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RESUMO

FERNANDES, J.C. Investigacao do potencial antineoplasico de diferentes classes de
inibidores da via IGF1R-1RS1/2 em neoplasia mieloproliferativa. 2021, 86f. Tese de
doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo,
Ribeir&o Preto, 2021.

A via de sinalizacdo de IGF1R-IRS1/2 é um alvo potencial em neoplasias
mieloproliferativas (NMP). O silenciamento do substrato 2 do receptor de insulina
(IRS2) reduziu a viabilidade e aumentou a apoptose em células JAK2VL'F A
haploinsuficiéncia de Igflr provou uma reversao notavel do fendtipo maligno em um
modelo de camundongo knockin JAK2V8YF NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 sio
inibidores da via IGF1R-IRS1/2 com efeito antineoplasico em uma variedade de
linhagens tumorais, entretanto a melhor estratégia farmacoldgica para NMP e as
consequéncias moleculares desses inibidores permanece indeterminada. O objetivo
deste trabalho foi investigar o potencial antineoplasico de diferentes classes de
inibidores da via IGF1R-IRS1/2 em neoplasia mieloproliferativa JAK2V®1’F, Células
Ba/F3 JAK2VT e Ba/F3 JAK2V®I'F foram submetidas a inibicdo farmacoldgica de
IGF1R usando NT157 (0,2, 0,4, 0,8, 1,6 e 3,2 uM), OSI-906 (2,5, 5, 10, 20 e 40 uM) e
NVP-AEW541 (2, 4, 6, 8 e 10 uM) e a viabilidade celular (MTT), apoptose (anexina
V/PI e caspase 3), proliferacdo celular (Ki-67) e expressédo/ativacdo proteica (Western
blot) foram avaliadas. NT157 e OSI-906 foram testados em modelo murino de NMP
knockin para JAK2V8F in vivo e ex vivo e em amostras de pacientes com mielofibrose
primaria. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney. Em células Ba/F3 JAK2V®YF  NT157 na dose >0,4 pM, reduziu
significativamente a viabilidade e proliferacdo celular e induziu apoptose em todos 0s
tempos de tratamento. OSI-906 reduziu a viabilidade de células Ba/F3 JAK2Ve'’F a
partir da dose de 10 UM em 24 e 48 horas; e induziu a apoptose apenas na dose mais
alta (40 pM). NVP-AEWS54 reduziu a viabilidade e aumentou a apoptose a partir da
dose de 2 UM em todos os tempos de tratamento (p<0,05). Resultados semelhantes
foram encontrados na ativacdo da caspase 3 em células Ba/F3 JAK2V5L7F por western
blotting. Em células Ba/F3 JAK2"T, com a presenca de meio condicionado com IL3,

todos os trés inibidores afetaram o crescimento e induziram apoptose de maneira



semelhante a célula mutada. NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54 reduziram a
fosforilacdo/ativacdo de Irsl/2, Igflr, Jak2, Stat3, Stat5 e P70s6k em células Ba/F3
JAK2VF: NT-157 aumentou a fosforilagdo de Erk1/2 e ndo modulou Akt1/2/3; NVP-
AEW541 ndo modulou Erk1/2. OSI-906 induziu autofagia a partir da dose de 5uM em
células Ba/F3 JAK2V6L'F NT157 (6,4uM), OSI-906 (>20 pM) e NVP-AEW54 (> 6 uM)
ex vivo reduziram a viabilidade de células de camundongo expressando a forma mutada
(V617F) ou selvagem da proteina JAK2. NT157 e OSI-906 reduziram a formacdo de
colénia e inibiram a fosforilacdo de Igflr e Stat3; NT157 aumentou a fosforilacdo de
Akt1/2/3 e Erk1/2 em células de camundongo expressando a forma mutada (V617F) da
proteina JAK2. NT157 ndo modulou os pardmetros hematimeétricos e o
tamanho do baco do modelo murino de NMP JAK2 Vé1'F knockin. O
tratamento com OSI-906 no modelo murino de NMP knockin para JAK2V51'F resultou
em reducdo dos progenitores hematopoéticos eritroides e aumento dos progenitores
mieloides da medula dssea, mas ndo modulou os paradmetros hematimétricos.
OSI-906 reduziu o crescimento tumoral no modelo de camundongo induzido por células
Ba/F3 JAK2V6LF, NT157 e OSI-906 reduziram a formacdo de colénia em amostras de
sangue periférico de pacientes com mielofibrose. Em conclusdo, OSI-906, NVP-
AEWS54 e NT157 apresentam efeitos antineoplasicos semelhantes em modelo de NMP
JAK2VOLF ‘norém foi observado variagdo dos efeitos celulares e moleculares de acordo
com o inibidor testado. Os resultados dos estudos pré-clinicos com os inibidores
testados reforcam a implicacdo da via IGF1R/IRS na patogénese da NMP JAK2V®17F a0

mesmo tempo que indicam o efeito multialvo das drogas.

Palavras-chave: NT157, OSI-906, neoplasia mieloproliferativa, vias de sinalizacéo



ABSTRACT

FERNANDES, J.C. Investigation of the antineoplastic effects of different classes of
IGF1R-IRS1/2 inhibitors in myeloproliferative neoplasm. 2021, 86f. Tese de
doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2021.

The IGF1R-IRS1/2 signaling pathway is a potential target in myeloproliferative
neoplasms (MPN). Insulin receptor substrate 2 (IRS2) silencing reduced viability and
increased apoptosis in JAK2V®YF cells. The Igflr haploinsufficiency proved a
remarkable reversal of the malignant phenotype in a knockin murine model of
JAK2VELF  NT157, OSI-906 and NVP-AEWS54 are inhibitors of the IGF1R-IRS1/2
pathway with antineoplastic effect in a variety of tumor cell lines, however the best
pharmacological strategy for MPN and the molecular consequences of these inhibitors,
remains undetermined. The aim of this work was to investigate the antineoplastic
potential of different classes of IGF1R-IRS1/2 pathway inhibitors in JAK2V6L'F
myeloproliferative neoplasms. Ba/F3 JAK2WT and Ba/F3 JAK2VeYF cells were
subjected to pharmacological inhibition of IGF1R using NT157 (0.2, 0.4, 0.8, 1.6 and
3.2 uM), OSI-906 (2.5, 5, 10, 20 and 40 uM) and NVP-AEW541 (2, 4, 6, 8 and 10 uM)
and cell viability (MTT), apoptosis (annexin V/PI and caspase 3), cell proliferation (Ki-
67 ) and protein expression/activation (Western blot) were evaluated. NT157 and OSI-
906 were tested in a knockin murine model of JAK2V®1’F MPN in vivo and ex vivo and
in samples from patients with primary myelofibrosis. Statistical analysis was performed
using Student's t-test or Mann-Whitney test. In Ba/F3 JAK2V®17F cells, NT157 at a dose
>0.4 uM, significantly reduced cell viability and proliferation and induced apoptosis at
all treatment times. OSI-906 reduced the viability of Ba/F3 JAK2V®L'F cells from the
dose of 10 uM in 24 and 48 hours; and induced apoptosis only at the highest dose (40
UM). NVP-AEW54 reduced viability and increased apoptosis from the dose of 2 uM at
all treatment times (p <0.05). Similar results were found in caspase 3 activation in
Ba/F3 JAK2V8L'F cells by western blotting. In Ba/F3 JAK2T cells, with the presence of
Wehi-3B conditioned medium, all three inhibitors affected growth and induced
apoptosis in ways like the mutated cell. NT157, OSI-906 and NVP-AEW54 reduced
phosphorylation/activation of Irs1/2, Igflr, Jak2, Stat3, Stat5 and P70s6k in Ba/F3 cells



JAK2V8IF- NT157 increased phosphorylation of Erk1/2 and did not modulate Akt1/2/3;
NVP-AEW541 has not modulated Erk1/2. OSI-906 induced autophagy from the dose of
5uM in Ba/F3 cells JAK2V6YF. NT157 (6.4uM), OSI-906 (>20 uM) and NVP-AEW54
(> 6 uM) ex vivo reduced the viability of murine cells expressing the mutated (V617F)
or wild form of the JAK2 protein. NT157 and OSI-906 reduced colony formation and
inhibited phosphorylation of 1gflr and Stat3; NT157 increased the phosphorylation of
Akt1/2/3 and Erk1/2 in murine cells expressing the mutated form (V617F) of the JAK2
protein. NT157 did not modulate the hematimetric parameters or the spleen size of the
knockin murine model of JAK2VY"F MPN. Treatment with OSI-906 in the knockin
murine model of JAK2V"F MPN resulted in a reduction in erythroid hematopoietic
progenitors and an increase in bone marrow myeloid progenitors but did not modulate
hematimetric parameters. OSI-906 reduced tumor growth in the murine model induced
by Ba/F3 cells JAK2V®1F, NT157 and OSI-906 reduced colony formation in peripheral
blood samples from patients with myelofibrosis. In conclusion, OSI1-906, NVP-AEW54
and NT157 have similar antineoplastic effects in the JAK2V®1"F NMP model, however
variation of cellular and molecular effects were observed according to the inhibitor
tested. The results of preclinical studies with the tested inhibitors reinforce the
implication of the IGF1R/IRS pathway in the pathogenesis of JAK2V®1F MPN while
indicating the multi-target effect of the drugs.

Keywords: NT157, OSI-906, myeloproliferative neoplasia, signaling pathways
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1. INTRODUCAO

1.1 Neoplasias mieloproliferativas

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) compreendem um grupo de doencas
caracterizadas por mutacdes sométicas que ocorrem nas células tronco hematopoéticas e
células progenitoras, que levam a expansdo clonal e a producdo excessiva de células
sanguineas maduras. A hiperplasia de células sanguineas diferenciadas na NMP é restrita
principalmente a linhagem mieloide, incluindo eritrocitos, megacariocitos e granuldcitos % 2.
Entre as subcategorias das NMP, a leucemia mieloide cronica (LMC) se distingue das outras
pela presenca da proteina de fusio BCR-ABL1®. As NMP BCR-ABL1 negativas mais
prevalentes sdo policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose primaria
(MFP), que compdem as NMP cléssicas *.

A PV é caracterizada pela producdo excessiva de progenitores e células maduras da
linhagem eritroide. Pacientes acometidos com PV apresentam redugéo na sobrevida, aumento
do risco de eventos de tromboembolismo e hemorragias, sintomas constitucionais intensos e
propensdo para evoluir clinicamente para mielofibrose pés PV e LMA % ° A PV acomete
mais mulheres do que homens e é incomum em pacientes com menos de 60 anos & 7.
Pacientes com PV tem expectativa de vida de 14 anos apds o diagnostico 8.

A TE é caracterizada pela trombocitose e presenca de hiperplasia megacariocitica 2 °.
A doenca pode apresentar complicacfes relacionadas ao processo de coagulacdo, incluindo
trombose e sangramentos 1% !, Assim como na PV, o género feminino é o mais acometido
pela TE e a doenga € incomum em pacientes com menos de 60 anos % ’. Ainda que aPV e TE
afetem linhagens mieloides distintas, é notavel que as duas entidades compartilnem
caracteristicas clinicas e moleculares, além de ambas apresentarem um curso natural
semelhante, culminando na ocorréncia de eventos hemorragicos, e/ou na progressdo para
mielofibrose secundaria e LMA 12,

Dentre as NMPs, a MFP é uma doenga mais agressiva, tendo como caracteristica
principal, presenca de fibrose na medula 6ssea e hiperplasia megacariocitica % *. A fibrose
medular pode levar a uma hematopoese ineficaz e progressiva faléncia medular 3. A idade
média ao diagnostico € de 66 anos e a doenca ocorre na mesma propor¢do em ambos 0S

géneros 4,
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1.2. Mutagdo JAK2VeL7F

A descoberta da mutacdo recorrente JAK2VSYF  contribuiu para um melhor
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese das NMP . As
proteinas JAK quinases se associam a porcdo intracelular de receptores de citocinas e fatores
de crescimento hematopoéticos, que ndo possuem atividade tirosinoquinase intrinseca 6. A
interacdo com esses receptores € responsavel pela fosforilacdo e ativacdo das JAK quinases,
que por sua vez participam da transducéo de sinal, ativando importantes vias de sinalizacdo
intracelular incluindo STAT, MAPK e PI3K/AKT/mTOR 7 18 19 MutacBes no dominio
pseudoquinase inativo (JH2) de JAK2 acarretam na perda da propriedade autoinibitéria do
mesmo, resultando no aumento da atividade quinase do dominio JH1 e ativacdo de JAK2 de

forma independente da presenca de citocinas e fatores de crescimento ?° (Figura 1).
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Figura 1. Via de sinalizacdo JAK2/STAT. A ligacdo de citocinas e fatores de crescimento hematopoéticos a
receptores é responsavel pela fosforilagdo e ativagao das JAK quinases, que por sua vez participam da transducao de
sinal, ativando importantes vias de sinalizacdo intracelular incluindo STAT, MAPK e PI3K/AKT/Mtor (A);
Mutacdes no dominio pseudoquinase inativo (JH2) de JAK2 acarretam na perda da propriedade autoinibitoria do
mesmo, resultando no aumento da atividade quinase do dominio JH1 e ativacdo de JAK2 de forma independente da
presenca de citocinas e fatores de crescimento (B). A figura foi produzida através da plataforma Servier Medical Art

disponivel em http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank.
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A demonstracdo que a mutacio JAK2V®1’F causa fendtipo de NMP em modelo murino,
e que esta transformacdo € dependente de STAT5A/5B comprova a participacdo da via
JAK2/STATS como participante da fisiopatologia destas doencas 2.

Apesar da mutacdo JAK2V®1'F estar presente em aproximadamente 95% dos pacientes
com PV e em 50-60% dos pacientes com TE e MFP 22, mecanismos alternativos também
podem ativar a via JAK2/STAT e estar envolvidos na patogénese das NMP 23 24 25 A
mutacdo recorrente no gene MPL (MPL W515L, W515K, W515R, W515A), que codifica o
receptor da trombopoetina, estd presente em aproximadamente 5% dos pacientes com ET e
em 10% dos pacientes com MFP negativos para JAK2 V617F 26, A mutagdo MPL W515L,
assim como JAK2V®Y'F & capaz de induzir a ativacdo de STAT5, com consequente ativacio
constitutiva de vias de sinalizacdo celular 2’. MutagBes somaticas em CALR foram detectadas
em 67% dos pacientes com ET e 88% dos pacientes com MFP negativos para as mutacoes
JAK2 e MPL %, As mutaces de CALR mais frequentes (~80%) séo classificadas em tipo-1
(L367fs*46, delecdo de 52pb) e tipo-2 (K385fs*47, insercdo de 5pb) 2% 2°. Ambas as
mutacdes resultam em alteracdes no sentido de leitura do gene, com consequente substitui¢ao
da regido C-terminal, codificada pelo éxon 9 2?8, EIf e colaboradores descreveram que
mutacdes em CALR sdo suficientes para o surgimento de um fenétipo semelhante a TE in
vivo, e que a capacidade transformante das mutacGes em CALR é dependente do receptor de
trombopoetina 3°. Mutacbes em reguladores epigenéticos, como TET2, ASXL1, EZH2 e
DMNT3A, tém sido recentemente descritas em NMP e podem contribuir na patogénese destas

doencas .

1.3. Tratamento das neoplasias mieloproliferativas

O tempo de sobrevida dos pacientes com PV e TE é relativamente alto e o risco de
transformacdo leucémica € baixo, portanto, 0 objetivo primordial do tratamento nesses
pacientes € prevenir tromboses e aliviar os sintomas. As opcles de tratamento disponiveis
incluem a droga de primeira linha conhecida como hidroxicarbamida (hidroxiuréia) que atua
como agente citorredutor pela inativacio da sintese de DNA %2, Entretanto, aproximadamente
24% dos pacientes desenvolvem resisténcia ou intoleréncia a hidroxiureia ao longo do tempo
e, mais importante ainda, a resisténcia esta associada a um curso mais agressivo da doenca em

pacientes com PV %,
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Nos casos de toxicidade a hidroxiureia ou faléncia terapéutica, opta-se pela
administracdo de interferon-alfa (IFN-a) ou busulfano. O IFN-a é uma citocina que apresenta
atividade antiproliferativa em células tronco hematopoéticas, tanto in vitro quanto in vivo,
sendo capaz de induzir e manter a remissdo hematoldgica completa em pacientes com PV. A
toxicidade tem sido uma barreira significativa para o uso do IFN-o, pois aproximadamente
25% - 40% dos pacientes descontinuam a terapia devido aos efeitos adversos 34,

O busulfano é um agente de alquilacdo e tem sido usado como tratamento para varias
doencas hematoldgicas malignas. Em pacientes com PV e TE, o busulfano, usado em menor
dose, pode resultar em controle hematoldgico razoavel, mas ndo altera a historia natural
dessas NMP 3536,

Inibidores seletivos de JAK1/2 foram desenvolvidos e testados clinicamente, sendo o
ruxolitinibe, o inibidor aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (novembro de
2015) para uso clinico em pacientes com MFP de risco intermediario ou alto, e o primeiro
inibidor oral de JAK1/2 aprovado para o tratamento de pacientes com PV resistentes ou
intolerantes a hidroxiureia %’. Ruxolitinibe age ao competir com a ligacio da adenosina
trifosfato (ATP) no sitio catalitico da JAK2, inibindo a sua atividade quinase %. Esse farmaco
é bem tolerado, reduz citocinas inflamatorias e esplenomegalia, além de amenizar sintomas
constitucionais, porém n&o reverte a fibrose na medula éssea % 4% 4!, Estudos de fase Il e Il
demonstram sua eficacia no controle dos sintomas e parametros da doenca, como
porcentagem do hematdcrito ou tamanho do bago nos pacientes com PV %2 além disso,
ruxolitinibe diminui a esplenomegalia (reducdo maior que 50% de palpacdo) em 44% dos
pacientes com MF, tanto JAK2V®YF positivos, quanto negativos *%. Apesar de haver uma
tendéncia de aumento da sobrevida global nos pacientes tratados, toxicidade hematoldgica
ocorre em mais de 40% dos pacientes *4 4, e a inibicdo farmacoldgica de JAK2 em modelo
murino falhou em eliminar a populacéo de células-tronco iniciadoras das NMP “6. E provavel
que outros fatores genéticos ou epigenéticos estejam contribuindo para o fenétipo das NMP, o
que reforca a necessidade da busca por mecanismos adicionais e novas abordagens

terapéuticas.

1.4. A via de sinalizagcéo IGF1R-IRS1/2

O receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF1R) é uma

proteina transmembrana que possui atividade tirosinoquinase intrinseca 4. IGF1R regula
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diferentes processos bioldgicos, como proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciagdo e
transformacéo celular, além de desempenhar um papel no desenvolvimento e manutencéo de
células-tronco cancerigenas, na transicdo epitélio-mesenquimal e na regulacdo do
microambiente tumoral & 4°, A via de sinalizagdo do IGF1R é iniciada através da ligagdo do
mesmo ao seu ligante, o fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF1), seguido da
ativacio de seus substratos, como os substratos do receptor de insulina (IRS) °.

Os substratos do receptor de insulina (insulin receptor substrate; IRS) sdo proteinas
citoplasmaticas adaptadoras que estdo envolvidas na transducdo de sinal de receptores
tirosinoquinase, incluindo o receptor de insulina (insulin receptor; IR) e o IGF1R °%. Proteinas
IRS regulam uma série de processos, tais como crescimento, metabolismo, sobrevivéncia e
proliferacdo celular e possuem expressdo alterada em alguns tipos de cancer, podendo atuar
como oncogenes e induzir transformacdo maligna 5% 5% 53 54 A interacdo com o IGF1R/IR
promove a fosforilacdo em residuos de tirosina na regido carboxi-terminal dos IRS, o que cria
sitios de ligacdo para proteinas efetoras com dominio SH2, que sdo capazes de ativar
multiplas vias de sinalizagdo, incluindo PI3BK/AKT/mTOR e MAPK/ERK %% (Figura 2).
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Figura 2. Via de sinalizacdo mediada pelas proteinas IRS1/2. As proteinas adaptadoras citoplasmaticas
IRS1/2 séo recrutadas e ativadas através da fosforilacdo em tirosina nos dominios PH/PTB. A associacdo das
proteinas IRS com seus receptores que possuem atividade tirosinoquinase (receptor da insulina [IR], receptor do
fator de crescimento semelhante a insulina 1 [IGF1R] resulta na fosforilacdo do IRS1/2 em seus residuos de
tirosina na porcdo C-terminal. Essa ativacdo gera sitios de ligacdo e recrutam proteinas efetoras que participam
da sinalizacdo celular das vias JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR e MAPK (via can6nica), regulando diversos
processos bioldgicos, incluindo proliferacao celular, sintese proteica, sobrevivéncia celular e expressdo génica
em tecidos especificos. A figura foi produzida através da plataforma Servier Medical Art disponivel em
http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank.

IRS1 foi o primeiro membro das proteinas IRS a ser identificado, estando localizado
no cromossomo 2 (2g36.37) com peso molecular de 185 kDa °’. Além de sua fungdo
metabolica e promotora de crescimento, IRS1 também desempenha uma fungdo na
transformacdo maligna, estando frequentemente associado ao crescimento tumoral e
proliferacdo 58 5% 8% 61 Estydos demonstraram que quando os niveis de IRS1 sdo reduzidos
por procedimentos experimentais, células cancerosas perdem seu fenotipo transformado 6% 83,
A relevancia das proteinas IRS em neoplasias hematoldgicas foi inicialmente identificada e
descrita pelo nosso grupo de pesquisa. Em células K562 BCR-ABL1 positivas, identificamos
que IRS1 é capaz de se associar com 0 BCR-ABL1 e ativar a PI3K e GRB2, com potencial de
ativar a via PIBK/AKT/mTOR e a via MAPK . Subsequentemente, demonstramos que 0
silenciamento de IRS1 em células K562 resultou na diminuicdo da proliferacdo celular e
clonogenicidade, além da inibicdo das vias de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR e MAPK .
Nosso grupo de pesquisa também identificou que IRS1 se associa a p-catenina e
possivelmente participa da translocacdo nuclear da mesma e ativacdo de MYC na linhagem
celular de leucemia linfoide aguda, Jurkat °°.

IRS2 é uma proteina adaptadora de 180 kDa que se liga e medeia sinalizacdo
mitogénica e antiapoptotica de IR, IGF1R, EPOR, MPL, VEGF, leptina, GH, interleucinas e
IFNa/B/y, apresentando um importante papel na resposta aos estimulos de citocinas e de
fatores de crescimento em células hematopoéticas, além de influenciar a proliferacdo de
células neoplasicas ¢ . Em células ndo hematoldgicas, estudos prévios descreveram o
envolvimento de IRS2 na via de sinalizacdo de JAK2. Utilizando modelos in vivo ou culturas
de células musculares lisas de aortas de ratos, foi demonstrado que angiotensina Il estimula a
rapida fosforilacdo de residuos de tirosina de JAK2, aumentando sua atividade catalitica e sua
associago e co-imunoprecipitacdo com IRS1 e IRS2 %% 7071 A associacio entre IRS2 e JAK?2
também foi descrita em células de ventriculo esquerdo de rato apds estimulo com

angiotensina "% 3 e em figado de rato apds estimulo com leptina 7.
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Nosso grupo de pesquisa encontrou uma associacdo entre JAK2 e IRS2, na linhagem
celular JAK2V®1"F HEL, mas ndo na linhagem JAK2 selvagem U937. A expressdo de IRS2 foi
maior em células CD34" de sangue periférico de pacientes portadores da mutacdo JAK2
V617F em relacdo aos pacientes JAK2 selvagem. O silenciamento do IRS2, em células HEL,
foi suficiente para diminuir a fosforilagdo de STATS, reduzir a viabilidade celular e aumentar
a apoptose nessas células, e apresentou efeito cumulativo com ruxolitinibe °. A anélise de
sequenciamento de segunda geracdo realizada por Savage e colaboradores identificou
mutacdo em IRS2 em 5,4% de 56 pacientes com NMP BCR-ABL1 negativos e em 13.6% de
22 pacientes com LMC resistentes ao imatinibe. A expressédo de duas formas variantes de
IRS2 em Ba/F3 resultou em aquisicio de capacidade de sobrevivéncia na auséncia de 1L-3 7°.

Corroborando com 0s nossos achados que indicam a relevancia da via IGF1R/IRS em
NMP, outro grupo de pesquisa descreveu um novo mecanismo que indicou a relevancia da
participacdo de IGF1R em NMP e pontuou um efeito benéfico de inibidores farmacoldgicos
de IGF1R nesta doenca ’’. Estudando a proteina AIRAPL, codificada pelo gene ZFAND2B,
Osorio e colaboradores 7" observaram que camundongos deficientes para Zfand2b
desenvolveram um fenotipo de NMP. Um aumento da ativacdo do Igflr foi observado nos
camundongos Zfand2b™. A haploinsuficiéncia de Igflr ou o inibidor tirosinoquinase NVP-
AEWS54, utilizado como inibidor de IGF1R, preveniu o desenvolvimento de NMP em
camundongos deficientes para Zfand2b.

Estudos anteriores a descoberta da mutacdo JAK2 V617F j& indicavam uma alta
expressio e ativacdo de IGFIR em amostras de pacientes com PV 78 7% 8 Staerk e
colaboradores descreveram que a expressdo do mutante JAK2 V617F torna as células Ba/F3
hipersensiveis ao IGF1, o qual ativa STAT5, STAT3, Erk1/2 e AKT 8. Gual e colaboradores
encontraram uma associacdo da via de IGF1R/IR com JAK1 e JAK2 através de estudos
realizados em células de fibroblastos, NIH3T3 82, Ambos os estudos % # ndo testaram o
efeito de inibidores farmacoldgicos desta via nas NMP. E evidente a necessidade de estudos
atuais com objetivo de testar novas drogas e permitir que o conhecimento adquirido através de

estudos de ciéncia basica seja aplicado na pratica clinica.

1.5. Inibidores farmacoldgicos da via IGF1R-IRS1/2

A eficacia antineoplasica do inibidor tirosinoquinase NVP-AEWS54 foi demonstrada

em modelos experimentais de leucemia mieloide aguda %, mieloma multiplo &, cancer de
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ovario & e de mama ®. Apesar de Osorio e colaboradores ’’ terem demonstrado o beneficio
do tratamento com NVP-AEW541 em modelos murinos de NMP, Chapius et al 8" observaram
anteriormente que NVP-AEW541 € capaz de inibir a sinalizacdo induzida ndo apenas pelo
IGF1, mas também a sinalizacdo induzida por FLT3L e SCF em células de LMA. Sendo
assim, a atividade antileucémica da inibi¢do de IGF1R pode ser melhor investigada utilizando
estratégias farmacoldgicas mais especificas em modelos de NMP. A necessidade de se testar
novos inibidores farmacolédgicos de IGF1IR em modelos de NMP também foi indicada por
LaFave e Levine & que comentaram o trabalho de Osorio e colaboradores *’.

Linsitinib (OSI-906) é um potente inibidor altamente seletivo para os receptores
tirosinoquinase, IGF1R e IR, com efeito antiproliferativo em uma variedade de linhagens
celulares de tumores solidos, e efeito antitumoral em modelo xenogréafico 8% %0, Além disso,
estudos clinicos demonstraram a atividade antitumoral de OSI-906 em pacientes com
melanoma e carcinoma adrenocortical %% 9293,

O grupo de pesquisadores de Israel liderado pelo Prof. Alexander Levitzki
desenvolveu um composto capaz de inibir IRS1/2, o NT157 °*. Em modelos de linhagens de
neoplasias solidas, 0 NT157 induz a fosforilacdo de IRS1 e IRS2 em serina, resultando na sua
degradacdo, com consequente inibicdo da via de sinalizacdo PISBK/AKT/mTOR, reducdo da
proliferacdo celular e aumento da apoptose. O tratamento com NT157, in vivo, inibiu
significativamente o crescimento de tumores solidos °* *°. A inibicdo farmacoldgica de
IRS1/2 foi suficiente para inibir a formacédo de coldnias e a migracdo de células de melanoma,
ndo afetando melandcitos normais °*. Os mesmos efeitos antiproliferativos da inibicdo
farmacoldgica de IRS1/2 foram observados em células de cancer de prostata e osteossarcoma
96; 97.

A inibicdo farmacoldgica de IRS1/2 com NT157 reduziu a viabilidade celular em
amostras de NMP primarias JAK2V®1F ' mas ndo em amostras JAK2 selvagens "°. em células
HEL JAK2V®F NT157 reduz viabilidade, clonogenicidade e proliferacdo celular, induz
apoptose, inibe a fosforilacdo de STAT3 e ERK e modula a expressdo de 23 oncogenes e
genes supressores tumorais . A estrutura quimica dos compostos utilizados esta indicada na

Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica dos inibidores farmacoldgicos. Estrutura quimica de NT157 (A), OSI-906 (B) e

NVPAEW-54 (C).



OBJETIVOS



26

2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi investigar o potencial antineoplasico de

diferentes classes de inibidores da via IGF1R-IRS1/2 em neoplasia mieloproliferativa.

2.1. Objetivos especificos

Em linhagens celulares Ba/F3 JAK2V%17F e Ba/F3 JAK2WT:

e Avaliar e comparar a viabilidade, proliferacdo, apoptose, e a ativacdo das vias
JAK/STAT, PIBK/AKT/mTOR e MAPK em células tratadas com veiculo ou
inibidores farmacoldgicos NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54 in vitro;

Em modelo murino de NMP knockin para a mutacdo JAK2V6L7F:

e Avaliar e comparar as subpopulacdes de progenitores hematopoéticos em animais
tratados com veiculo ou inibidores farmacoldgicos da via IGF1R/IR (OSI-906) e
IGF1R/IRS (NT157) in vivo;

e Avaliar a viabilidade e a ativacdo das vias JAK/STAT, PI3BK/AKT/mTOR e MAPK
em células tratadas com veiculo ou inibidores farmacol6gicos NT157 ou OSI-906 ex
Vivo;

Em modelo murino de transplante de NMP induzido por células Ba/F3 JAK2V6L7F:

e Avaliar e comparar o tumor nos animais transplantados submetidos ao tratamento com

veiculo ou inibidor farmacolégico OSI-906 in vivo;
Em células primarias de pacientes com mielofibrose:

e Avaliar a formagdo de colbnias em amostras de pacientes tratados com veiculo ou

inibidores farmacolégicos NT157 ou OSI-906.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

As amostras utilizadas foram obtidas de pacientes com diagndstico de mielofibrose
primaria sem uso de medicagdo para a doenca de base (#1: mulher, JAK2V®'"F positivo; #2:
mulher, JAK2V8Y'F positivo) em seguimento regular no Ambulatério de Hematologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (HCFMRPUSP). A coleta e utilizacdo de amostra biolégica humana foi aprovada
perante submissdo do projeto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCFMRP-USP
(Parecer 4.306.679) (ANEXO A). Amostras de sangue periférico foram coletadas em EDTA e
processadas imediatamente. As amostras foram submetidas a separacdo por gradiente,
utilizando Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich) para a obtengdo das mononucleares, seguida de

lise de hemécias com tampdo contendo cloreto de aménio e ensaio de formac&o de colbnias.

3.2. Linhagens celulares

A célula Ba/F3 transformada com a JAK2V®'F ou JAK2WT e células WEHI-3B
foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Susumu Kobayashi, do Beth Israel Deaconess
Medical Center/Harvard Medical School, e cultivadas em meio RPMI, acrescido de 1% de
penicilina/estreptomicina e enriquecido com 10% de soro bovino fetal. Células Ba/F3
JAK2V8IF nositivas para luciferase foram previamente transformadas por nosso grupo de
pesquisa. As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,. Células WEHI-3B
foram utilizadas para producdo de meio condicionado com IL3 murina, necessario para

manutencio das células Ba/F3 JAK2'T,

Ba/F3 é uma linhagem celular hematopoética murina dependente de interleucina (IL) -
3. As células Ba/F3 foram caracterizadas pela primeira vez por Palacios e Steinmetz em um
esforgo para isolar células pr6-B dependentes de IL-3 da medula 6ssea de camundongos
Balb/c %°. Em um experimento marcante logo depois disso, Daley e Baltimore demonstraram
que a expressao dirigida da tirosina quinase Bcr-Abl1l foi suficiente para tornar células Ba/F3
independentes de IL-3. Embora esse experimento tenha ajudado a validar o Bcr-Abll como o

oncogene causador da LMC, ele também langou o uso de células Ba/F3 como uma ferramenta
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amplamente utilizada na pesquisa do cancer 1. A utilidade da Ba/F3 na pesquisa e descoberta
de drogas é principalmente baseada nas seguintes caracteristicas dessas células: (1) As células
Ba/ F3 sdo uma linhagem de células em suspensdo de crescimento rapido que facilita uma
rapida reviravolta experimental; (2) as células Ba/F3 sdo facilmente transfectadas por
eletroporacdo e sdo prontamente suscetiveis a infeccdo pelos sistemas de expressdo retro e
lentiviral comumente usados; e (3) as células Ba F3 proliferam e sobrevivem na auséncia de
IL-3 quando expressam uma tirosina quinase constitutivamente ativa ou outros oncogenes. As
células Ba/F3 sdo frequentemente usadas para caracterizar o potencial de transformacéo de
mutacdes de quinase recentemente identificadas e para estudar os mecanismos de sinalizagéo
de tais quinases mutantes. Além disso, as células Ba/F3 sdo usadas para avaliar o potencial de
inibidores tanto in vitro quanto in vivo e para rastrear possiveis mutacdes que induziriam

resisténcia aos inibidores 101,

Células Ba/F3 JAK2V8'F sem adicio de meio condicionado, foram utilizadas para
estudar o efeito de inibidores farmacolégicos em modelo de neoplasia induzido pela ativacdo
da mutacdo JAK2V®1’F Células Ba/F3 JAK2V®1'F com adigdo de meio condicionado, foram
utilizadas como controle para demonstrar que a ativacdo das vias € induzida pela mutacéao
JAK2VIF e ndo se espera mudanca nos resultados em relagdo a mesma célula sem adigdo de
meio condicionado.

Células Ba/F3 JAK2WT, com adicdo de meio condicionado com 1L3 murina 10%,
foram utilizadas para estudar o efeito de inibidores farmacolégicos em modelo de célula com
JAK2 selvagem; entretanto, 0 meio condicionado gera ativacdo das vias de sinalizacdo de
forma independente da mutagdo JAK2VS'F. Células Ba/F3 JAK2YT, sem adicdo de meio
condicionado, foram utilizadas em paralelo como controle para demonstrar que a célula ndo
sobrevive na auséncia do meio condicionado, ndo sendo um bom modelo para avaliacdo do

efeito das drogas.

3.3. Inibidores farmacoldgicos

Os compostos NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 foram adquiridos da empresa Selleck
Chemicals e a concentracdo de estoque foi de 10 mM. Para experimentos in vitro os
inibidores farmacologicos NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 foram diluidos em DMSO.
Diferentes doses e tempos de tratamento foram testados para a definicdo da ICso de cada

linhagem celular que foi utilizada no projeto. As linhagens celulares ou células primérias de
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camundongos JAK2V51"F knockin ou pacientes com mielofibrose primaria foram submetidas
ao tratamento com o inibidor farmacol6gico de interesse ou veiculo (DMSQO), e submetidas a
ensaios funcionais e/ou analise de expressdo e fosforilacdo de proteinas das vias de
sinalizacdo de interesse. Os inibidores farmacologicos NT157 e OSI-906 foram utilizados
para tratamento in vivo de modelo murino JAK2VF knockin. Um resumo do esquema de

tratamento e das avalia¢Oes realizadas esta indicado na Tabela 1.

Tabela 1. Modelos experimentais

Ensaios Modelo Droga Ensaios funcionais
) Viabilidade, apoptose,
Células Ba/F3 NT157, OSI-906 e ) 3
proliferagdo celular e
JAK2VEF e Ba/F3WT NVP-AEW54 )
western blotting
In vitro Células Ba/F3 )
0OSI1-906 Autofagia
JAK2V617F’

Células hematopoéticas .
NT157 e OSI-906 Formag&o de coldnia

primarias
Células de Viabilidade, western
Ex vivo camundongo NT157 e OSI-906 blotting e formacéo de
JAK2VeF knockin colbnia
Camundongo Obtengdo de células
JAK2VeF knockin NTI57 € O51-906 hematopoéticas
In vivo Camundongo de NMP
induzido por células 0OS1-906 Peso dos tumores
Ba/F3 JAK2VeLTF

3.4. Animais

Os animais utilizados no estudo foram mantidos no Laboratério de Estudos
Experimentais em Animais (LEEA) do Hemocentro de Ribeirdo Preto. Durante o0s
experimentos, os animais foram alojados em estantes ventiladas de pressao positiva, mantidos
em grupos com quatro individuos em caixas com dimensfes de 10x30 cm, forradas com
maravalha. A limpeza das caixas foi realizada duas a trés vezes por semana e 0 regime
alimentar composto por dgua autoclavada e racdo a vontade. Todos os procedimentos foram

realizados de acordo com o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
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Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. O parecer de aprovagdo (Protocolo CEUA
0052/2017) encontra-se no ANEXO B.

3.5. Ensaios funcionais

Linhagens celulares murinas BA/F3 JAK2WT e BA/F3 JAK2V®AF e células de
camundongos expressando a forma mutada (V617F) e selvagem da proteina JAK2 foram
tratadas com veiculo ou com inibidores farmacologicos de IGF1R/IRS, e submetidas aos
ensaios de viabilidade, proliferacdo e apoptose. Todas as condicdes foram testadas em

duplicata, em pelo menos trés experimentos independentes conforme detalhado a seguir:

3.5.1. Avaliagéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada atraves do ensaio de metabolizacdo de
metiltiazoltetrazolio (MTT). Um total de 1x10* células/pogo foram semeadas em placas de 96
pocos na presenca de NT157 (@ [DMSQ]; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 uM), OSI-906 (& [DMSOQO];
2,5; 5; 10; 20 e 40 uM) e NVP-AEW54 (& [DMSQ]; 2; 4; 6; 8 e 10 uM). Apds o periodo de
tratamento (24, 48 e 72 horas), foram adicionados 10uL de uma solu¢do de MTT (5mg/mL)
aos pogos e as placas foram incubadas a 37°C por 4 horas. Para interromper a reacao, foram
adicionados 100pL de 0,1N HCI em isopropanol. A avaliagdo da viabilidade celular foi
realizada pela mensuracdo da absorbancia a 570nm por espectrofotometria. Os valores de ICso
foram calculados por meio de regressdo ndo linear, utilizando-se o programa CalcuSyn
(Biosoft, Ferguson, MO, EUA).

3.5.2. Avaliacdo de apoptose

A inducdo de apoptose foi verificada através da marcagdo com anexina V-APC e
iodeto de propidio (Pl) através de citometria de fluxo e confirmada pela avaliagdo da
atividade das caspases por Western blot. Células foram cultivadas em placas de 24 pocos,
seguindo-se as mesmas condicGes de tratamento utilizadas para o ensaio de viabilidade
celular. Apbés o tratamento (48 horas), as células foram lavadas com PBS gelado e

ressuspendidas em um tampao de ligagdo contendo 1 ug/mL de PI e 1 pug/mL de anexina V
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conjugada com APC. As amostras foram incubadas por 15 minutos na auséncia de luz em
temperatura ambiente e analisadas em equipamento FACSCalibur (Becton-Dickinson, EUA).
Para cada amostra, foram adquiridos dez mil eventos. As andlises foram realizadas com o
programa FlowJo (Treestar, Inc., San Carlos, CA, EUA). Em paralelo, extrato total das
células foram obtidos e submetidos a Western blot com anticorpos especificos para caspase 3
(total e clivada).

3.5.3. Avaliacédo da proliferacao celular

A andlise de proliferacdo celular foi realizada através da marcacéao para Ki-67. Celulas
foram tratadas com NT157 (d&; 0,2; 0,4; 0;8; 1,6 e 3,2 uM) OSI-906 (& [DMSO]; 2,5; 5; 10;
20 e 40 pM) e NVP-AEW54 (@ [DMSOQO]; 2; 4; 6; 8 e 10 uM) por 24 horas, fixadas com
etanol 70% e armazenadas em freezer -20°C. O ensaio de marcagdo com o antigeno Ki-67 foi
realizado de acordo com a orientacdo do fabricante (Ki-67 FITC clone B56; BD Bioscience,
San Jose, CA, EUA) e a média da intensidade de fluorescéncia foi obtida através do aparelho
FACSCalibur (Becton-Dickinson, EUA). Is6topo 1gG foi utilizado como controle negativo.

As anélises foram realizadas com o programa FlowJo (Treestar).

3.6. Western Blotting

Ao precipitado celular (pellet) contendo 5x106 a 1x107 células foi adicionado tamp&o
de extracdo de proteinas contendo: 100 mM Tris (pH 7.6); 1% Triton X-100; 150 mM NacCl,;
2 mM PMSF; 10 mM NasVOs; 100 mM NaF; 10 mM NasP207 e 4 mM EDTA. As amostras
foram homogeneizadas e mantidas em gelo por 1 hora, e em seguida submetidas a
centrifugacdo por 20 minutos a 4°C para remocdo dos restos celulares. Ao produto do extrato
total proteico, adicionou-se tampdo de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol, as
amostras foram aquecidas em banho seco a temperatura de 95°C por 10 minutos e submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5-8%-SDS-PAGE em aparelho de eletroforese
(Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA), para a separacdo das proteinas.
A transferéncia das proteinas de interesse do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada durante 2 horas a 120 V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. A
ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo especificas foi reduzida por pré-incubacdo da

membrana por 2 horas com tampao de bloqueio (5% leite em pd, 10 mM Tris, 150 mM NaCl,
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e 0.02% Tween 20) a temperatura ambiente. A membrana de nitrocelulose foi incubada
durante a noite a 4°C com os anticorpos de interesse diluidos em tamp&o de bloqueio (0.3%
de leite em pd), seguido de 3 lavagens com solucdo basal (10 mM Tris, 150 mM NaCl, e
0.02% Tween 20). Por fim, a membrana de nitrocelulose foi incubada por 1 hora com
anticorpo secundério conjugado a HRP (Horseradishperoxidase), lavada novamente por 3
vezes, e entdo submetida ao substrato da enzima, resultando em um produto luminescente,
detectado pelo aparelho foto-documentador Gel Doc XR+ system (Bio-Rad, USA). A
intensidade de expressdo proteica foi normalizada pela expresséo da actina e a intensidade da
fosforilacdo proteica foi normalizada pela expressdo da proteina correspondente. Os
anticorpos utilizados estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Anticorpos utilizados para Western blotting.

Empresa Proteina alvo NuUmero de catélogo | Concentragéo
IRS-2 sc-390761 1:500
STAT3 sc-7179 1:1000
Santa Cruz Biotechnology | STAT5 sc-835 1:1000
(Santa Cruz, CA, USA) p-P70S6K sc-7984-R 1:1000
P70S6K sc-8418 1:1000
a-tubulina sc-5286 1:4000
IRS-1 #3407P 1:1000
p-IGF1R #3918 1:500
IGF1R #9750 1:1000
p-STAT3 #9131S 1:1000
Cell Signaling Technology | p-STAT5 #9359S 1:1000
(Danvers, MA, USA) caspase 3 #9665 1:1000
p-AKT1/2/3 #4060 1:500
AKT1/2/3 #4685 1:1000
p-4EBP1 #9455 1:1000
4EBP1 #9452 1:4000
Life Technologies p-ERK1/2 700012 1:1000
(Carlsbad, CA, USA) ERK1/2 44654G 1:1000
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3.7. Avaliagéo do crescimento clonal

O crescimento clonal foi avaliado através da formacdo de coldnias. As células
primarias de pacientes com mielofibrose primaria (2x10° células/pogo) foram semeadas em
meio semi-solido methocult (H4535) (StemCell Technologies), na auséncia ou presenca de
NT157 (3,2; 6,4 puM) e OSI-906 (10 e 20 uM). Células primérias de modelo murino
JAK2VEIF knockin (1x10% células/pogo) foram semeadas em meio semi-s6lido methocult
(M3534) (StemCell Technologies), na auséncia ou presenca de NT157 (6,4 uM) e OSI-906
(10 e 20 pM). Cada condicdo foi realizada em duplicata. As colonias humanas foram
detectadas apds 14 dias de cultivo e as colénias murinas ap6s 10 dias de cultivo. A contagem
diferencial de coldnias eritrociticas (CFU-E), granulociticas (CFU-G), megacariociticas
(CFU-M), granulo-monociticas (CFU-GM) e multi-linhagem (CFU-GEMM) foi realizada

através de diferencas morfoldgicas observadas ao microscépio convenciona.

3.8. Avaliacdo da autofagia

Células BAF3 JAK2V6L’F tratadas com OSI-906 por 48 horas foram submetidas ao
ensaio de autofagia com o marcador laranja de acridina. Resumidamente, as células foram
centrifugadas por 5 minutos, ressuspendidas em solucdo de 1mg/mL de laranja de acridina,
seguido de incuba¢do por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. As amostras foram
entdo lavadas, ressuspendidas em PBS e lidas nos canais FL1 e FL3 no citbmetro
FACSCalibur (Becton-Dickinson, EUA).

3.9. Modelo murino de transplante de NMP induzido por células Ba/F3 JAK2V617F

Células Ba/F3 JAK2VSYF previamente testadas e positivas para a atividade de
luficerase, foram cultivadas em meio RPMI 10% de soro bovino fetal até atingirem
crescimento exponencial e viabilidade igual a 95%. Fémeas imunossuprimidas NOD-scid
IL2Rgnull (NSG) de 10 a 12 semanas de vida, receberam injecdo subcutanea dorsal contendo
5x10° células Ba/F3 JAK2V®L'F viaveis ressuspendidas em 50ul de PBS e 50ul de Matrigel. A
formagdo do tumor foi avaliada por meio de injecdo intraperitonial de D-luciferina

(150mg/kg). Apds aproximadamente 5 minutos, periodo de difusdo da enzima, o0s
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camundongos receberam anestesia inalatéria (2,5% de isoflurano em oxigénio) e foram
posicionados no equipamento IVIS. Durante o periodo da captura das imagens, a sedacgdo foi
mantida por exposicdo constante ao isoflurano (1,5%). O tempo de exposic¢éo variou de 10
segundos a 3 minutos, dependendo da intensidade do sinal. A intensidade da
bioluminescéncia foi quantificada através da selecdo manual da regido que abrange o sinal,
utilizando a ferramenta ROI (do inglés, region of interest), disponibilizada pelo software
utilizado para operar o equipamento (Living Image 3, Perkin Elmer). A intensidade é
contabilizada como fluxo de fétons e expressa em fdotons/s. ApoOs a constatacdo da formacéo
do tumor pela analise da quimioluminescéncia, os camundongos foram randomizados em dois
grupos: animais submetidos a administracdo de veiculo (25 mM de &cido tartarico) (n=9) e
animais tratados com OSI1-906 (70 mg/kg) (n=7), ambos administrados por gavagem 1 vez ao
dia. O tratamento com OSI-906 seria realizado por um tempo previsto de 15 dias, com base na
literatura encontrada 9% 103 104 “norém, o mesmo precisou ser interrompido e os animais
sacrificados devido a perda significativa de peso, apés 7 dias. Ao final dos 7 dias os tumores

foram removidos e pesados.

3.10. Modelo murino com expresséo condicionada da mutagdo JAK2V6L7F

O modelo murino com mutagdo JAK2V®'’F foi cedido pela pesquisadora Dr.2 Ann
Mullally 46 e modificado e estabelecido no Centro de Terapia Celular (CTC) do Hemocentro
de Ribeirdo Preto pela prof.2 Dr.2 Lorena Lobo de Figueiredo-Pontes (FAPESP 2015/21866-
1). O controle da expressao da mutacdo no modelo murino é exercido pelo promotor murino
endogeno de JAK2. Os animais JAK2 WT/FI ndo expressam o JAK2 mutado e ndo tem
fenotipo clinico, pois a expressdo da mutacdo esta sob regulacdo da enzima crerecombinase.
Apbs cruzamento de JAK2 WT/FI com animais transgénicos Vav/Cre, nos quais a cre-
recombinase é expressa sob o controle do promotor murino Vav, especificamente em células
das linhagens hematopoética e endotelial, a expressdo da JAK2V617F ¢ obtida. A recombinacéo
35 cre ocorre em duas etapas, uma que remove 0 éxon WT e a outra que coloca V617F em
orientacdo normal para a transcricdo. A estratégia utilizada para producdo dos animais

geneticamente modificados foi previamente descrita 1%,
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3.10.1. Avaliacdo do efeito do tratamento com os inibidores farmacoldgicos da via
IGF1R/IR (OSI-906) e IGF1R/IRS (NT157) em modelo murino de NMP JAK2V6L7F

knockin in vivo

Camundongos receptores Pep/boy C57BL/6 CD45.1 foram letalmente irradiados com
7Gy de raios X, divididas em 2 doses com intervalo de 4 horas. Camundongos JAK2 WT/FI- -
Vav/Cre CD45.2 doadores foram eutanasiados com sobredose de cetamina (300mg/kg) e
xilazina (30mg/kg), e submetidos a maceracdo de fémures, tibias e coluna vertebral para
obtencio da MO. Cinco milhdes (5x10°) de células totais da MO dos camundongos doadores
foram injetadas via plexo retro-ocular nos camundongos receptores Pep/boy C57BL/6
CD45.1 letalmente irradiados. Ap6s o transplante de medula déssea (TMO), realizou-se
antibioticoterapia profilatica nos camundongos transplantados através da administracdo de
enrofloxacino 5gm/kg durante 05 dias via subcutdnea. O quimerismo dos animais
transplantados foi analisado por citometria de fluxo pela marcacdo dos leucocitos em sangue
periférico utilizando os marcadores FITC-CD45.1 e PE-CD45.2 (BectonDickinson, EUA) 4
semanas apos 0 TMO. Os grupos experimentais, tratados e controles, foram pareados segundo
peso, quimerismo e hemograma.

O tratamento com NT157 (70 mg/kg), ou veiculo (2-Hidroxipropil Beta-Ciclodextrina
20%) teve inicio apos a avaliacdo do quimerismo e foi feito em dias alternados, ambos via
intraperitoneal, tendo duracdo de 6 semanas, seguido de eutanasia e coleta de sangue
periférico, medula e bagco. O tratamento com OSI-906 (50 mg/kg) ou veiculo (25 mM de
acido tartarico), ambos administrados via oral por gavagem 1 vez ao dia por 5 dias
consecutivos seguido de pausa por 2 dias. Ao final das 7 semanas foi realizada eutanasia dos
animais e coleta de sangue periférico, medula e baco para avaliagdo dos pardmetros

hematoldgicos.

3.10.2. Obtencéo de células hematopoéticas de modelo murino JAK2V6L7F

Camundongo expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2 foram
anestesiados e tiveram seu sangue coletado em tubos minicollect (Vacuette) de ImL contendo
EDTA, para anélise do hemograma. A obtencdo das células de medula 6ssea foi realizada por
meio da coleta de fémures e tibias através da maceracdo desses Orgdos e a passagem em

Strainer (BD®) de 70um para a retirada de agregados celulares e resquicios de 0ssos. As
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células do bago foram obtidas pelo mesmo processo. As células foram mantidas em PBS com
3% de soro bovino fetal em gelo. As hemécias foram lisadas com tampdo de lise por 15
minutos a 4°C seguidas de duas lavagens com PBS. As células da medula 0ssea, sangue
periférico e baco foram contadas e separadas para caracterizacdo das subpopulacdes de

células-tronco e progenitores hematopoéticos.

3.10.3. Anélise das populagdes hematopoéticas murinas por citometria de fluxo

Para estimacio das células tronco hematopoéticas, 1x10° células submetidas a lise de
eritrécitos e ressuspendidas em PBS foram incubadas por 15 minutos com anticorpos
especificos, lavadas e ressuspendidas em PBS para analise por citometria de fluxo. As
subpopulacdes de células-tronco e progenitoras hematopoéticas foram avaliadas como fracdes
da populagdo LSK (LinSca'*c-Kit), pelos imunofendtipos: células-tronco de longo prazo
(LT-HSC) CD48-CD150+, células-tronco de curto prazo (ST-HSC) CD48+CD150+ e
progenitores multipotentes (MPP) CD48+CD150-. Para quantificagdo dos precursores
eritroides (CD71-Ter119-, CD71+Ter119- , CD71+Ter119+), as células-tronco obtidas dos
animais tratados ou ndo com OSI-906 e NT157 foram submetidas a lise de eritrocitos e foram
marcadas com os anticorpos definidores de linhagem eritroides CD71 e Ter119 (Tabela 2). A
aquisicdo dos eventos foi realizada em citdmetro FACSCalibur (Becton-Dickinson, EUA) e a
analise feita usando o software FlowJo v.9.6.3. (Treestar, Inc., EUA). A definicdo do
imunofenotipo esta indicado na Tabela 3. A lista de anticorpos utilizados estad indicada na
Tabela 4.

Tabela 3. Imunofenoétipo de células tronco e progenitoras hematopoéticas avaliados.

Linhagem celular Anticorpos
Progenitor mieloide Lin'Scal*c-KitH"
Progenitor eritroide CD71e Terll9
Célula-tronco hematopoética:
Progenitor Multipotente Lin'Sca-1"c-Kit" CD48*CD150
Long-term Lin"Sca-1*c-Kit"CD48 e CD150"

Short-term Lin"Sca-1"c-Kit" CD48" e CD150*
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Tabela 4. Anticorpos utilizados para a marcacéo de células-tronco e progenitores hematopoéticos .

Anticorpo Catalogo (BioLegend)
Fitc streptovidim 405202
CD11b-PE 101208

CD71-APC 17071182

APC-CY7 CD3e 100330
PercP streptovidim 405213
CD48 - FITC 336705
CD34 - FITC 343606
CD16/32 - PE 360703
B220 PECY7 103221

3.11. Avaliacdo do efeito do tratamento com os inibidores farmacologicos da via
IGF1R/IR (OSI-906) e IGF1R/IRS (NT157) em modelo murino de NMP JAK2VeL7F

knockin ex vivo

Camundongo expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2 foram
anestesiados e tiveram seu sangue coletado em tubos minicollect (Vacuette) de 1mL contendo
EDTA, para analise do hemograma. A obtencdo das células de medula dssea foi realizada por
meio da coleta de fémures e tibias através da maceracdo desses Orgdos e a passagem em
Strainer (BD®) de 70um para a retirada de agregados celulares e resquicios de ossos. As
células do bago foram obtidas pelo mesmo processo. As células foram mantidas em PBS com
3% de soro bovino fetal em gelo. As hemécias foram lisadas com tampdo de lise por 15
minutos a 4°C seguidas de duas lavagens com PBS. As células da medula 6ssea foram

contadas e utilizadas em ensaios de viabilidade, Western blotting e formacao de coldnia.




RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo do efeito dos inibidores farmacolégicos de IGF1R-1RS1/2 na viabilidade,
apoptose, proliferacdo e anélise de expressdo e fosforilacdo de proteinas nas linhagens
celulares Ba/F3 JAK2WT e Ba/F3 JAK2V617F

4.1.1. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 na viabilidade de células Ba/F3
JAK2V617F

A viabilidade das células Ba/F3 JAK2V®1’F sem meio condicionado por Wehi-3B,
tratadas com NT157 foi significativamente reduzida em relacdo ao controle a partir da dose
0.4 uM apds 24 e 48 horas de incubacdo (Figura 4A). A viabilidade das células Ba/F3
JAK2VIF tratadas com OSI-906 foi significativamente reduzida em relagdo ao controle a
partir da dose 10 uM nos tempos de 24 e 48 horas (Figura 4B). A viabilidade da célula Ba/F3
JAK2VIF tratada com NVP-AEWS54 foi significativamente reduzida em relagdo ao controle a
partir da dose de 2 uM em todos os tempos de tratamento (Figura 4C). A viabilidade das
células Ba/F3 JAK2V®1’F com meio condicionado por Wehi-3B, tratadas com NT157, OSI-
906 e NVP-AEW54, foi significativamente reduzida (Figura 4 A-C, painel esquerdo) de

forma semelhante as células correspondentes cultivadas sem o meio condicionado.
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Figura 4. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 na viabilidade de células Ba/F3 JAK2VSYF A
viabilidade celular da linhagem Ba/F3 JAK2V®I'F foi determinada pelo ensaio de methythiazoletetrazolium
(MTT) ap6s 24, 48 e 72 horas de incubacdo na auséncia (@ = controle) ou na presenca de NT157 (A), OSI-906
(B) e NVP-AEWS54 (C) e na presenca (esquerda) ou auséncia (direita)de meio condicionado por Wehi-3B que
é rico em IL-3. Os resultados sdo representados como média + DP de pelo menos trés experimentos
independentes; *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 comparado com CT; Teste t Student.
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4.1.2. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54 na viabilidade de células Ba/F3 JAK2WT

Na tentativa de avaliar se a inibicdo de IGF1R/IRS era independente da mutacédo
JAK2VIF nGs utilizamos a linhagem Ba/F3 JAK2WT, Entretanto, a linhagem Ba/F3 JAK2WT
precisa do meio Wehi-3B para crescer e ele é responsavel por ativar a via JAK/STAT de
forma independente da mutacdo JAK2V®'F. Os 3 inibidores farmacoldgicos testados,
reduziram a viabilidade das células Ba/F3 JAK2VT em baixas doses.

A viabilidade das células Ba/F3 JAK2WT tratadas com NT157, na presenca de meio
condicionado Wehi-3B, foi significativamente reduzida em relagdo ao controle a partir da
dose 0.2 uM apos 48 e 72 horas de tratamento (Figura 5A). A viabilidade das células Ba/F3
JAK2WT tratadas com OSI-906, na presenca de meio condicionado por Wehi-3B, foi
significativamente reduzida em relacdo ao controle a partir da dose 2,5 uM em todos 0s
tempos de tratamento (Figura 5B). A viabilidade da célula Ba/F3 JAK2YT com meio
condicionado por Wehi-3B, tratada com NVP-AEWS54 foi significativamente reduzida em
relagdo ao controle a partir da dose de 2 uM em todos os tempos de tratamento (Figura 5C).

A viabilidade das células Ba/F3 JAK2YT sem meio condicionado por Wehi-3B,
tratadas com NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54, foi significativamente reduzida (Figura 5 A-
C, painel direito) de forma semelhante as células correspondentes cultivadas com o meio

condicionado.
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Figura 5. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 na viabilidade de células Ba/F3 JAK2WT. A
viabilidade celular da linhagem Ba/F3 JAK2T foi determinada pelo ensaio de methythiazoletetrazolium (MTT)
apos 24, 48 e 72 horas de incubacdo na auséncia (@ = controle) ou na presenca de NT157 (A), OSI-906 (B) e
NVP-AEWS54 (C) e na presenga (esquerda) ou auséncia (direita) de meio condicionado por Wehi-3B que é rico
em IL-3. Os resultados séo representados como média + DP de pelo menos trés experimentos independentes;
*p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 comparado com CT; Teste t Student.
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4.1.3. Efeito de NT157, OSI1-906 e NVP-AEWS54 na apoptose de células Ba/F3 JAK2V617F
e Ba/F3 JAK2WT

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular, procuramos avaliar
se a reducdo da viabilidade era acompanhada de aumento das taxas de apoptose. A inibicdo de
IGF1R/IRS por NT157 (> 0.4 uM), OSI-906 (apenas na dose de 40 uM) e NVP-AWES4 (> 4
uM aumentaram significativamente a porcentagem de células apoptodticas em relacdo ao
controle em células Ba/F3 JAK2V6L'F cultivadas sem o meio condicionado por Wehi-3B
(Figura 6, painel direito). Na presenca do meio condicionado Wehi-3B a viabilidade das
células Ba/F3 JAK2V®YF tratadas com NT157, OSI-906 e NVP-AWE5S4 foi
significativamente reduzida (Figura 6, painel esquerdo) de forma semelhante as células
correspondentes cultivadas sem o meio condicionado.

Em células Ba/F3 JAK2T cultivadas com meio condicionado Wehi-3B (Figura 6,
painel esquerdo), no qual a via JAK/STAT esté ativada de maneira independente da mutacéo,
os inibidores de IGF1R/IRS tiveram resultados semelhantes a célula Ba/F3 JAK2V'F, Na
auséncia de meio condicionado Wehi-3B, as células Ba/F3 JAK2WT apresentaram altas taxas
de apoptose (Figura 6, painel direito). Um dot plot representativo de um experimento de cada
inibidor ¢ ilustrado (Figura 7). A inducdo da apoptose foi confirmada através do aumento da
clivagem de caspase 3, verificada por western blotting, em extrato celular total de células
Ba/F3 JAK2V6LF apds 24 horas de tratamento com diferentes concentracdes de NT157

(Figura 8A), OSI-906 (Figura 8B) e NVP-AEW54 (Figura 8C).
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Figura 6. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 na apoptose de células Ba/F3 JAK2VY'F e Ba/F3
JAK2WT, A apoptose foi analisada através da avaliagdo de Anexina V/PI por citometria de fluxo nas células
Ba/F3 JAK2VeI'F e Ba/F3 JAK2WT ap6s 48 horas de incubagdo na auséncia (@ = controle) ou na presenca de
NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54 e na presenca (esquerda) ou auséncia (direita) de meio condicionado Wehi-

3B rico em IL-3. A porcentagem (%) de células apoptéticas (AnexinaV+/Pl- e Anexina V+/Pl+) foi

comparada entre as células controles (CT) e tratadas com NT157 (A), OIS-906 (B) e NVP-AEW54 (C) em
diferentes doses; *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001; Teste t Student.
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Figura 7. Figura 7. Dot plot representativo de um experimento de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 em
células Ba/F3 JAK2V617F e Ba/F3 JAK2WT. A apoptose foi analisada através da avaliagdo de Anexina V/PI por
citometria de fluxo nas células Ba/F3 JAK2VeI'F ¢ Ba/F3 JAK2WT apds 48 horas de incubagdo na auséncia (@ =
controle) ou na presenca de NT157 (A), OSI-906 (B) e NVP-AEW54 (C) e na presencga ou auséncia de meio
condicionado Wehi-3B rico em IL-3.; Um dot plot representativo de um experimento de cada inibidor é

ilustrado.
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Figura 8. Western blotting de caspase 3 em células Ba/F3 JAK2V8YF, Tratamento com NT157 (A), OSI-906
(B) e NVP-AEW54 (C) provocou aumento nos niveis de caspase 3 clivada, conforme observado por Western
blotting. @ = controle.

4.1.4. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54 na proliferacdo de células Ba/F3
JAK2V617F

Decidimos seguir com os experimentos apenas com as células Ba/F3 JAK2V61F sem
meio condicionado Wehi-3B, que representam o modelo de ativacdo da via JAK2/STAT

induzida pela mutagdo JAK2V6LF. A analise de Ki-67 revelou que a proliferacio celular das
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células Ba/F3 JAK2V®'F foi significativamente reduzida a partir da concentragéo 0.4 uM de
NT157 (Figura 9A). OSI-906 reduziu a proliferacdo celular das células Ba/F3 JAK2V6L'F
apenas a partir da concentracdo 20 uM (Figura 9B). NVP-AEW54 reduziu a proliferacédo
celular das células Ba/F3 JAK2V®!'F a partir da concentracdo 2 pM (Figura 9C).
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Figura 9. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 na proliferacéo celular de células Ba/F3 JAK2V617F,
A média da intensidade de fluorescéncia de Ki67 (M.I.F.) foi determinada por citometria de fluxo apds
incubacdo de células Ba/F3 JAK2V8YF com NT157 (A), OSI-906 (B) e NVP-AEWS54 (C) por 24 horas; 0
histograma esté ilustrado. O grafico de barras representa a M.I.F de Ki-67 normalizado pela respectiva célula
ndo tratada, e os resultados sdo representados como média + DP de trés experimentos independentes; *p<0.05,
**p<0.01 e ***p<0.001 comparado com CT; teste ANOVA e Bonferroni.
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4.1.5. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 em vias de sinalizacdo de células Ba/F3
JAK2V617F

A andlise por Western blotting revelou que NT157, OSI-90 e NVP-AEW54 foram
capazes de reduzir a fosforilacdo e expressao de Irs1/2, Igflr, Jak2, Stat3, Stat5 e p70s6k na
linhagem celular Ba/F3 JAK2V®'F O tratamento com NT157 aumentou a fosforilagdo de
Erk1/2 e ndo modulou Akt1/2/3. NVP-AEW541 ndo modulou Erk1/2 (Figura 10).
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Figura 10. Efeito de NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 em vias de sinalizacdo de células Ba/F3 JAK2V6L'F,
Analise de western blotting para p-Irs1/2Y%2, Irs1, Irs2, p-1gfir¥1?%0, Igfir, p-Stat3Y7%, Stat3, p-Stat5v%, Stat5, p-
Erk1/2T183/Y185  Erk1/2, p-p70s6k™2V5424 n70s6k, caspase 3 (total e clivada) em extrato total de células Ba/F3
JAK2VELTF tratadas com as concentracdes indicadas de NT157 (A), OSI1-906 (B) e NVP-AEW54 (C); As membranas
foram incubadas com os respectivos anticorpos para deteccdo da proteina total ou actina e reveladas com o
SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate system usando um Gel Doc XR+ imaging system.
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4.1.6. Efeito do OSI-906 na inducdo da autofagia em em células Ba/F3 JAK2V617F

Uma vez que OSI-906 induziu apoptose apenas em altas doses em células BAF3
JAK2VF - decidimos investigar o que poderia explicar esse fendmeno e testamos a hipdtese
que o OSI-906 induz a autofagia como mecanismo de resisténcia a apoptose.

NOs observamos um aumento no acimulo de organelas vesiculares acidas (AVOs) a
partir da dose de 5uM de OSI-906 em células BAF3 JAK2V8Y'F o que indica aumento da
autofagia nessas células (Figura 11). A inducdo da autofagia por OSI-906 pode explicar seu
efeito limitado na apoptose em células BAF3 JAK2V617F,

BA/F3 JAK2V617F

FITC-A PerCP-A subset
328

0SI1-906

Figura 11. OSI-906 induz autofagia em células BAF3 JAK2V®'F, Organelas vesiculares acidas foram
detectadas por citometria de fluxo em células BAF3 JAK2V8YF tratadas com OSI-906 em diferentes
concentragfes (CTRL [controle=veiculo], 5, 10 e 20 uM) por 48 horas usando o método de marcacdo com
laranja de acridina. A gate “AVO” contém células positivas pelo canal FL-3, 0 que é caracterizado por aumento
na formacdo de organelas vesiculares cidas.

4.2. Avaliacdo ex vivo do efeito dos inibidores farmacoldgicos de IGF1R-IRS1/2 em
celulas de camundongo expressando a forma mutada (V617F) ou selvagem da proteina
JAK?2

4.2.1. A inibicdo farmacologica de IGF1R/IR reduz a viabilidade de células de

camundongo expressando a forma mutada (V617F) ou selvagem da proteina JAK2

Avaliamos o impacto da inibigdo farmacoldgica de IGF1R/IRS (NT157, OSI-906 e
NVP-AEWS54) na viabilidade celular de células primarias murinas. Células de camundongo

expressando a forma mutada (V617F) ou selvagem da proteina JAK2 foram incubadas por 72
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horas na auséncia ou presenca do NT157, OSI-906 e NVP-AEW54 e submetidas ao ensaio de
methythiazoletetrazolium (MTT). NT157 reduziu a viabilidade celular na dose 6,4 uM ¢ OSI-
906 somente nas doses mais altas (>20 uM). NVP-AEW54 teve o melhor efeito, reduzindo a

viabilidade celular a partir da dose > 6 uM (Figura 12).
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Figura 12. Inibidores de IGF1R/IR reduziram a viabilidade de células de camundongos expressando a
forma mutada (V617F) ou selvagem da proteina JAK2. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio
de methythiazoletetrazolium (MTT) apds 72 de incubagdo na auséncia (@ = controle) ou na presenca de
NT157 (0.2,0.4,0.8, 1.6, 3.2 E 6.4 uM (A-B), OSI-906 (2.5, 5, 10, 20 e 40 uM) (C-D) e NVP-AEW541 (2,
4, 6,8 ¢ 10 uM) (E-F). Os resultados sdo representados como média + DP de pelo menos trés experimentos
independentes.
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4.2.2. A inibicdo farmacologica de IGF1R/IR reduziu a formagéo de coldnias de células

de camundongo expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK?2

Células de camundongo expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2
foram incubadas por 72 horas na auséncia ou presenca do NT157 e OSI-906 submetidas ao
ensaio de formacédo de colbnias. NT157 reduziu a formacdo de colonia na dose de 6.4 uM
(Figura 13A). O tratamento com OSI-906 in vitro reduziu significativamente a formacéo de

col6nia a partir da dose de 20 uM (Figura 13B).
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Figura 13. O tratamento com OSI-906 e NT157 in vitro reduz a formacgdo de colénias em células da
medula dssea de camundongos expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2. Células foram
isoladas e plaqueadas em metilcelulose enriquecida com citocinas e incubadas por 10 dias com a concentragdo
indicada de OSI-906 e NT157. Os resultados indicam o nimero de colbnias formadas a partir de células
progenitoras e diferenciadas em coldnias eritrociticas (CFU-E), granulociticas (CFU-G), megacariociticas (CFU-
M), granulo-monociticas (CFU-GM) e multi-linhagem (CFU-GEMM) (A-B). O nimero de colbnias de células
da medula 6ssea de camundongos expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2 normalizada por
células progenitoras ndo tratadas (C) esta ilustrado. Analise de significancia entre as células tratadas com OSI-
906 versus células ndo tratadas foi feita utilizando ANOVA e Bonferroni; *p<0.05; ** p <0,01.
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4.2.3. A inibicdo farmacoldgica de IGF1R/IR modulou vias de sinalizacdo em células da

medula 6ssea de camundongo expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2

Células de camundongo expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2
foram incubadas por 24 horas na auséncia ou presenca do NT157 e OSI-906 submetidas ao
ensaio de Western Blotting. NT157 e OSI-906 reduziram a fosforilagdo de Igflr e Stat3. OSI-
906 reduziu a fosforilagdo de Erk1/2 e Akt1/2/3. NT157 aumentou a fosforilagdo de Akt e Erk

e reduziu a fosforilacéo de Stats (Figura 14).
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Figura 14. O tratamento com OSI-906 e NT157 in vitro modula vias de sinalizacdo em células da medula
0ssea de camundongos expressando a forma mutada (V617F) da proteina JAK2. Andlise de Western
blotting para 1gf1r¥12%, |gfir, p-Stat3Y7%, Stat3, p-Stat5Y’%, Stat5, p-Akt1/2/35473, Akt1/2/3, p-Erk1/2T183/Y185 ¢
Erk1/2 em células da medula 6ssea de camundongo JAK2V6'F tratado in vitro com as concentragdes indicadas
de OSI-906 e NT157 durante 24 horas. As membranas foram incubadas com seus respectivos anticorpos para
detectar proteina total ou fosforilada e reveladas com o sistema de Substrato de Duragdo Estendida Dura Dura
SuperSignal ™ West, utilizando um sistema de imagem Gel Doc XR+.
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4.3. O tratamento com o inibidor NT157, in vivo, ndo modulou os
parametros hematimétricos e o tamanho do ba¢o do modelo murino de
NMP JAK2 V817F knockin

Realizamos o transplante utilizando o modelo murino com expressdo condicionada da
mutacdo JAK2V®L'F para avaliagdo do efeito do tratamento do inibidor farmacoldgico da via
IGF1IR/IRS (NT157) nesse modelo. Encontramos mais de 70% de células CD45.2 do
camundongo doador no sangue periférico dos camundongos receptores CD45.1 (quimerismo).
Além disso, a analise do sangue periférico revelou um aumento na porcentagem de
hemoglobina e hematocrito nos camundongos transplantados em relacdo ao controle, o que
confirma o fendtipo de policitemia vera esperado para esses camundongos A andlise do
sangue periférico ndo revelou nenhuma diferenca significativa na porcentagem de
hemoglobina e hematdcrito entres os camundongos tratados com NT157 (n=6) e grupo
controle (n=5) (Figura 15D-E). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada no peso
corporal, peso do baco e na analise por citometria dos progenitores prematuros e tardios da
medula 6ssea e baco entre o grupo tratado com NT157 e veiculo (Figura 15C-F e G-H).
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Figura 15. NT157 em modelo murino de NMP JAK2V6'7F knockin. Estudo experimental para indugdo de
fenétipo de NMP em camundongo. Células da medula 6ssea de camundongos Jak2V6'’F foram transplantadas em
camundongos Pep boy irradiados. Apds a avaliacdo do quimerismo na quarta semana, os camundongos foram
randomizados e tratados em dias alternados com veiculo ou NT157 (70 mg/kg) por 6 semanas (A). Imagens dos
bacos dos camundongos tratados e grupo controle (B). Graficos de dispersdo mostrando o peso do bago (C), niveis
de hemoglobina (D) e hematocrito (E), peso corporal (F), porcentagem de progenitores eritroides prematuros no
baco e medula dssea (G), porcentagem de progenitores eritrdides tardios no baco e medula 6ssea de camundongos
tratados com NT157 e grupo controle (H). Dot plot ilustrativo dos progenitores da medula 6ssea e baco (1).

4.4. O tratamento com o inibidor OSI-906, in vivo, reduziu progenitores
eritroides e aumentou os progenitores mieloides do modelo murino de
NMP JAK?2 V617F knockin

Realizamos o transplante utilizando o modelo murino com expressao condicionada da
mutacio JAK2V8L'F para avaliagdo do efeito do tratamento do inibidor farmacolégico da via
IGF1R/IR (OSI-906) nesse modelo. O sucesso do transplante foi observado por meio da
quantificacdo das células do camundongo doador (CD45.2) no sangue do camundongo
receptor, ap6s o transplante, utilizando citometria de fluxo. Encontramos mais de 70% de
células CD45.2 do camundongo doador no sangue periférico dos camundongos receptores
CD45.1 (quimerismo). Além disso, a analise do sangue periférico revelou um aumento na
porcentagem de hemoglobina e hematdcrito nos camundongos transplantados em relagdo ao
controle, o que confirma o fen6tipo de policitemia vera esperado para esses camundongos. O
tratamento com OSI-906 (50 mg/kg) in vivo foi bem tolerado pelos camundongos JAK2V617F,
mas ndo reduziu o volume do baco (Figura 16B). OSI-906 reduziu significativamente os
progenitores eritroides em células da medula 6ssea de camundongos JAK2V®'F quando
comparado com o veiculo (Figura 16F). O nimero de hemoglobina e hematdcrito ndo foi

modulado pelo tratamento com OSI-906 (Figura 16C-D).
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Figura 16. OSI-906 em modelo murino de NMP knockin para JAK2V8'F, Estudo experimental para
inducdo de fendtipo de NMP em camundongo. Células da medula 6ssea de camundongos JAK2V617F
foram transplantadas em camundongos Pep boy irradiados. O tratamento com OSI-906 (50 mg/kg) ou
veiculo (25 mM de &cido tartarico), ambos administrados via oral por gavagem 1 vez ao dia, teve inicio
apos a avaliacdo do quimerismo e foi feito por 5 dias consecutivos seguido de pausa por 2 dias com
duracdo final de 7 semanas (A). Graficos de dispersdo mostrando o peso do baco (B), niveis de
hemoglobina (C) e hematécrito (D), peso corporal (E), porcentagem de progenitor prematuro eritroide no
baco e medula dssea (F), porcentagem de progenitores eritroides tardio no baco e medula dssea de
camundongos tratados com OSI-906 e grupo controle (G). Dot plot ilustrativo dos progenitores da
medula 6ssea e bago (H). OSI-906 reduziu significativamente os progenitores eritroides em células da
medula dssea de camundongos JAK2V8Y'F, (Teste de Mann-Whitney; *p=0.03).
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OS1-906 aumentou significativamente os progenitores mieloides em células da medula
6ssea de camundongos JAK2V®1’F quando comparado com o veiculo (Figura 17A). OSI-906
ndo modulou o ndmero de progenitores multipotentes (CD48 +/C150) e células-tronco
hematopoiéticas de curto (CTH-CP) (CD48-/150-) e longo prazo (CTH-LP) (CD48-/CD150+)
(Figura 17D-F).
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Figura 17. Efeito do tratamento com OSI-906 nos progenitores em modelo murino de NMP knockin para
JAK2VEIF Gréficos de dispersdo mostrando a percentagem de progenitores mieldides (A) e células LSK (B) em
camundongos JAK2V®'7F tratados com OSI-906 ou controle. Dot plot ilustrativo dos progenitores mieloides da
medula 6ssea (C). Note-se que o OSI-906 aumentou significativamente os progenitores mieloides em células da
medula 6ssea dos camundongos JAK2V®'F, Gréficos de dispersdo mostrando a percentagem de progenitores
multipotentes (D), células-tronco hematopoiéticas de curto (E) e longo prazo (F) camundongos JAK2V6!'F
tratados com OSI-906 ou controle. Dot plot ilustrativo dos progenitores e células-tronco da medula éssea (G).
teste de Mann-Whitney; *p = 0,01)

4.5. OSI1-906 reduz o crescimento tumoral induzido por células Ba/F3 JAK2V617F

Nosso proximo passo foi avaliar o efeito do tratamento com OSI-906 na formagéo de
tumor de células Ba/F3 JAK2V®'Fin vivo. Como n&o encontramos o resultado esperado com o
camundongo knockin para JAK2V8F decidimos utilizar uma dose maior de OSI-906 (70
mg/kg) para o tratamento desse novo modelo. O tratamento com OSI-906 foi capaz de reduzir
o crescimento tumoral induzido por células Ba/F3 JAK2V®1F porém o mesmo apresentou

uma toxicidade e o experimento teve que ser finalizado antes do tempo (Figura 18).
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Figura 18. OSI-906 reduz o crescimento tumoral em modelo de tumorigénese induzido por células
Ba/F3 JAK2VEF Imagens e volumes de tumores induzidos por injegdo subcutanea de células Ba/F3
JAK2VELF em camundongos NSG, tratados com veiculo (25 mM de 4cido tartarico) (n=9) ou OSI-906 (70
mg/kg) (n=7). (A) Gréfico de dispersdo mostrando o peso dos tumores. (B) O volume do tumor (V) foi
calculado usando a formula (V = W?xLx0,52), onde W e L representam os menores e maiores didmetros,
respectivamente. (C) Grafico comparando os valores de quimioluminescéncia entre os dois grupos de
animais. Os animais foram randomizados em grupo tratado e controle a partir desse resultado. (D) Imagens
individuais de tumores dos animais sdo mostradas; teste ANOVA e pos-teste de Bonferroni. Barra de
escala: 10 mm.

4.6. O tratamento com os inibidores seletivos de IGF1R/IRS (NT157) e IGF1R/IR (OSI-

906) reduziu o crescimento clonal de células de pacientes com mielofibrose primaria

Para investigar o efeito de OSI-906 e NT157 sobre células hematopoéticas de
pacientes com mielofibrose primaria, células mononucleares da medula dssea foram
submetidos ao ensaio de formacéo de col6nia na presenca de veiculo ou OSI-906/NT157. O
tratamento com OSI-906 e NT157 in vitro reduziu a formacdo de col6nia em amostras de

pacientes com mielofibrose primaéria (Figura 19).
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Figura 19. O tratamento com OSI-906 e NT157 in vitro reduz a formacg&o de coldnias em células do
sangue periférico de pacientes com mielofibrose primdria. Células foram isoladas e plaqueadas em
metilcelulose enriquecida com citocinas e incubadas por 14 dias com as concentracdes indicadas de OSI-906
e NT157. Os resultados indicam o nimero de coldnias formadas a partir de células progenitoras e
diferenciadas em colonias eritrociticas (CFU-E), granulociticas (CFU-G), megacariociticas (CFU-M),
granulo-monociticas (CFU-GM) e multi-linhagem (CFU-GEMM). (A) paciente #1 (B) paciente #2
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, realizamos a avaliacdo dos inibidores de IGF1R/IRS (NT157) e de
IGF1IR/IR (OSI-906 e NVP-AEW54) em linhagens celulares JAK2 mutada (BAF3
JAK2VIF) e selvagem (BAF3 JAK2WT) e em modelo murino de NMP knockin para
JAK2VIF O tratamento com NT157 foi capaz de inibir a via de sinalizagdo do IRS1/2, a
fosforilacdo de JAK2 e de STAT3/5 e resultou em atividade antineoplasica notavel, incluindo
diminuicdo na viabilidade celular e proliferacdo, acompanhada pela inducdo de apoptose em
células BAF3 JAK2 mutada e selvagem. Além disso, o tratamento com NT157 resultou no
aumento da fosforilagdo de ERK1/2. Reuveni e colegas * encontraram o mesmo aumento da
ativacdo de ERK/MAPK ap0s exposicdo a este composto, e descreveram que a degradacédo de
IRS1/2 é mediada por essa via. A inibicdo de STAT3 apds o tratamento com NT157 também
foi descrita em outras linhagens de células tumorais sélidas, incluindo cancer de prostata,
cancer de mama, melanoma, mieloma maltiplo e cancer colorretal °% 1% Flashner-Abramson
e colegas % descreveram que a inibicdo de STAT3 é um mecanismo independente de acdo do
NT157 no eixo IGF1R/IRS.

NOs observamos que o tratamento com NT157 apresenta a vantagem de modular a
fosforilacdo ndo apenas de STAT3, mas também de STAT5, que é um membro de uma
familia de fatores de transcricdo que parece estar mais relacionado a expansdo mieloide
induzida por JAK2V617F 107 'Em células Ba/F3, foi demonstrado que a ativagao constitutiva de
STAT5 é necessaria para a transformacgdo neoplasica mediada por JAK2VeL7F 108
Corroborando com esses achados, Yan e colaboradores % demonstraram in vivo que o
STATS5 é necessario e desempenha um papel critico no desenvolvimento da policitemia vera
em um modelo murino de NMP. Em linhagens celulares de neoplasia mieloproliferativa
JAK2V8IF 'HEL e SET2, o tratamento com NT157 diminuiu significativamente a viabilidade
celular, clonogenicidade e proliferacdo celular, enquanto resultou em aumento da apoptose e
parada do ciclo celular em G2/M. Além disso, NT157 inibiu a fosforilagdo de STAT3, STAT5
e ERK %,

Para avaliacdo do inibidor de IGF1R/IR1/2 (NT157) in vivo, utilizamos o modelo
murino de NMP knockin para JAK2V®1’F O esquema de tratamento utilizado foi de
70mg/kg via intraperitoenal de NT157 trés vezes por semana. Observamos que
NT157 ndo modulou os pardmetros hematimétricos e o tamanho do bago nessa
modelo. Todos os grupos de pesquisa que descreveram o tratamento com NT157 in vivo,



64

optaram por uma frequéncia de tratamento de trés vezes por semana e doses entre 50 a 100
mg/kg. No entanto, estes testes foram realizados somente em tumores sélidos, com evolugéo
clinica mais lenta % % % Dijante dessas consideracOes, adequacdes podem ser necessarias
para se avaliar a eficicia do tratamento com NT157 in vivo em NMP.

OSI-906 é um inibidor altamente seletivo para os receptores tirosinoquinase, IGF1R e
IR, com efeito antiproliferativo em uma variedade de linhagens celulares de tumores solidos,
e efeito antitumoral em modelo xenografico 8% %°. Além disso, estudos clinicos demonstraram
a atividade antitumoral de OSI-906 em pacientes com melanoma e carcinoma adrenocortical
91:92:93 No presente estudo, OSI-906 foi capaz de reduzir a viabilidade celular, a proliferacéo
e induzir a apoptose apenas na dose mais alta utilizada. Resultado semelhante foi encontrado
por Rodrigues Alves estudando linhagens celulares de leucemia linfoide aguda (LLA) %°. O
tratamento com OSI-906 inibiu a via de sinalizacdo do IRS1/2, a fosforilagdo de JAK2,
STAT3/5 e ERK.

Para avaliacdo do inibidor de IGF1R/IR (OSI-906) ex vivo e in vivo, utilizamos o
modelo murino de NMP knockin para JAK2V61F e 0 modelo de tumorigénese induzido por
célula Ba/F3 JAK2V®Y'F O tratamento, ex vivo, com inibidor de IGF1R/IR (OSI-906) foi
capaz de inibir a formacdo de colonia e a fosforilagdo de IGF1R, STAT3, ERK1/2 e
AKT1/2/3 em células da medula 6ssea do camundongo JAK2V6L'F,

A relagdo entre a via do IGF1R/IR e a mutacdo JAK2V6LF também foi encontrada por
Staerk e colaboradores, que demonstraram que a expressdo do mutante JAK2V®'’F torna as
células Ba/F3 hipersensiveis ao IGF1, o qual ativa STAT5, STAT3, ERK1/2 e AKT &, Mais
recentemente, Osorio e colaboradores demonstraram que o silenciamento de IGF1R, em
linhagens celulares de neoplasia mieloproliferativa JAK2V8'F SET2 e HEL, é capaz de
provocar parada no crescimento celular e repressdo de um conjunto de genes associados a via
JAK2/STAT ™.

O tratamento com OSI-906 no modelo murino de NMP knockin para JAK2V®!'F [evou
a uma reducéo dos progenitores hematopoéticos eritroides da medula 6ssea, mas ndo modulou
0 tamanho do baco nesses animais. A via de administracdo e a dose escolhida de OSI-906 (50
mg/kg; gavagem) se baseou em artigos da literatura que utilizaram OSI-906 para o tratamento
em tumores solidos, como melanoma !, ovario 2 colorretal 1%, pulméo ** e mama 14
entretanto, o esquema de tratamento utilizado em trabalhos ja publicados foi de gavagem
diéria durante o tempo maximo de 15 dias. Uma vez que a via de administracdo do OSI-906
precisa ser a via oral, optamos por realizar um esquema de tratamento de 5 dias seguido de

pausa de 2 dias para reduzir possiveis efeitos adversos provocadas pelo procedimento da
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gavagem aos animais. A dose de 50 mg/kg foi bem tolerada pelos animais, com nenhuma
perda de peso significativa, entretanto, o tratamento ndo apresentou o resultado esperado,
como a reducdo do tamanho do baco e alteracdo na célula-tronco, o que pode ser justificado
devido a dose e o0 esquema de tratamento utilizado. Devido a robustez do experimento 0s
resultados negativos encontrados, decidimos nédo repetir o modelo. Sendo assim, partirmos
para 0 modelo de tumorigénese induzido por células Ba/F3 JAK2V®'F o qual ja foi
padronizado por nosso grupo de pesquisa e € uma modelo de tratamento mais curto (15 dias),
que teria chance de apresentar resultados mais satisfatorios. Decidimos aumentar a dose de
OSI1-906 (70 mg/kg/dia, via gavagem, todos os dias) com base em trabalho da literatura que
mostrou ser uma dose toleravel . O tratamento com OSI-906 70 mg/kg/dia provocou
reducdo significativa no peso e volume dos tumores tratados com OSI-906 em relacdo aos
animais tratados apenas com veiculo. Entretanto, o regime de tratamento provocou uma perda
de mais de 10% do peso corporal dos animais, o que levou ao fim precoce do experimento,
com apenas 7 dias. O ajuste da dose, do regime de tratamento, e a investigacdo de possiveis
associagOes de drogas, sdo necessarios para que possamos observar melhores resultados e uma
menor toxicidade em ambos os modelos murinos de NMP. Recente trabalho demonstrou que
OSI-906 na dose de 25mg/kg foi capaz de aumentar a sobrevida de um modelo murino
knockin para JAK2V®1'F porém a dose e o modelo utilizado foi diferente do nosso °.

O inibidor tirosinogquinase NVP-AEW54 reduziu a viabilidade celular e aumentou a
apoptose a partir da menor dose utilizada em todos os tempos de tratamento, e foi capaz de
reduzir a ativacdo da via do IGF1R/IRS, PISBK/AKT/mTOR, JAK2 e STAT5, mas nao
modulou ERK1/2. Osorio e colaboradores pontuaram o efeito benéfico do inibidor
farmacoldgico de IGF1R (NVP-AEW54) em NMP. Utilizando um modelo murino de TE
JAK2VIF demonstraram que o tratamento com NVP-AEW541 melhorou o fenétipo de NMP
dos animais. Entretanto, Chapius et al & observaram anteriormente que NVP-AEW541 é
capaz de inibir a sinalizacdo induzida ndo apenas pelo IGF1, mas também a sinalizacdo
induzida por FLT3L e SCF em ceélulas de LMA, indicando a falta de especificidade do
inibidor.

Tendo em vista que os inibidores farmacologicos de IGF1R/IRS tiveram diferente
toxicidade em células BA/F3 JAK2V®1’F sendo o inibidor OSI-906 o que apresentou resultado
mais limitante, foi necessario investigar o que poderia explicar esse resultado. NOs
demonstramos que OSI-906 induz autofagia em células BA/F3 JAK2V6F, Nosso grupo de
pesquisa ja tinha demonstrado que ruxolitinibe induz autofagia em células JAK2V8Y'F e que o

uso de inibidores da autofagia é capaz de aumentar a apoptose induzida por ruxolitinibe 116, A
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ativagdo da autofagia pelo OSI-906 pode explicar os resultados inexpressivos de OSI-906 na
inducio da apoptose e proliferagdo em células JAK2V61'F,

NT157 e OSI-906 inibiram a formacdo de colbnias de pacientes com mielofibrose
primaria. NT157 tambeém reduziu a formacdo espontanea de coldnias eritroides em células

primarias de pacientes com PV % e pacientes com leucemia mieloide cronica 7.

Inibidores farmacoldgicos da via IGF1R-IRS1/2 apresentaram efeitos antineoplasicos
em modelos de NMP JAK2V®'F porém os efeitos observados nos ensaios in vitro variam a
depender da dose de cada inibidor, e os efeitos distintos observados nos ensaios in vitro e in
vivo reforcam a dificuldade em se obter inibidores farmacoldgicos eficazes e seguros na
pratica clinica. NVP-AEW54 apresentou efeitos notaveis na linhagem celular BA/F3
JAK2VEIF norém o mesmo é conhecido por ser pouco especifico e ndo ¢ utilizado na préatica
clinica até 0 momento desse trabalho. NT157 também apresentou efeitos antineoplasicos na
linhagem celular BA/F3 JAK2Y®1’F porém no modelo in vivo ndo foi observado nenhum
efeito da droga, indicando que mais estudos sdo necessarios afim de se entender a
farmacocinética da droga e a melhor dose e via de administracdo para uso in vivo. OSI-906
reduziu o volume do tumor no modelo murino de NMP induzido por células BAF3
JAK2V8IF ‘mas ndo foi bem tolerado pelos animais, indicando que o tratamento tem efeito
antineoplasico em doses toxicas, fator limitante para 0 uso em humanos. A identificacdo da
inducdo da autofagia pelo OSI-906 como mecanismo de resisténcia a apoptose, sugere que a
combinacio de OSI-906 com drogas inibidoras da autofagia, como a cloroquina ¢, pode ser
uma opcdo viavel, eficaz e segura para estudos futuros com potencial translacional em NMP
JAK2V617F.
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6. CONCLUSAO

« Em células Ba/F3 JAK2V®1’F sem adico de meio condicionado WEHI-3B, que é um
modelo de neoplasia induzido pela ativagdo da mutagdo JAK2V®1F NT157, OSI-906 e
NVP-AEW54 inibiram a viabilidade, a proliferacdo e aumentaram a apoptose.
Entretanto, OSI-906 aumentou a apoptose apenas em altas doses, e a inducdo da
autofagia pelo OSI-906 foi identificada como mecanismo de resisténcia a apoptose.
NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54 reduziram a fosforilacdo/ativacdo da via IGF1R/IRS
e JAK/STAT. NT157 aumentou a fosforilacdo de Erk e ndo modulou Akt;

« Em células Ba/F3 JAK2VT, com adicdo de meio condicionado WEHI-3B, que
representa um modelo de ativacdo da via JAK/STAT de maneira independente da
mutacdo JAK2VY'F NT157, OSI-906 e NVP-AEWS54 inibiram a viabilidade, a
proliferacdo e aumentaram a apoptose de maneira semelhante a célula Ba/F3
JAK2V617F.

« Em células priméarias de camundongo knockin para JAK2V®'’F os tratamentos com
OSI-906 e NT157 reduziram a viabilidade, inibiram a via de sinalizacdo IG1R/IRS e
STATS3 e a formacéo de coldnias ex vivo;

+ Em modelo murino de NMP knockin para JAK2V8''F o tratamento com OSI-906
50mg/kg/dia, via oral, 5 dias por semana, por 7 semanas, resultou em reducdo dos
progenitores hematopoéticos eritroides e aumento dos progenitores mieloides da
medula Ossea. O tratamento com NT157 no mesmo modelo ndo modulou os

parametros hematimétricos e o tamanho do bago;

+ Em modelo murino de NMP induzido por células BAF3 JAK2V8Y'F o tratamento com
OSI-906 70mg/kg/dia, via oral, todos os dias, por 7 dias, resultou em reducdo do

volume do tumor associado a toxicidade sistémica;

« Em células hematopoéticas primarias de pacientes com mielofibrose JAK2V®1'F, os

tratamentos com OSI-906 e NT157 reduziram a formagao de colénia.
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ANEXO A - Parecer de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

/) ~ USP - HOSPITAL DAS
' CLINICAS DA FACULDADE DE Wﬂp
CE= MEDICINA DE RIBEIRAO asil
HERP -EMRP-USP PRETO DA USP -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacéo de mutagdes na via IGF1R/IRS em neoplasia mieloproliferativa e o efeito
de inibidores farmacologicos desta via de sinalizacdo em modelo murino knockin para
a mutagao JAK2VE17F

Pesquisador: Fabiola Traina

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 38394820.3.0000.5440

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4 306.679

Apresentagédo do Projeto:

O objetivo do trabalho & investigar os aspectos moleculares e translacionais da participacéo da via
IGF1R/IRS na fisiopatologia das neoplasias mieloproliferativas cronicas(NMP). Os inibidores farmacologicos
seletivos de IGFTR/IR (OSI-906) e de IGF1R/IRS (NT157) seréo testados em modelo murino de NMP
knockin para JAKZ V&617F; os animais serao submetidos a analise de carga tumoral e sobrevida. Serao
avaliados o efeito destes inibidores farmacolégicos, in vitro e in vivo, na ativacéo de vias de sinalizacéo e na

sobrevivéncia de células murinas BaF3 mutadas para JAK2, CALR ou MPL.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo geral do presente projeto de pesquisa & investigar os aspectos moleculares e translacionais da
participacéo da vialGF1R/IRS na fisiopatologia das NMP BCR-ABL1 negativas

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Desconforto e dor na coleta de sangue e medula dssea.

Benficios: ndo havera beneficios diretos para os pacientes porem podera esclarecer mecanismos
moleculares da fisiopatologia de neoplasias mieloproliferativas cronicas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto experimental com murinos (tese de doutorado) com boa fundamentacéo cientifica,

Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3602-2228 Fax: (16)3633-1144 E-mail: cep@hcrp.usp.br
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Continuag3o do Parecer: 4.306.679

objetivos definidos e metodologia adequada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoéria:
Documentos devidamente apresentados

Recomendagoes:

Né&o se aplica

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 466/2012, o projeto de pesquisa, assim como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido versédo 1 data 17/02/2020, podem ser engquadrados na categoria
APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislacao vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatdrios parciais
anuais referentes ac andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer modificag&o
do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova verséo, de forma objetiva e com justificativas,
para nova apreciacéo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacé&o
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 23/09/2020 Acelto
do Projeto ROJETO 1631393 pdf 12:29:27
Projeto Detalhado / | Projeto_3 pdf 23/09/2020 |Jaqueline Cristina Aceito
Brochura 12:29:02 |Fernandes
Investigador
Cronograma Cronograma_jaqueline_2 pdf 23/09/2020 |Jaqueline Cristina Aceito
10:01:01 Fernandes

TCLE/ Termos de |TCLE_Pacientes JAQUELINE pdf 22/09/2020 |Jaqueline Cristina Aceito

Assentimento / 15:20:43  |Fernandes

Justificativa de

Auséncia

Orgcamento Orcamento_pdf 22/09/2020 |Jaqueline Cristina Aceito
15:19:09  |Fernandes

Orgamento Aprovacao_orcamento pdf 22/09/2020 |Jaqueline Cristina Aceito
15:17:58 |Fernandes

Folha de Rosto Folha_de_rosto pdf 22/09/2020 |Jaqueline Cristina Aceito
09:09:42 |Fernandes
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Continuacio do Parecer: 4.306.679

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
N&ao

RIBEIRAO PRETO, 29 de Setembro de 2020

Qoo ™

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

(Coordenador(a))
Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO
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ANEXO B - Parecer de aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (Protocolo CEUA 052/2017)

} UNIVERSIDADE DE SAO PAULO CEU A

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO FMRP_USP(JQ)
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS Conto I Bl 0 Uy e A
FMRP
0540 USP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Investigacdo de mutagdes na via
IGFIR/IRS em neoplasia mieloproliferativa e o efeito de inibidores farmacolégicos desta via de
sinalizagdo em modelo murino knockin para a mutagdo JAK2V617F", registrado com o niimero
052/2017, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Fabiola Traina, envolvendo a produgio,
manutengéio ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pela Comissfo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo em reunido de 02 de agosto de 2017.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 120 camundongos NSG machos pesando
22g, 20 camundongos Pep Boy machos pesando 23g e 2 camundongos JAK2 machos pesando
25g oriundos do Laboratério de Estudos Experimentais em Animais da Faculdade de Medicina
de Ribeirfio Preto da Universidade de Séio Paulo. Vigéncia da autorizagio: 02/08/2017 a
15/07/2021.

We certify that the Protocol n® 052/2017, entitled “Investigation of mutations in IGFIR/IRS pathway in
myeloproliferative neoplasm and the effect of pharmacological inhibitors of this signaling pathway in
JAK2V617F knockin murine model”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by
the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal
Ethical Committee from Ribeiro Preto Medical School of the University of Sio Paulo in 08/02/2017, This protocol
involves the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
humans) for research purposes, and includes the use of 120 male NSG mice weighing 22g, 20 male Pep Boy mice
weighing 23g and 2 male JAK2 mice weighing 25g from the Laboratory of Experimental Studies in Animals of
Ribeirao Preto Medical School, University of Séio Paulo. This certificate is valid until 07/15/2021.

Ribeir

’reto, 02 de agosto de 2017

Prof. Dx JFérnando Silva Carneiro
Vice-Presidente da CEUA -FMRP — USP,
em exercicio
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