVA; JORDAN, 2011; PARK, 2012). Fatores de crescimento, citocinas e
proteinas da matriz extracelular sdo produzidas pelas células do nicho
hematopoético, dando suporte essencial para a manutencdo a longo prazo de um
pool estavel de CTHs (SCADDEN, 2007).

As células do nicho dito endosteal sao representadas por células endoteliais
(CEs), osteoblastos (OBs) e células mesenquimais (CMs).

Com base em estudos in vivo e ex vivo, as CEs da medula 6ssea expressam
fatores que promovem hematopoese, como o fator estimulador de colénias de
granulécitos (G-CSF), fator estimulador de colbnias de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF), fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF), fator de células-
tronco (SCF; também conhecido como ligante KIT), interleucina-6 (IL-6) e ligante de
tirosina quinase 3 estd relacionada com FLT3 (FLT3L; também conhecido como
ligante FLK2) (YODER et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que essas células
expressam as moléculas de adesdo E-selectina, P-selectina, molécula de adeséo
celular 1 (VCAM1) e molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM1). A vasculatura da
medula 6ssea é heterogénea, e apresenta aumento da expressdo das moléculas do
nicho tais como a E-selectina e o motivo ligante C-X-C 12 (CXCL12), as quais
facilitam o retorno das CTHs para a medula éssea. Essas vias de retorno séo

exploradas por doencas malignas que podem invadir a medula éssea (BUTLER et
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al., 2010; KOBAYASHI et al.,, 2010; TEOFILI et al.,, 2011, 2011). In vitro, CEs
imortalizadas podem dar suporte a funcdo da CTHs em cultura por meio da
expressdo de ligantes Notch (MENDEZ-FERRER et al., 2010a). Da mesma forma, a
expressdo de uma forma mutante constitutivamente ativa de AKT em células
endoteliais, usando um modelo de camundongo transgénico condicional especifico
de células endoteliais, leva a um aumento nos numeros de CTHs (MORRISON;
SCADDEN, 2014). Essas caracteristicas sustentam a ideia de que as CEs podem
fornecer fungdes as células hematopoéticas in vivo, embora a evidéncia conclusiva
de que eles o fagam ainda néo esteja disponivel.

As CEs séo cercadas por células mesenquimais (CMs) perivasculares, que
fornecem o suporte estrutural e abrigam populacbes de células que podem
regenerar o estroma da medula 0ssea e interagir diretamente com as CTHs. Uma
subpopulacdo de CMs da medula 0ssea que é caracterizada pela expressédo do
marcador de superficie CD146 em humanos (OMATSU et al., 2010) ou da proteina
de filamento citoplasmatico nestina em camundongos (OMATSU et al., 2010), pode
dar origem a microambientes hematopoéticos ectopicos apO0s o0 transplante,
sugerindo que essas células estdo envolvidas na regeneracdo do estroma da
medula 6ssea. Essas células envolvem os vasos sanguineos e as fibras nervosas
adrenérgicas, tanto na regido central quanto na endosteal da medula éssea, e
expressam varias proteinas que regulam a manutencdo das CTHs, incluindo
CXCL12, angiopoietina-1 e SCF. A exclusdo de CMs que expressam nestina leva a
uma reducéo de 50% nos numeros de CTHs da medula 6ssea havendo um aumento
proporcional nos numeros de CTHs no baco, sugerindo que as células que
expressam nestina estdo envolvidas na fixagdo de CTHs em um local perivascular

dentro da medula 6ssea (WALKLEY et al., 2007).
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Existem funcdes distintas para varios tipos de populacdes de células CMs que
estdo em processo de definicdo. Por exemplo, dados recentes sugerem que células
mesenquimais mais primitivas, como aquelas que expressam nestina, participam da
regulacdo das CTHs (VALTIERI; SORRENTINO, 2008). As CMs representam uma
populacdo de células multipotentes, capazes de se diferenciar e produzir qualquer
tipo celular necessario para um processo de reparacdo, como osteoblastos,
condroblastos, hepatdcitos, neurbnios, células epiteliais, renais, cardiacas
(SCHOFIELD, 1978). Na MO, regulam o microambiente controlando a quiescéncia e
a proliferacdo das CTHs (KASTRINAKI et al., 2013) e também tém importantes
efeitos imunossupressores (MAJUMDAR et al., 2000; MAURO; ODWYER,;
DRUKER, 2001a). Embora varios estudos tenham investigado a importancia das
CMs no nicho hematopoético, este papel néo esta totalmente esclarecido
(PRASANNA et al., 2010). Sabe-se que estas células expressam uma grande
variedade de receptores para quimiocinas e fatores de crescimento (ARAI et al.,
2004b; PETIT et al., 2002) e que, em diversas doencas com anormalidades na MO
ocorre desregulacdo da expressédo de citocinas ou quimiocinas como IFN-y, TNF-a,
IL-1B8, ou IL-6 que podem afetar de forma diferenciada os varios componentes
celulares da MO.

Os osteoblastos (OBs) séo células derivadas das CMs e secretam fatores que
regulam a manutencdo das CTHs, incluindo angiopoetina, trombopoetina e
CXCL12 (KIEL et al.,, 2005; SOTIROPOULOU; PAPAMICHAIL, 2007). Estudos
funcionais indicam que a angiopoetina e trombopoetina promovem quiescéncia das
CTHs, ao passo que CXCL12 regula a migragéo e localizacdo destas células na MO
(KIEL et al., 2005; SOTIROPOULOU; PAPAMICHAIL, 2007). As CTHs em condi¢cdes

normais encontram-se localizadas proximas aos osteoblastos endosteais. Tal
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proximidade fisica sugere que héa interacao entre CTHs e OBs. De fato, demonstrou-
se que CTHs murinas definidas como linhagem negativas (-), Scal+, cKit+, CD48-,
CD150+ isoladas de regides endosteais do fémur tém maior potencial de
reconstituicdo hematopoética a longo prazo do que células fenotipicamente idénticas
isoladas da MO central (WANG et al., 2013). As células hematopoéticas mais
imaturas estdo localizadas ao longo da superficie endosteal, com um gradiente de
diferenciacdo movendo-se em direcdo ao eixo central da cavidade medular para a

regido perivascular (MAURO; O'DWYER; DRUKER, 2001b; WANG et al., 2013).

1.3.Neoplasias mieloproliferativas associadas a mutacdo da JAK2.

As neoplasias hematopoéticas se originam de alteracdes genéticas
moleculares ao nivel da CTHs, mas alteracdes do nicho podem contribuir para a
regulacéo das funcdes das células-tronco neoplasicas e das CTHs normais residuais
e, assim, participar da fisiopatologia da doenca. Conforme classificado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2016 (GRIESINGER et al., 2005; ZHANG
et al., 2003), dentre as chamadas neoplasias mieloides estdo: as leucemia mieloide
crobnica (LMC, BCR-ABL1 postiva), leucemia neutrofilica croénica, leucemia
eosinofilica crénica, policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE), mielofibrose
primaria (MFP), mastocitose e NMPs inclassificaveis que sdo categorizadas como
NMPs BCR-ABL1 negativas. Dentre essas, as NMPs classicas sdo PV, TE e MFP,
gue consistem um grupo heterogéneo de doencas hematopoéticas clonais
caracterizadas pela producdo excessiva de uma ou mais linhagens de células
maduras do sangue (linhagens eritroide, mieloide e/ou megacariocitica), e levam a
complicagbes clinicas como esplenomegalia decorrente da hematopoese

extramedular, eventos tromboéticos, hemorragia e potencial evolugdo para
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mielofibrose secundaria ou para leucemia mieloide aguda (LMA) (MAURO;
O'DWYER; DRUKER, 2001a).

Em 2005, varios estudos clinicos relacionaram a ocorréncia de mutacdes no
gene da Janus Quinase 2 (JAK2), localizado no cromossomo 9. Destaca-se a
descoberta da mutacdo pontual JAK2V617F como um fator para o desenvolvimento
de algumas destas doencas (BAXTER et al., 2005). Esta mutacéo, localizada no
éxon 14 do gene JAK2 ocorre por substituicdo de uma guanina por timidina
resultando na substituicdo de uma valina por uma fenilalanina que ocorre na posicao
617 da proteina. Demonstrou-se que a substituicdo na proteina ocorre no dominio
inibitério da mesma e provoca a ativagdo constitutiva da atividade tirosina-quinase
localizada na porcao intercitoplasmatica de receptores dos fatores de crescimento
como eritropoetina, fator estimulante de coloénia de granuldcitos (G-CSG) e
trombopoetina, aumentando a sensibilidade a acdo destes ligantes ou
desencadeando ativacdo autbnoma da via de sinalizacdo JAK/STAT (KRALOVICS
et al., 2005; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017).

As mutacdes ditas fenotipicas, ou seja, que determinam o fenoétipo de
proliferacdo mieloide caracteristico das NMPs, sdo mutuamente exclusivas resultam
na ativacdo da via JAK/STAT e, consequentemente, em sinais intracelulares que
aumentam a proliferacdo e reduzem a morte celular. A mais classica delas consiste
na mutacdo somatica JAK2V617F, que pode ser identificada em cerca de 96% dos
casos de PV, e em aproximadamente 50 a 60% dos pacientes com TE e MFP. Nos
casos de TE e MFP negativos para a mutacdo da JAK2, mutagcdes somaticas no
éxon 10 do receptor da trombopoetina MPL (MPLW515L/K/A/R/G) podem ser
observadas em aproximadamente 5 a 10% dos pacientes, e mutagdes no éxon 9 da

calreticulina (CALR) em 20 a 25% dos casos (CALVI et al., 2003).
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Em adicdo as mutacdes oncogénicas, outras anormalidades podem ser
observadas nas NMPs, tais como demonstram as evidéncias de contribuicdo do
microambiente da MO na patogénese das neoplasias mieloides. De fato, as
alteracoes no microambiente, tais como aumento da densidade microvascular
(angiogénese), fibrose e espessamento das trabéculas 6sseas (ARBER et al., 2016,

2016; GRIESINGER et al., 2005; WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2003).

1.4.Alteracdes do nicho nas neoplasias mieloproliferativas

Ha evidéncias de que o nicho hematopoético influencia na proliferacéo,
sobrevivéncia e migracado de células-tronco leucémicas. Alteracdes observadas no
nicho em neoplasias mieloides sugerem que este parece sofrer uma modulagcéo
secundaria a transformacédo clonal das CTHs e células-tronco progenitoras nas
NMPs (BAXTER et al.,, 2005; GRIESINGER et al., 2005; MAURO; O’DWYER,;
DRUKER, 2001b). Estudos experimentais realizados em um modelo de
camundongos transgénicos de LMC em fase crbnica sugeriram que as células
mieloides leucémicas remodelam o nicho endosteal da MO. Observou-se que no
nicho leucémico do modelo de LMC, os OBs encontram-se com a sua funcéo
alterada, prejudicando a hematopoese normal, favorecendo a funcdo das células-
tronco neoplasicas e contribuindo para o desenvolvimento de fibrose da MO.
(VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017) Utilizando um modelo murino de LMC
induzida por BCR-ABL (modelo murino SCL-tTA/TRE - BCR/ABL), Schepers e
colaboradores mostraram que as células leucémicas estimularam a producéo
excessiva de células osteoblasticas que, por sua vez, apresentavam expressao
reduzida de fatores como integrina e caderina, importantes para regulagéo da familia

IL-1 de citocinas pro-inflamatorias que contribuem para manutengdo das CTHS,
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resultando assim em capacidade diminuida para dar suporte as CTHs normais. Em
células osteoblasticas anormais, detectou-se aumento da expressao de genes
relacionados a inflamacdo e a mielofibrose, sugerindo que estas células podem
contribuir para a fibrose da medula éssea (BAXTER et al., 2005; VAINCHENKER;
KRALOVICS, 2017). Outro estudo mostrou que defeitos osteoblasticos graves foram
encontrados em um modelo BCR-ABL/Nup98/HoxA9, no qual osteoprogenitores,
osteoblastos endosteais e a massa 6ssea encontravam-se diminuidos e com maior
expressdo de CCL3 (KRALOVICS et al.,, 2005; VAINCHENKER; KRALOVICS,
2017).

Sabe-se que alteragbes no microambiente da medula 6ssea como aumento da
densidade microvascular, fiborose e expressdo aberrante de citocinas inflamatorias
contribuem para o fendtipo das NMPs. Acredita-se que tanto as células-tronco
progenitoras como megacariécitos e mondcitos secretam citocinas como IL-6, IL-8,
VEGF, FGF, PDGF, TNFa, TGFp, oncostatina M e SDF-1 (CXCL12). Estas citocinas
se ligam aos seus receptores em células endoteliais, fibroblastos e células do
estroma da medula éssea e podem induzir fibrose e angiogénese em maior ou
menor grau (KRALOVICS et al., 2005; KRAUSE; SCADDEN; PREFFER, 2013b).

Uma das grandes caracteristicas da malignidade € a presenca da
inflamacdo (KRAUSE; SCADDEN; PREFFER, 2013a), (SCHMITT-GRAEFF;
NITSCHKE; ZEISER, 2015), que é reconhecida como um importante fator na
patogénese das sindromes mielodisplasticas (SMD) e leucemia mieloide aguda
(LMA), e envolve diferentes vias de sinalizacdo celulares e moleculares (16,
(SCHEPERS et al., 2013a). Assim, o estado continuo de inflamag&o provido pelo
nicho leucémico pode contribuir para a iniciagdo e progressdo das doencas

hematoldgicas. A reacdo do estroma, por sua vez, pode amplificar as alteracdes
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mieloproliferativas contribuindo para a progressdo da doenca. (MAJUMDAR et al.,
2000)

Ainda sdo desconhecidos 0s mecanismos exatos pelos quais a hematopoese
mieloproliferativa anormal tem impacto sobre o microambiente da medula 6ssea.
Embora estudos recentes tenham corroborado para elucidagdo dos mecanismos de
contribuicdo de algumas células do nicho em LMC, pouco se sabe a respeito dessa
contribuicdo nas NMPs BCR-ABL1 negativas. Acreditamos que o fenétipo e funcao
das células do nicho das NMPs sejam anormais e que, além de contribuirem para a
mielofibrose, levem a amplificacdo das anormalidades das células-tronco que iniciam
e mantém a doenca. De maneira reciproca, as neoplasias mieloides também afetam
a funcdo do microambiente da medula podendo prejudicar a hematopoese normal,
favorecendo a expansdo maligna das células-tronco. As CMs de pacientes com
neoplasias hematolégicas podem ser comprometidas e apresentarem funcdes

desreguladas (PELED, 1999; YOSHIHARA et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

As Neoplasias Mieloproliferativas (NMPs) se originam de alteracdes clonais
ao nivel da célula-tronco hematopoética (CTHs). Entretanto, estas alteracbes néo
sdo suficientes para explicar completamente a fisiopatologia e determinar o0s
diferentes fenétipos desse grupo de doencas. Se, por um lado, a desregulacédo do
microambiente pode contribuir para a transformacdo neoplasica ao modular as
propriedades da CTHSs, por outro, a hematopoese leucémica das NMPs também
pode modificar o microambiente. As anormalidades do microambiente da medula
ossea (MO) nas NMPs nao estdo completamente esclarecidas. A maior parte das
evidéncias deriva de modelos de mielofibrose, nos quais as alteracées mediadas por
citocinas resultam na fibrose da MO, um evento tardio na evolucdo das NMPs.
Pouco se sabe sobre alteracdes mais precoces que podem ocorrer na PV, TE ou
nas fases pré-fibréticas da mielofibrose. Diante disso, e do conhecimento da
proximidade fisica e potencial interacdo entre CTHs e nicho endosteal, almejamos
caracterizar fenotipicamente as células do nicho endosteal com objetivo de contribuir
para a investigacdo da potencial regulacdo das CTHs pelo nicho neoplasico nas

NMPs associadas a mutacao da JAK2.

Objetivo

Isolar e caracterizar as células que compdem o nicho endosteal da medula
O0ssea, sendo elas células mesenquimais (CMs), Osteoblastos (OBs) e células
endoteliais (CEs) em doencas mieloproliferativas usando como ferramenta o modelo

murino transgénico knockin JAK2V617F.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Aspectos éticos da pesquisa
O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

(Parecer CEUA numero 172/2017, em anexo).

3.2.Delineamento experimental
O algoritmo apresentado na Figura 1 resume a estratégia experimental do
estudo, que inclui a padronizacdo do isolamento de células mesenquimais em
cultura de longa duracdo bem como a caracterizacdo das subpopulacdes do nicho
da medula 6ssea do modelo transgénico de neoplasia mieloproliferativa (NMPS)
associado a mutacao Jak2V617F.
Jak2 wt/wt
Jak2 wt/VF
Ossos longos

|

Obtencdo de células da MO ap6s flushing +/- digestdo com colagenase |

— N

Caracteriza¢dao de células do nicho perivascular e Cultura e expansao de células mesenquimais totais em
endosteal por citometria de fluxo (células mesenquimais, alfa-MEM + 15% de SBF
osteoblastos, células endoteliais) Quando pureza > 80%:

|

1) Demonstrar isolamento das células mesenquimais
por citometria de fluxo

2) Obter RNA para futura analise de expressdo génica

diferencial entre Jak2WT e Jak2VF

3) Obter sobrenadante de cultura para futura analise

diferencial de citocinas entre Jak2WT e Jak2VF

Figura 1. Estratégia experimental de estudo do nicho da medula 6éssea do modelo
transgénico Jak2V617F.
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3.3.Modelo animal

Foi utilizado, como modelo de neoplasia mieloproliferativa (NMPSs),
camundongos C57/BL6 transgénicos vavCre e Jak2wt/V617F (todos C57BL/6 com
background CD45.2). As colbnias Jak2 e vavCre foram mantidas no Laboratério de
Estudos Experimentais em Animais (LEEA) do Hemocentro — FMRP-USP, sob
condicdes livre de patdgenos e mantidas de acordo com as politicas do Comité de
Etica em Pesquisa em animais. Os detalhes da geracdo do modelo knockin para a
mutagdo Jak2V617F estdo disponiveis na literatura (PRASANNA et al., 2010) . Os
camundongos expressam a mutacao Jak2V617F de forma heterozigoética, sendo que
os animais Jak2 wt/FI sdo portadores, mas nao expressam o fendtipo clinico da
doenca. O acasalamento destes animais heterozigotos com animais transgénicos
vavCre, resulta na expressdo germinativa da mutacdo Jak2V617F em todas as
células hematopoéticas bem como células endoteliais dos animais transgénicos. A
recombinacdo Cre ocorre em duas etapas, uma que remove o éxon wt (do inglés,
wild-type) e a outra que coloca o éxon V617F na orientacdo certa para que ocorra a
transcricdo. Os animais JAK2 wt/FI vavCre positivos (denominados a partir deste
ponto de Jak2VF) expressam a Jak2 mutada (V617F) e desenvolvem NMPs letal
com 100% de penetrancia a partir de quatro semanas de vida, com sobrevida média
de 100-150 dias, caracterizada por elevacdo do hematdécrito, leucocitose,
esplenomegalia e eritropoese extramedular proeminente, muito semelhante a
policitemia vera (PV) humana. Os animais considerados controles sdo camundongos

Jak2 wt/wt vavCre positivos (ou Jak2wt).
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Jak2 locus (mouse chromosome 19)

(1 8
‘ Lowp
’ LoxP511
[

FRT

Floxed inversion \"ATL
| ——A—4-N—o¢IE-—I-

VE17F

l After full Cre recombination

Induced Jak2v¥"'* VG1TF

e | ————4¢H——1

Figura 2. Representacdo esquematica da geracdo do modelo transgénico knockin
Jak2V617F. Inicialmente, um sitio LoxP foi introduzido anteriormente ao éxon 14 normal da
Jak2 e, em seguida, um cassete de clonagem consistindo nas seguintes regiées: um sitio
LoxP511, o fragmento de cDNA numa orientacéo invertida contendo a mutacdo G1849T (que
resulta na troca de aminoacidos V617F), um sitio LoxP (Fonte: Adaptado de Mullally A. et al.,
Physiological Jak2V617F expression causes a lethal myeloproliferative neoplasm with
differential effects on hematopoietic stem and progenitor cells. Cancer Cell. 2010 Jun
15;17(6):584-596).

3.4.Experimentacédo animal

Os animais da colénia JAK2 foram selecionados para a experimentacdo de
acordo com a genotipagem, sendo utilizados animais controles (Jak2wt) e
portadores de NMPs associada a mutacao Jak2V617F (Jak2VF), com idade entre 8
e 12 semanas, num total de 5 animais por grupo para cada comparacao realizada
(isolamento de células mesenquimais totais e quantificacdo de subpopulacdes do
nicho). O fendtipo dos animais quanto a realizacdo de hemograma do sangue
periférico e tamanho/peso do baco foram sempre observados. Os animais foram
eutanasiados com sobredose intraperitoneal de 2,2,2-Tribromoethanol (Sigma
Aldrich), seguida de descolamento cervical, de acordo com as recomendacdes

éticas da Instituicéo.
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3.5.Isolamento de células mesenquimais pelo método de flushing para cultura

Inicialmente, o isolamento de células mesenquimais do nicho hematopoético
foi realizado pela técnica de flushing, conforme se detalha a seguir.

ApOs a eutanasia dos animais Jak2VF e Jak2wt, os 0ssos longos das 4 patas
foram excisados e limpos de tecido muscular e ligamentos, as epifises cortadas e
com auxilio de agulha 24G, os ossos foram submetidos ao flushing com 5 mL de
solucdo salina tamponada (PBS, do inglés phosphate-buffered saline). Por este
meétodo, obtém-se tanto células hematopoéticas como células do estroma da medula
0ssea (em menor quantidade) inicialmente e, apenas apo0s o cultivo com remocao
das células ndo aderentes, € possivel isolar células do nicho apés varias passagens.
As células provenientes desta lavagem inicial foram contadas em camara de
Neubauer, distribuidas em placas de Petri de 25 mm ou garrafas de 25 cm?,
cultivadas em meio DMEM (Gibco) com 15% de soro bovino fetal (SFB, Gibco),
gentamicina 50 pg/mL (Nova Farma) , em estufa a 37°C com 5% de CO: por 3
horas. ApOs as trés primeiras horas de cultivo, as células sobrenadantes nao
aderentes, que se acumulam no meio da superficie da placa, foram retiradas e
substituidas por um meio completo fresco. Depois, foram incubadas por mais dezoito
horas, repetindo-se o procedimento de retirada do meio de cultura contendo células
ndo aderentes e adicdo de novo meio. Este procedimento foi repetido por mais 72
horas (Dia 1 ao Dia 3). No terceiro dia, o meio foi completamente retirado e
procedeu-se a lavagem cuidadosa com PBS 1X, seguida da adicdo de meio DMEM
com 15% de SBF fresco. Esta troca de meio com lavagem foi repetida por mais 16

dias.
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3.6.Isolamento de células mesenquimais obtidas a partir da digestdo dos

fragmentos 6sseos utilizando colagenase para cultura de longa duracéo

O isolamento das células mesenquimais foi realizado de acordo com o
protocolo estabelecido por Zhu e colaboradores (ZHU et al., 2010). Resumidamente,
apos a eutanasia, 0s 0ssos longos das cinco patas foram excisados e limpos de
tecido muscular e ligamentos, as epifises cortadas, e com auxilio de agulha 24G, os
ossos foram submetidos ao flushing com 5 mL de PBS, de forma a remover a
maioria das células hematopoéticas. Apds a lavagem completa, os ossos foram
cortados em pequenos pedacos de cerca de 0,1 cm x 0,1 cm (aproximadamente 9 a
10 fragmentos por poco) e colocados em meio alfa-MEM (Gibco) com 1 mg/mL
colagenase tipo | (Worthington Biochemical) por 2 horas a 37° C sob agitacdo. Por
este método, descarta-se a maioria das células hematopoéticas no flushing e digere-
se 0s 0ss0s com colagenase para obter as células do estroma da medula 6ssea.

Apoés a digestao, os fragmentos 6sseos foram transferidos para garrafas de
cultura de 25 cm? com meio alfa-MEM suplementados com 15% de SBF,
gentamicina 50 pg/mL (Nova Farma) e anfotericina B 25ug/mL (Invitrogen), e
mantidos em cultura a 37°C e 5% de CO2. Apés trés dias de cultura, o meio foi
trocado e as células do sobrenadante foram descartadas, um novo meio foi
adicionado e a cultura mantida por cinco dias. Apos esse periodo, o meio foi trocado
a cada 48 horas e, quando a garrafa atingiu 80% de confluéncia das células
aderentes, o conteudo foi repicado utilizando 0,25% de tripsina-EDTA (Thermo
Fisher Scientific). A cada repique foi considerada uma passagem e, quando as
células atingiram a passagem cinco (P5), as mesmas foram utilizadas para a

caracterizacdo por imunofenotipagem. Apoés repeticbes do método para otimizacéo,
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confirmamos o isolamento de células mesenquimais (CMs) por meio de

imunofenotipagem,

3.7.Imunofenotipagem

Para avaliacao inicial do isolamento de células do nicho da medula Gssea, e
comparacdo entre os dois métodos de isolamento descritos anteriormente,
utilizamos estratégia de analise baseada na deteccao dos seguintes marcadores:
CD45.2, F4-80, CD11b, CD34 e CD135.

Apoés a padronizagao do isolamento de células do nicho por meio de digestao
com colagenase |, procedemos a identificacdo mais detalhada de células do nicho
endosteal, conforme descri¢cdo da literatura (Figura 2)(SCHEPERS et al., 2013a). O
contetudo da digestdo dos fragmentos 6sseos com colagenase | foi submetido a
imunofenotipagem para caracterizacdo do nicho endosteal. A estratégia para
caracterizacdo a partir da gate inicial por tamanho e granulosidade (SSC x FSC)
incluiu a exclusdo de células hematopoéticas (incluindo marcadores de células B, T
e eritroides, além do marcador pan-hematopoético CD45), utilizando coquetel
denominado linhagem negativo (Lin-) que incluiu os seguintes marcadores: CD3,
CD19, TER119, CD45, de forma a selecionar a populacdo negativa para a marcacao
descrita. Adicionalmente, as células foram marcadas com 0s seguintes anticorpos
conjugados: CD31-PE/Cy7, CD51-PE e Sca-1-APC (todos da marca Biolegend®) e
plotadas de forma a selecionar as subpopulacbes esperadas, ou seja, células
endoteliais, células mesenquimais estromais e osteoblastos. A aquisicdo das
amostras foi realizada no citbmetro de fluxo FACS Canto Il (BD BiosciencesR, San

Diego, USA), e as analises foram realizadas utilizando o software FlowJo V10.
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Figura 3. Estratégia de caracterizacdo de células do nicho endosteal por
imunofenotipagem. EC: células endoteliais; MSC: células mesenquimais estromais; OBC:
osteoblastos. Fonte: SCHEPERS, K. e colaboradores (SCHEPERS et al., 2013b) .
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4. RESULTADOS

4.1.Caracterizacdo genotipica e fenotipica dos animais portadores de NMPS

associada a mutacédo Jak2V617F

4.1.1. Genotipagem

Os animais da colénia de animais transgénicos Jak2V617F foram
selecionados para a experimentacdo de acordo com a genotipagem, que permite
identificar animais controles (Jak2wt) e portadores de NMPs (Jak2VF). O DNA
gendmico dos animais apés a quarta semana de vida foi obtido a partir de pequenos
fragmentos da orelha dos camundongos, e foi realizada genotipagem por meio da
técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) com oligonucleotideos
especificos para a amplificacdo da Jak2 wt e mutada, bem como para a presenca da
enzima cre-recombinase. Foram utilizados os seguintes reagentes para a reacao de
PCR: Taq 5U/uL (Promega GO Taq DNA Polymerase), Buffer 5X (MgCl.-1.5 mM),
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs 1.25 pM cada) e os oligonucleotideos
(Jak2.Fw, Jak2.Rv, vavCre.Fw e vavCre.Rv) na concentracdo de 10 pM. As reagdes
foram realizadas no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosciences, Foster City, CA, EUA).

A analise genotipica Jak2 e vavCre foi finalmente determinada por meio de
eletroforese em gel de agarose 2,5%. Os animais portadores de NMPS (Jak2VF)
apresentam duas bandas (250 pb e 350 pb), enquanto que os animais controles

(Jak2wt) apresentam apenas a banda de tamanho de 250 pb (Figura 4A).
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4.1.2. Caracterizacao do fendtipo de NMPs

Uma caracteristica clinica das NMPs é o aumento no tamanho do baco
(esplenomegalia), que foi observado nos animais Jak2VF analisados em
comparacao aos animais Jak2wt (Figura 4B). Além disso, observou-se contagens
aumentadas de glébulos vermelhos, leucécitos e plaquetas bem como elevacdo da

hemoglobina e hematécrito nos animais Jak2VF em comparagdo aos animais

Jak2wt (Figura 4C).

A)
V0
B) C)
Animais GV HGB | HCT GB PLAQTS
1-190 wttfe | 14.19109= |21.39\a|es.0n] 97100 | 2471103mm3
2-1111wivfe | 1652100700 | 23.98\dl [75.2%] 11100 | 2791100
3-115wt\fe | 14.3010% | 20.7g\dl | 65% | 113100 | 2016 107
10.4 106"
a-1116 wivfs | 1498106~ | 13.75\dl [39.7%] 1869103 10.0 107w
Jak2/wt / wit 5-1128 wivf+ | 830106~ | 13.85\d1 |30.8%| 100100 | s11100em
10,4 10
6-1129 wtiwte | 8.3110% | 13,7g\dl |35.7%| 342103\mm3 | 343\mm3
7-1141 wiiwts | 1652109 2390\l [75.2%] 6.01mmm | 2791 100w
8-1142 wtywt+ | 9.07 109~ | 14.95\dl |43.8%) 6.0540 107 540 103\mm3
9-1137 wtywte | 913109 | 15.4g\dl [43.4%] 7.9100w | 5271003
Jak2/ wt/ vF 10-J138 welwte | 10.29 109+ 17.3g\dl |s0.0%] 11.310% | 526 100

Figura 4. Caracterizacdo dos animais portadores da mutagdo Jak2V617F e controles.
A. Esquema representativo do padrdo de bandas em gel de agarose a 2% para
genotipagem dos animais Jak2 WT/WT e Jak2 WT/VF. B. Tamanho do bago dos animais
Jak2 WT/WT (painel superior) e Jak2 WT/VF (painel inferior). C. Contagens diferenciais do
hemograma de animais Jak2 WT/WT e Jak2 WT/VF.

Wt: wild type; pb: pares de bases; MM: Marcador de peso molecular; GV: Glébulos
vermelhos; HGB: Hemoglobina; HCT: Hematoécrito; GB: Globulos brancos e PLAQTS:
Plaguetas.



33

4.2.Padronizacédo do Isolamento das células mesenquimais

4.2.1. Avaliacdo da pureza de isolamento das células mesenquimais por meio

de flushing de ossos longos

Durante o cultivo das células isoladas dos ossos longos, observamos
incialmente uma populacdo celular heterogénea, caracterizada por diferencas
morfolégicas de tamanho e forma, sendo que algumas células apresentavam
morfologia alongada e outras apresentam morfologia mais oval. Apesar da
observacdo microscopica de que as células em cultura se tornavam mais
homogéneas e fusiformes apds a quinta passagem, além da marcacdo com CD135
por citometria de fluxo ter sido observada e demonstrar que havia células
mesenquimais isoladas, obteve-se cultura com “contaminagado” consideravel por
células hematopoéticas com este método de obtencéo. A figura 4 ilustra, por meio
de um experimento representativo de uma das tentativas de isolamento de células
mesenquimais, a estratégia de andlise da imunofenotipagem para identificacdo das
células obtidas apds a cultura de longa duracdo de material obtido por meio de
flushing dos ossos longos de animais da colénia Jak2V617F. Foram utilizados
marcadores de células hematopoéticas tais como CD45, F4-80
(mondécitos/macréfagos), CD11b (granuldcitos), CD34 (precursores hematopoéticos)

e CD135 (células mesenquimais).
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Figura 5. Estratégia de analise da imunofenotipagem por citometria de fluxo das
células da medula Ossea obtidas dos camundongos do modelo transgénico
Jak2V617F para confirmacdo do isolamento de células mesenquimais por meio do
método de flushing de ossos longos. Foram utilizados marcadores como CD45.2 para
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identificar células hematopoéticas em geral, F4/80 e CD1lb para identificacdo de
macroéfagos e células da linhagem mieloide, respectivamente, CD34 para identificar células
progenitoras hematopoéticas e CD135 para células mesenquimais. Para andlise da
expressdo de cada marcador, consideramos células ndo marcadas com os anticorpos do
painel escolhido.
4.2.2. Avaliacdo da pureza de isolamento das células mesenquimais por meio
de digestao de ossos longos com colagenase |

A confirmacdo da pureza das células mesenquimais isolada com
processamento inicial por meio de digestdo dos ossos longos com colagenase | foi
realizada por meio da caracterizagcdo imunofenotipica, sendo estas definidas como
células viaveis, negativas para CD45, CD31 e CD90, e positivas para os marcadores

Sca-1 e CD51. Com essa estratégia, observamos uma pureza superior a 90% para

as ceélulas mesenquimais obtidas de animais Jak2wt e Jak2VF (Figura 5B).
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Figura 6. llustragcdo da morfologia e imunofenotipagem de células mesenquimais
isoladas por meio de digestdo de ossos longos de animais do modelo transgénico
Jak2V617F com colagenase I. A. Imagem representativa do isolamento das CMs por
colagenase (passagens P11 a P3) de animais JAK2WT (controles) e JAK2VF (portadores da
mutacédo V617F com neoplasia mieloproliferativa). B. Plots demonstrando a pureza das
células mesenquimais apoés cultura de longa duracdo (5 passagens) por meio do fendtipo
CD45-/CD31-/CD90-/CD51+/Sca-1+ de animais JAK2WT (n=5) e JAK2VF (n = 5),
analisados por citometria de fluxo.

4.3.Avaliagcao da frequéncia dos componentes celulares do nicho endosteal em

animais Jak2VF em comparacgédo aos controles Jak2wt

Além do estabelecimento das metodologias para isolamento e cultura de longa
duracdo de células mesenquimais estromais, realizamos experimentos de analise
das populacdes de células do nicho endosteal imediatamente apds o0 processamento
da medula 6ssea dos animais pelo método de flushing e digestdo com colagenase |I.
Esta analise consistiu em determinar a frequéncia relativa e nimeros absolutos das
células mesenquimais (CMs), osteoblastos (OBs) e células endoteliais (CES) por
analise de citometria de fluxo.

Para tanto, a populacdo celular negativa para o CD45.2 e Ter-119 foi
selecionada, foram utilizados os marcadores CD31 para identificacdo das CEs
(CD31+/Sca-1-), CD51 para identificacdo dos OBs (CD51+/Sca-1-) e 0 Sca-1 para
identificacdo das CMs (Sca-1+/CD51+).

Nossa analise das células obtidas apds o flushing celular (consideradas como
provenientes do nicho perivascular) demonstrou uma tendéncia a obtencdo de um
namero inferior de células totais (Figura 7A) e OBs (Figura 7C) em animais Jak2VF
guando comparados aos animais Jak2wt. Por outro lado, foi observada uma maior
frequéncia de células endoteliais ha medula éssea de animais Jak2VF em relacao a
medula éssea de animais Jak2wt (P = 0.0079, teste de Mann-Whitney, Figura 7D),

embora isto ndo tenha sido confirmado pela contagem absoluta (P = 0.6900, teste de
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Mann-Whitney). Por fim, ndo foram identificadas diferencas em frequéncia e/ou
numeros absolutos das CMs do nicho obtidas por flushing (Figura 7B).

Diferentemente dos resultados observados quando as células da MO foram
recuperadas por flushing, nenhuma tendéncia com relacdo ao numero total de
células recuperadas foi observada quando os fragmentos 6sseos foram submetidos
a digestdo por colagenase (Figura 7E). Contudo, o numero de CMs, tanto em
frequéncia (P = 0.0159, teste de Mann-Whitney) quanto em valores absolutos (P =
0.0079, teste de Mann-Whitney), foi significativamente menor nos animais Jak2VF
guando comparados aos animais Jak2wt, ap0s o tratamento com colagenase (Figura
7F). Com relacdo aos OBs, a reducao absoluta em animais Jak2VF em comparacgao
aos controles observada quando a amostra foi obtida por flushing foi confirmada
guando a obtencédo destas células foi realizada pela digestdo com colagenase (P =
0.0159, teste de Mann-Whitney, Figura 7G). De maneira semelhante aos resultados
obtidos por flushing de ossos longos, a frequéncia relativa de células endoteliais
esteve elevada na medula éssea dos animais Jak2VF (P = 0.0079, teste de Mann-
Whitney, Figura 7H) comparada aquela de animais Jak2wt, embora ndo se tenha
observado diferencas na quantificacdo absoluta.

E importante salientar que observamos um elevado desvio padrdo nas
amostras obtidas dos animais Jak2wt, o que pode ter comprometido algumas
comparacdes entre 0s dois grupos.

Em resumo, demonstramos uma eficiente estratégia de isolamento e
caracterizacao das células mesenquimais estromais do nicho da medula éssea por
meio de digestdo de fragmentos 6sseos com colagenase | e cultura de longa
duracdo para expansédo destas células. Além disso, observamos menor frequéncia

absoluta de CMs e OBs tanto no nicho perivascular como no nicho endosteal de
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camundongos transgénicos portadores de NMPS associada a mutacdo Jak2V617F

em relacdo a animais controles (saudaveis e nao portadores da mutacdo

Jak2V617F).
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Figura 7. A neoplasia mieloproliferativa do modelo murino de expresséo condicional
da Jak2V617F se acompanha de menor frequéncia de células mesenquimais
estromas, e osteoblastos. Frequéncia relativa e absoluta de células recuperadas da

medula 6ssea de animais Jak2wt e Jak2VF por meio de flushing de ossos longos (A-D) ou
digestédo de fragmentos 6sseos com colagenase | (E-H). (A e E) células totais, (B e F) CMs
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(C e G) OBs (D e H) ECs. CMs: células mesenquimais; OBs: osteoblastos; ECs: células
endoteliais. Comparacdes estatisticas realizadas por meio de teste: Mann Whitney, sendo
valores de P demonstrados e significancia atribuida quando valores de P < 0.05.
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5. DISCUSSAO

A fisiopatologia das neoplasias mieloproliferativas (NMPS) crbnicas é
principalmente explicada pela presenca de mutacdes somaticas que afetam as
células-tronco hematopoéticas (CTHSs), tais como JAK2V617F, CALR e MPL, que
estimulam a proliferacdo mieloide desenfreada por meio de ativacdo da via
JAK/STAT, e estdo alternadamente presentes em mais de 90% dos pacientes com
policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofibrose primaria (NANGALIA;
GREEN, 2014). Além da desregulagcéo intrinseca das CTHs das NMPs, sinais
externos produzidos por outras células da medula 6ssea, como as células do nicho,
podem contribuir para a propagac¢ao das células neoplasicas e, consequentemente,
para a expansao dos progenitores mieloides, favorecendo as manifestacdes clinicas
da doenca. Apesar de todo este conhecimento acerca do mecanismo molecular
dirigido pela mutacdo JAK2 nestas neoplasias, escasso é o conhecimento sobre a
interacdo das CTHs carregando a mutacdo JAK2 com o microambiente medular.
Estudos recentes apontam que a interacdo entre a CTH maligna e as células
estromais é um importante fator no desenvolvimento e curso da doenca (ARRANZ et
al., 2014a; SCHEPERS et al., 2013c).

Para o melhor entendimento das alteracdes funcionais no microambiente das
NMPs, utilizamos o modelo murino transgénico Jak2V617F para caracterizacdo das
células estromais da medula 6ssea (MO), comparando os animais Jak2VF com a
contraparte saudavel Jak2wt. Para isto, comparamos dois métodos de isolamento
das células estromais da MO: o flushing celular e a digestdo por colagenase, em
relacdo a quantificagdo da composicdo dos nichos perivascular e endosteal,
compostos basicamente por células tronco mesenquimais (CMs), osteoblastos (OBs)

e células endoteliais (CES).
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Neste contexto, o trabalho de Arranz e colaboradores (ARRANZ et al., 2014a)
demonstrou uma significante reducao das células mesenquimais nestin+, localizadas
nos nervos simpaticos de pacientes com NMPs bem como no modelo murino
contendo a mutacdo JAK2. Este estudo corrobora nossos resultados que também
demonstraram uma significante reducdo no numero de CMs (em frequéncia e
namero absoluto), quando os 0ssos longos de animais Jak2VF foram submetidos a
digestdo com colagenase para o isolamento das células endosteais. Em
contrapartida, ndo observamos significancia na reducdo de CMs quando apenas o
flushing de células da medula 6ssea foi utilizado no isolamento, o que seria um
efeito esperado visto que as células mesenquimais nestin+ fazem parte da regiédo
perivascular da MO (MENDEZ-FERRER et al., 2010b). Acreditamos que um dos
fatores limitantes que poderiam explicar estes resultados contraditérios seria o fato
da metodologia de flushing ndo ser tao eficiente em isolar as células do nicho sem
contaminacao por células hematopoéticas.

Ademais, o trabalho de Arranz e colaboradores (ARRANZ et al., 2014b)
descreve que a reducdo do numero de células mesenquimais nestin+ é causado
pelo aumento da secre¢do de IL-1p pelas CTHs. Deste modo, seria interessante
investigar se este mecanismo se da apenas pela secregéo elevada de IL-1B pelas
CTHs ou se, em paralelo, ocorre a sintese da molécula anti-inflamatoria antagonista
da IL1, a IL-1RA pelas CMs que encontram-se alteradas no contexto da mutacao
JAK2 (ORTIZ et al., 2007).

Pouco se sabe sobre a funcdo dos OBs nas NMPs. Apesar de grande nimero
de CTHs serem encontradas em proximidade as células endoteliais, no chamado
nicho perivascular, sabe-se que ha uma populacéo de reserva de CTHs quiescentes

e com elevado potencial de autorrenovacdo a longo prazo no chamado endésteo,
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préximo a regido trabecular, onde se encontram os osteoblastos. Dessa forma, é
possivel que haja regulacdo entre osteoblastos e CTHs no contexto fisiolégico bem
como no desenvolvimento de neoplasias mieloides.

Nossos resultados indicam uma tendéncia a um numero reduzido de OBs nas
regibes 6sseas perivascular e endosteal. Em contraste com 0s nossos resultados, o
trabalho de Schepers e colaboradores (SCHEPERS et al., 2013c), descreveu um
aumento na proliferacdo dos OBs dirigida pela trombopoetina e CCL3, utilizando um
modelo murino transgénico de leucemia mieloide crénica (LMC), associada a
t(9;22/BCR-ABL1). Embora estes resultados ndo estejam de acordo com 0S NOSS0S,
€ importante salientar que os autores utilizaram outro modelo de NMPs cuja
fisiopatologia esta ligada a proliferacdo celular dirigida pela ativagdo constitutiva da
proteina ABL1, diferente do que ocorre na transformacdo das células-tronco
leucémicas por mutacdes que ativam a via JAK/STAT. Considerando esta diferenca
molecular e celular entre os dois modelos de NMPs, a extrapolacdo de resultados
obtidos a partir de modelos de LMC para o entendimento da fisiopatologia das NMPs
BCR-ABL1-negativas ndo nos parece a melhor estratégia para o entendimento do
microambiente medular. Essa comparacdo também nos permite supor que entidades
moleculares distintas (como por exemplo as NMPs dirigidas por mutacdes nos genes
JAK2, MPL e/ou CALR) possam levar a diferentes mecanismos de interacdo entre
as CTHs mutadas e as células do microambiente da MO, contribuindo para a
heterogeneidade fenotipica que € observada no contexto clinico das NMPs.

Em concordancia com os nossos dados, um estudo publicado em 2016 por
Oikonomidou e colaboradores, descreveu reduzida atividade dos osteoblastos bem
como da massa 6ssea em animais Jak2V617F knockin, embora 0os mecanismos

celulares envolvidos neste processo nao tenham sido esclarecidos (OIKONOMIDOU
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et al., 2016). Adicionalmente, Bowers e colaboradores demonstraram que a ablagao
de osteoblastos resultou em perda de quiescéncia, enxertia e capacidade de
autorrenovacdo de CTHs normais, promovendo um microambiente propicio a
proliferacdo celular. Em um modelo murino de NMPS BCR-ABL1+, observaram
progressdo mais rapida da leucemia e menor sobrevida dos animais ({Citation}).
Assim, estudos futuros para determinar o papel funcional dos osteoblastos nas
NMPs ainda séo necessarios e de interesse para a comunidade médica e cientifica.

Em conjunto, nossos dados sugerem que a supressdo dos componentes do
nicho endosteal (células mesenquimais e osteoblastos) favoreca a expansao das
células-tronco leucémicas no modelo de NMPS associada a mutacdo Jak2V617F.
Uma maneira de melhor elucidar esse mecanismo seria investigar os efeitos de
osteoblastos do microambiente anormal de NMPS sobre a frequéncia, proliferacéo e
potencial de autorrenovacéo de CTHs normais.

Ao analisarmos a frequéncia e numero absoluto das CEs nos animais Jak2wt
e Jak2VF, observamos frequéncia significativamente maior nos animais Jak2-
mutados em comparacado aos animais controles, independente da metodologia de
isolamento aplicada (flushing ou colagenase). Curiosamente, estudos recentes
reportaram a presenca da mutacdo Jak2V617F em células endoteliais de pacientes
com NMPs, sendo a presenca da mutacdo associada com o desenvolvimento de
trombose (ROSTI et al., 2013; SOZER et al., 2009; TEOFILI et al., 2011).

Zhan e colaboradores mostraram que camundongos transgénicos no qual o
nicho vascular continha CEs Jak2V617F mutadas apresentavam vantagem de
expansdo de CTHs Jak2-mutadas e ao desenvolvimento de proliferacdo mieloide em
relacdo a CTHs controles quando submetidos a transplante de medula éssea

competitivo (). Em nosso modelo murino transgénico, condicional e dependente do
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promotor vavCre, a mutacdo Jak2V617F encontra-se presente em todas as células
hematopoéticas bem como nas células endoteliais, recapitulando o que ja foi
descrito para pacientes com NMPS. Assim, a expressédo da Jak2V617F nas CEs
pode explicar o seu aumento de frequéncia relativa e contribuir para a ocorréncia de
trombose nos animais, que tem sobrevida média de 120-150 dias, sendo a principal
causa de morte ja relatada a ocorréncia de trombose intra-abdominal.

Pode-se ressaltar ainda que a padronizacdo do isolamento e expansao de
células do estroma da medula 0ssea dos animais Jak2V617F foi realizada pela
primeira vez no laboratério onde esta pesquisa foi desenvolvida e contribuiu para
este trabalho bem como para o desenvolvimento de outros projetos envolvendo o
nicho hematopoético. Células armazenadas em varias passagens bem como RNA e
sobrenadante das células mesenquimais para analise de citocinas foram obtidos e
servirdo para a continuacdo da investigacdo de regulacdo an6mala entre nicho e
células-tronco leucémicas neste modelo de neoplasia mieloide.

Por fim, consideramos que o desequilibrio entre componentes do nicho
endosteal e vascular, exemplificado pela demonstracéo de reducédo da frequéncia de
CMs e OBs e predominancia de CEs Jak2-mutadas em relacdo aos controles, pode
contribuir para a proliferacdo mieloide descontrolada caracteristica das NMPs.
Estudos funcionais sdo necessarios para fortalecer tal hipétese, mas podemos dizer
gue o trabalho contribuiu para o conhecimento sobre o papel da regulacao
extrinseca das células-tronco leucémicas por um nicho anormal, e que pode ser alvo

terapéutico adicional a inibicdo da sinalizacdo JAK/STAT.
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6. CONCLUSOES

Concluimos que os resultados iniciais da cultura de células da medula 0ssea
do modelo murino de NMPs Jak2V617F pelo método de flushing ndo foram
satisfatorios para isolamento de uma populacéo pura de células do nicho endosteal
devido a contaminagd@o com células hematopoéticas.

Obtivemos maior pureza (98%) de isolamento de células mesenquimais
estromais com a adocdo da digestdo com colagenase |, o que possibilitou
armazenamento de células, RNA e sobrenadante de cultura para estudos futuros.

No nicho perivascular, observamos uma tendéncia a reducdo no numero de
células totais em animais portadores da mutacdo Jak2 em relacéo aos controles. Em
concordancia, células mesenquimais e osteoblastos se mostraram reduzidos nos
animais portadores de NMPs.

No nicho endosteal, embora a quantificacao total de células ndo tenha sido
diferente entre animais controles e Jak2VF, observamos menor frequéncia de
células mesenquimais e osteoblastos nos animais Jak2VF em relacdo aos controles

Jak2wt.
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8. ANEXO

Parecer do Comité de Etica em Animais

| ppulmmmasensp ., CEUAGS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

C

CERTIFICADO

Centificamos que 0 Protocolo intitulade “Caracterizagdo do nicho endosteal
do medula daxea nay neoplarker wivloproliferativay associadas & mutogdo da JAK2 ", registrado
com o ndmero 1722017, sob a respormabilidade do Prof. Dr. Edusrde Magalhldes Rego,
envolvendo & produclio, manutenclo ou utilizaglo de animais periencentes 80 filo Chordate,
subfilo Vertebrata (exceto humanon) para fins de pesquisa clentifica, encontra-se de acordo com
on preceiton da Lai o® 11.794 de § de outubro de 2008, do Decreto n* 6,899 de 15 de julho de
2009 ¢ com as normas editadas pelo Comeiho Nacional de Contrule de Experimentaclo Animal
(CONCEA), ¢ foi APROVADO pela Comisslo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Ribeirlo Preto da Universidade de S80 Paulo em reunillo de 30 de outubeo de 2017

Este Protocolo prevé 2 utilizagho de 40 camundongos WT machos pesando 223
¢ 40 camundongos KO JAK2 machos pesando 24g. ontendos do Laboratdrio de Estudos
Experimentais em Animais do Hemocentro da Faculdade de Medicina de RibeirSo Preto da
Universidade de Sio Paulo. Vigéncia da sutortzaglo: 30102017 & 22112022

We omify St Be Prosocel #" 1722017, sttied “Carectevization of ihe ondesirsl wiche of e howe in
mmyedoprolifrative meoplovms avinciered with the mutation of JAKI" b 0 xcordmct wid the Dibical Procgles
= Animal Resewrsh adogeed by the Nationa! Council for the Conrol of Asemad Frgurmestanon (CONCEA) and
wos mpgroved by the Locsl Animal [idscal Commante from Ko Prow Medual Schoot of O Universey of 830
Pacdo @ 09250017 This presccol levelver he producton, mattenance o wie of smimaly from phydem Chordana,
rndyviytum §ertobeams (vimpt bummam) for resesrch parpeses, and mciodes r ewe of 40 WT maie mce weighing
225 wd 40 KO JAKD male mice weighang 245 Sum the Labormory of Experimental Saadies s Acemaly of Ribeirto
Prowe Madical School of the University of S50 Paslo. Thin certificane s valid smtll 11222002

Ribeirfo Preto, 30 de outubro de 2017




