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RESUMO 

SILVA, Juan Luiz Coelho da. Prospecção clínica e molecular de novos alvos 

terapêuticos em neoplasias mieloides. 2021. Tese (Doutorado em Oncologia 

Clínica, Células Tronco e Terapia Celular) – Faculdade de Medicina Ribeirão 

Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

A implementação de novas estratégias terapêuticas é dependente da elucidação 

de mecanismos não explícitos e da identificação de fatores clínicos e biológicos 

que particularizem pacientes para terapias ajustadas ao risco. Apesar do 

crescente interesse na implementação de terapias alvo, o reposicionamento de 

drogas tem ganhado notoriedade como estratégia para encurtar o tempo e os 

custos envolvidos na implementação de novas terapias. Através de investigação 

multi-experimental, objetivamos identificar novos preditores clínicos e 

fornecemos as evidências pré-clínicas para novas oportunidades terapêuticas 

em neoplasias mieloides. Utilizando modelo murino knockin com expressão 

condicionada da expressão Jak2V617F, investigamos os efeitos do tratamento 

com metformina na célula tronco hematopoiética (CTH) de neoplasia 

mieloproliferativa (NMP). O tratamento com metformina reduziu a 

esplenomegalia, frequência de progenitores eritroides precoces no baço e 

contagem de plaquetas no sangue periférico e a capacidade clonogênica de 

células mononucleares de medula óssea. Setenta e sete genes foram 

diferencialmente expressos entre células Kit enriquecidas de animais tratados 

com metformina em comparação aos tratados com veículo, dos quais 30 tiveram 

expressão diminuída e 47 aumentada. Sumariamente, o tratamento com 

metformina reduziu a esplenomegalia em modelo murino de NMP, mas não 

emerge como estratégia terapêutica curativa ao não afetar a frequência dos 

progenitores da NMP. Através de estratégia transcriptômica, desenvolvemos um 

índice prognóstico para pacientes com síndrome mielodisplásica (SMD) baseado 

na expressão de genes envolvidos nos processos de glicólise, fosforilação 

oxidativa e ciclo dos ácidos tricarboxílicos, por conveniência chamados de 

processos de energética celular. O índice molecular (MBS), foi capaz de 

estratificar pacientes em três grupos de risco distintos, sendo o risco adverso 

independentemente associado a sobrevida global inferior. O índice baseado em 

energética celular foi capaz também de distinguir molecularmente os pacientes 

utilizando análise de enriquecimento gênico, em que o aumento do risco esteve 

associado a progressão do ciclo celular, proliferação e indiferenciação da CTH. 

O MBS emerge como escore molecular de risco para pacientes com SMD e 

indica potenciais alvos para intervenção terapêutica. A via de sinalização do fator 

de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1R) e dos substratos do receptor de 

insulina 1 e 2 (IRS1/2) tem importante função no desenvolvimento de diversas 

neoplasias, mas foram pouco estudados em leucemia mieloide aguda (LMA). A 

expressão de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2 foi determinada nas coortes de LMA 

do atlas do genoma do câncer (n=173) e do consórcio internacional de leucemia 

promielocítica aguda (n=105). A alta expressão de IGF1R e da razão de 

expressão de IGF1R/IGF2R identificaram pacientes com prognóstico 

desfavorável para LMA e LPA. A expressão diminuída de IRS1 foi associada a 

prognóstico desfavorável em pacientes com LMA. As linhagens celulares de 



 
 

 
 

LMA NB4, NB4-R2, Kasumi-1, THP1, Molm13 e MV4;11 foram tratadas com os 

inibidores de IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157 e submetidas a ensaios de 

citotoxicidade e funcionais. Coletivamente, o linsitinibe atuou como inibidor 

citostático e induziu autofagia como mecanismo limitante de sua eficiência, 

superado pela combinação com o inibidor de autofagia cloroquina. O NT157 foi 

um agente citotóxico em todas as linhagens, reduziu a proliferação celular, 

induziu apoptose, produção de espécies reativas de oxigênio e despolarização 

da membrana mitocondrial. Molecularmente, ambos os compostos inibiram as 

vias de IGF1R-IRS1/2, PI3K/AKT/mTOR, MAPK, induziram dano no DNA e 

clivagem de caspase 3. A ativação da via de MAPK de estresse celular foi ativada 

apenas em resposta a terapia com NT157, sugerindo ser um mecanismo não 

explícito específico desse composto. Em conclusão, a inibição farmacológica de 

IGF1R-IRS1/2 é uma oportunidade terapêutica promissora para LMA com 

eficiências e mecanismos distintos segundo o ponto de intervenção, receptor ou 

efetores citoplasmáticos. 

Palavras-chave: Sinalização de IGF1R-IRS1/2; Metabolismo; Metformina; Célula 

tronco hematopoiética; Prognóstico 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

SILVA, Juan Luiz Coelho da. Clinical and molecular prospection of new 

therapeutic targets for myeloid neoplasms. 2021. Thesis (Doctorate program in 

clinical oncology, stem cells and cell-based therapy) – Ribeirão Preto Medical 

School, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

The implementation of new therapeutic strategies is dependent on the elucidation 

of non-explicit mechanisms and the identification of clinical and biological factors 

that distinguish patients for risk-adjusted therapies. Despite the growing interest 

in implementing target therapies, drug repositioning has gained notoriety as a 

strategy to shorten the time and costs involved in implementing new therapies. 

Through multi-experimental investigation, we aimed to identify new clinical 

predictors and provide preclinical evidence of new therapeutic opportunities in 

myeloid neoplasms. Using a knockin murine model with a conditioned expression 

of Jak2V617F expression, we investigated the effects of treatment with metformin 

on the hematopoietic stem cell (HSC) of myeloproliferative neoplasm (MPN). 

Treatment with metformin reduced splenomegaly, frequency of early erythroid 

progenitors in the spleen, platelet count in peripheral blood, and the clonogenic 

capacity of bone marrow mononuclear cells. Seventy-seven genes were 

differentially expressed between Kit-enriched cells from metformin-treated 

animals in comparison to those treated with vehicle, of which 30 were 

downregulated and 47 upregulated. In summary, treatment with metformin 

reduced splenomegaly in a murine model of MPN, but it does not emerge as a 

curative therapeutic strategy as it does not affect the MPN progenitors’ frequency. 

Through a transcriptomic strategy, we have developed a prognostic index for 

patients with myelodysplastic syndrome (MDS) based on the expression of genes 

involved in the processes of glycolysis, oxidative phosphorylation, and the 

tricarboxylic acids cycle, hereafter called cellular energetics processes. The 

molecular index (MBS) was able to stratify patients into three different risk groups. 

The adverse risk was independently associated with inferior overall survival. The 

score based on cellular energetics was also able to molecularly distinguish 

patients using gene-set enrichment analysis, in which the increased risk was 

associated with cell cycle progression, proliferation, and undifferentiation of HSC. 

MBS emerges as a molecular risk score for patients with MDS and indicates 

potential targets for therapeutic intervention. The signaling pathway of insulin-like 

growth factor 1 receptor (IGF1R) and insulin receptor substrates 1 and 2 (IRS1/2) 

has an important role in the development of several neoplasms but were 

underexplored in acute myeloid leukemia (AML). The expression of IGF1R, 

IGF2R, IRS1, and IRS2 was determined in the AML cohorts of the cancer 

genome atlas (n=173) and the international consortium of acute promyelocytic 

leukemia (n=105). The high expression of IGF1R and the expression ratio of 

IGF1R/IGF2R identified patients with unfavorable prognosis for AML and APL. 

The decreased expression of IRS1 has been associated with an unfavorable 

prognosis in patients with AML. AML cell lines NB4, NB4-R2, Kasumi-1, THP1, 

Molm13, and MV4; 11 were treated with IGF1R-IRS1/2 inhibitors linsitinib and 

NT157 and subjected to cytotoxicity and functional assays. Collectively, linsitinib 

acted as a cytostatic inhibitor and induced autophagy as a limiting mechanism of 



 
 

 
 

its efficiency, surpassed by the combination with the chloroquine autophagy 

inhibitor. NT157 was a cytotoxic agent in all cell lines, reduced cell proliferation, 

induced apoptosis, production of reactive oxygen species, and depolarization of 

the mitochondrial membrane. Molecularly, both compounds inhibited the IGF1R-

IRS1/2, PI3K/AKT/mTOR, MAPK pathways, induced DNA damage, and caspase 

cleavage 3. Activation of the MAPK pathway of cell stress was activated only in 

response to therapy with NT157, suggesting that it is a non-explicit mechanism 

specific to this compound. In conclusion, the pharmacological inhibition of IGF1R-

IRS1/2 emerges as a promising therapeutic opportunity for AML with different 

efficiencies and mechanisms according to the point of intervention, receptor, or 

cytoplasmic effectors. 

Keywords: IGF1R-IRS1/2 signaling pathway, Metabolism, Metformin, 

Hematopoietic Stem Cell; Prognosis 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Neoplasias mieloides 

A classificação de entidades clínicas tem o objetivo de reconhecer 

doenças claramente definidas, clinicamente distintas e mutuamente 

exclusivas, permitindo a padronização do diagnóstico, tratamento e estudos. 

Segundo preconizado pela organização mundial da saúde (OMS), a 

classificação das neoplasias mieloides é baseada em características 

morfológicas, citoquímicas e imunofenotípicas das células neoplásicas, 

definição da linhagem celular, grau de maturação e na determinação dos 

aspectos citológicos como normais ou displásicos (i.e. morfologicamente 

alterados). A implementação de estudos genéticos moleculares permitiu o 

reconhecimento de entidades geneticamente definidas, bem como é um 

importante parâmetro para definição de progressão ou resistência da doença 

(SWERDLOW et al., 2017).  

As neoplasias mieloides compreendem um conjunto heterogêneo de 

doenças e são classificadas segundo a OMS em (SWERDLOW et al., 2017):  

(i) neoplasias mieloproliferativas; 

(ii) mastocitose; 

(iii) neoplasia mieloide/linfoide com eosinofilia e rearranjo gênico 

(PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 e PCM1-JAK2); 

(iv) neoplasia mieloproliferativas/mielodisplasia; 

(v) síndromes mielodisplásicas; 

(vi) neoplasia mieloide com predisposição germinativa; 

(vii) leucemia mieloide aguda; 

(viii) neoplasia blástica de células dendríticas plasmocitoides; 

(ix) leucemia aguda de linhagem ambígua. 

As classes supracitadas compreendem grupos de doenças que 

comprometem o mecanismo fisiológico de diferenciação do componente 

mieloide da hematopoiese humana, mas que diferem quanto a origem, curso 

clínico e abordagens terapêuticas. Em razão de suas prevalências, 

particularidades do curso clínico e aspectos fisiopatológicos, as neoplasias 

mieloproliferativas (NMP), síndromes mielodisplásicas (SMD) e leucemia 

mieloide aguda (LMA) são as classes mais amplamente estudadas entre as 
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neoplasias mieloides e foram escolhidas para o desenvolvimento do presente 

projeto. 

1.1.1 Neoplasias mieloproliferativas 

As neoplasias mieloproliferativas são doenças clonais da célula tronco 

hematopoética (CTH) que conduzem a produção aumentada e irresponsiva 

aos mecanismos reguladores dos elementos celulares terminais da linhagem 

mieloide. Esta proliferação exagerada é causada pela aquisição de alterações 

genéticas recorrentes e específicas, que, incorporadas à classificação 

preconizada pela OMS, individualiza as entidades em: leucemia mieloide 

crônica (LMC), policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE), 

mielofibrose primária (PMF), leucemia neutrofílica crônica, leucemia 

eosinofílica crônica e NMP inclassificável (SWERDLOW et al., 2017).  

A LMC constitui uma entidade biologicamente distinta em razão de 

sua fisiopatologia estar relacionada a translocação recíproca e balanceada 

entre os cromossomos 9 e 22 [t(9;22)(q11;q34)], produzindo o gene de fusão 

BCR/ABL1 (MOLICA; MASSARO; BRECCIA, 2017; SWERDLOW et al., 

2017). O mesilato de imatinibe, protótipo farmacológico dos inibidores 

tirosinoquinases competitivos, revolucionou o tratamento da LMC induzindo 

respostas hematológicas duráveis e aproximando a expectativa de vida dos 

pacientes diagnosticados ao da população geral (DRUKER et al., 1996; 

HOCHHAUS et al., 2017). Coletivamente chamadas de NMP BCR/ABL1 

negativas, a PV, TE e MFP são as neoplasias mieloproliferativas mais 

frequentes e compartilham a ativação desregulada da via de sinalização de 

JAK/STAT como base de sua fisiopatologia molecular (BARBUI et al., 2015). 

A seguir, serão abordados os aspectos pertinentes sobre o panorama 

molecular, diagnóstico, estratificação de risco e tratamentos disponíveis para 

as NMP BCR/ABL1 negativas. 

Mutações somáticas no gene JAK2, que codifica a proteína Janus 

quinase 2 e está localizado no braço curto do cromossomo 9 (9p24) são 

responsáveis pelo desenvolvimento de policitemia vera em virtualmente todos 

os pacientes com PV (BAXTER et al., 2005; KRALOVICS et al., 2005; LEVINE 

et al., 2005; SCOTT et al., 2005). Aproximadamente 96% dos pacientes 

apresentam a mutação pontual ativadora JAK2 p.V617F (c.G1849T), 
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localizada no éxon 14, e 3% mutações adicionais distribuídas no éxon 12 

(SCOTT et al., 2007). A mutação JAK2V617F é identificada em 

aproximadamente 55% e 65% dos pacientes com TE e MFP, 

respectivamente, sendo raras mutações em outras regiões do gene (RUMI et 

al., 2014; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2016).  

A Calreticulina é uma proteína codificada pelo gene CALR, localizado 

em 19p13.2, e trata-se de uma chaperona multifuncional ligante de íons 

Ca2+com localização no retículo endoplasmático (FUCIKOVA et al., 2021; 

MICHALAK et al., 1992). A implementação de métodos de sequenciamento 

de larga escala permitiu a identificação de mutações em CALR em 25% – 35% 

dos pacientes com MFP e 15% – 24% dos pacientes com TE, sendo raras em 

pacientes com PV (KLAMPFL et al., 2013; NANGALIA et al., 2013). As 

mutações em CALR são localizadas no éxon 9 e induzem mudança da matriz 

de leitura (frameshift), resultando em aquisição de carga elétrica positiva da 

porção C-terminal da proteína mutante. O desbalanço eletrostático causado 

pela mutação induz a associação permanente da Calreticulina ao receptor de 

trombopoetina (TpoR), ativando-o constitutivamente (ELF et al., 2016, 2018). 

Mutações missenses adicionais no MPL, gene responsável pela codificação 

do TpoR e localizado em 1p34, são identificados em 4% dos pacientes com 

TE e 8% dos pacientes com MFP (PARDANANI et al., 2006; PIKMAN et al., 

2006). Estas mutações ocorrem preponderantemente no éxon 10, sendo as 

mais frequentes MPL p.W515L/K, e tornam a sinalização do receptor de 

trombopoetina independente do ligante. Os pacientes com TE e MFP que não 

possuem mutações em JAK2, CALR e MPL são chamados de triplo negativo 

e estão associados a mutações adicionais em reguladores da via JAK2/STAT 

(VAINCHENKER; KRALOVICS, 2016). 

O diagnóstico da policitemia vera e trombocitemia essencial é 

baseado em achados clínicos e laboratoriais, destacando-se a poliglobulia 

(aumento da massa eritroide) e plaquetose (aumento da contagem de 

plaquetas), respectivamente (SWERDLOW et al., 2017). A detecção da 

mutação em JAK2V617F em sangue periférico é 97% sensível e virtualmente 

100% específica na distinção da PV de outras causas de poliglobulia. A 

dosagem de eritropoietina sérica é um exame complementar relevante a 

avaliação de PV, sendo esperada em níveis subnormais para 85% dos 
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pacientes (MOSSUZ et al., 2004). A detecção de mutação em JAK2, CALR ou 

MPL em paciente com trombocitose confirma a presença NMP, entretanto, a 

ausência não exclui o diagnóstico de TE, uma vez que até 20% dos pacientes 

podem ser triplo-negativos. O diagnóstico de TE exige a avaliação 

histopatológica da medula óssea e a exclusão de outras causas de 

plaquetose, uma vez que a apresentação clínica é compartilhada por outras 

neoplasias mieloides. O diagnóstico diferencial adequado entre as causas de 

plaquetose possui implicações prognósticas relevantes (TEFFERI; BARBUI, 

2020). 

Estudos realizados em populações norte americanas e europeias 

determinaram que a sobrevida mediana de pacientes com TE e PV foi de 20 

e 14 anos, respectivamente, e indicaram redução da expectativa de vida 

quando comparado a população ajustada para idade e sexo (TEFFERI et al., 

2014). Os principais fatores de risco incluem idade avançada, aumento da 

contagem de leucócitos (leucocitose), histórico de trombose e presença de 

risco cardiovascular. Recentemente, mutações em SF3B1, SRSF2 e TP53 

impactaram negativamente a sobrevida global de pacientes com TE 

independente de idade e sexo (PASSAMONTI et al., 2012; TEFFERI et al., 

2013). Para PV, mutações em SRSF2 e cariótipo alterado identificam 

pacientes com prognóstico desfavorável (TEFFERI et al., 2017a, 2020). 

Ambas PV e TE possuem risco aumentado para progressão para mielofibrose 

e leucemia mieloide aguda, com incidência estimada de aproximadamente 

10% e 5% em 20 anos, respectivamente (TEFFERI; BARBUI, 2020). Em 

virtude do curso clínico crônico das entidades, os principais sinais e sintomas 

são relacionados a manifestações hemorrágicas ou trombóticas e prejuízo da 

qualidade de vida por sintomas constitucionais (BARBUI et al., 2018). 

A mielofibrose, primária, pós-TE ou pós-PV, pode se apresentar ao 

diagnóstico nas fases pré-fibrótica ou fibrótica. Uma vez que as NMP 

compartilham o panorama clínico e molecular, as características 

histopatológicas da medula óssea são o principal achado para a definição 

diagnóstica (SWERDLOW et al., 2017). Entre as características clínicas 

principais, destacam-se a anemia, hepatoesplenomegalia, sintomas 

constitucionais (febre, fadiga, suor noturno e prurido) e risco aumentado de 

sangramento ou trombose (TEFFERI, 2021). A estratificação de risco é 
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baseada na idade avançada (>65 anos), gravidade das citopenias (anemia 

com necessidade transfusional e plaquetopenia), leucocitose (>25×103/µL) 

com blastos em sangue periférico, presença de sintomas constitucionais e 

alterações citogenéticas (CERVANTES et al., 2009). Mutações adicionais em 

ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1, IDH2 e U2AF1 foram recentemente 

incorporadas à estratificação de risco da MFP (GUGLIELMELLI et al., 2018). 

As principais causas de óbito incluem progressão para LMA, acometendo 

aproximadamente 20% dos pacientes, e comorbidades que incluem eventos 

cardiovasculares e as consequências das citopenias, tais como infecção ou 

sangramentos (TEFFERI, 2021). 

Em virtude do curso clínico heterogêneo, a adequada estratificação 

de risco é essencial para maximizar os benefícios terapêuticos e evitar 

toxicidade desnecessária. Os objetivos terapêuticos para as NMP BCR/ABL1 

negativas são o controle dos sintomas, redução dos eventos hemostáticos e 

prevenção da evolução para mielofibrose ou LMA (TEFFERI, 2021; TEFFERI; 

BARBUI, 2020). O tratamento da PV é baseado em flebotomia com o objetivo 

de manter o hematócrito abaixo de 45% para homens e 42% para mulheres, 

associado ou não a hidroxiureia para controle da leucocitose ou plaquetose 

(CHIEVITZ; THIEDE, 2009; MARCHIOLI et al., 2013). Pacientes com TE 

assintomáticos não requerem tratamento, enquanto aqueles que requerem 

citorredução podem ser tratados peg-interferon ou hidroxiureia (TEFFERI; 

BARBUI, 2020). Para pacientes com PV e TE com risco cardiovascular 

associado, a aspirina é efetiva para evitar episódios microvasculares como 

enxaqueca, ataque isquêmico transitório ou eritromelalgia (MICHIELS et al., 

2006). O tratamento genotóxico utilizando quimioterápicos não apesentou 

benefício no controle da hematopoiese extramedular ou prolongamento da 

sobrevida para os pacientes com MFP (TEFFERI, 2021). O interferon é a 

única opção terapêutica que atua especificamente na célula tronco 

hematopoiética (CTH) em pacientes com NMP. Em estudos clínicos, o peg-

inteferon foi capaz de aliviar sintomas constitucionais, reduziu a 

esplenomegalia e induziu remissão hematológica em 18% dos pacientes com 

PV e TE, enquanto reduziu a fibrose da medula óssea em parte dos pacientes 

com MFP (KILADJIAN et al., 2008; QUINTÁS-CARDAMA et al., 2009). 

Entretanto, o tratamento com interferon não é uniforme entre os pacientes e 
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efeitos colaterais não desprezíveis, que incluem imunossupressão, toxicidade 

mieloide e neurotoxicidade, limitam sua aplicação clínica (TEFFERI; BARBUI, 

2020). 

Em virtude do papel pivotal da via de sinalização JAK2/STAT para a 

fisiopatologia das NMP, a implementação de terapia alvo contra a via é 

claramente promissora (PASQUIER et al., 2014). O ruxolitinibe, primeiro 

inibidor seletivo de JAK1/2 aprovado para uso clínico em pacientes com 

mielofibrose de alto risco, é eficiente em reduzir a carga de sintomas, 

esplenomegalia e contagens hematimétricas (DEININGER et al., 2015; 

HARRISON et al., 2016). Ademais, o ruxolitinibe é capaz de suprimir a 

produção de citocinas inflamatórias e induzir proliferação dos progenitores 

hematopoiéticos (KHOURY et al., 2018; SLOSTAD et al., 2018; ZANDVAKILI 

et al., 2018). Em contrapartida, as células tronco hematopoiéticas não são 

particularmente afetadas pelo ruxolitinibe, o que limita seu potencial curativo, 

não inibe a transformação leucêmica, não atenua a fibrose da medula óssea 

ou reduz a carga alélica da mutação (HARRISON et al., 2016). Coletivamente, 

o tratamento das NMP BCR/ABL1 não é uniformemente eficiente e a 

existência de necessidades clínicas não atendidas, tais como opções 

terapêuticas curativas, reforçam a importância de identificar novos agentes 

terapêuticos.  

1.1.2 Síndromes mielodisplásicas 

As síndromes mielodisplásicas (SMD) compreendem um grupo 

heterogêneo de neoplasias mieloides com histórias naturais muito distintas. 

Consideradas como sendo resultado da desregulação do processo de 

apoptose, a redução das contagens hematimétricas no sangue periférico 

(citopenias) é o principal achado ao diagnóstico. Atualmente, está 

demonstrado que a SMD decorre de alterações da CTH decorrentes de 

desregulação inflamatória e da imunidade inata e múltiplos eventos 

genômicos. A combinação dessas alterações resulta em risco aumentado de 

infecção, sangramentos e transformação para LMA (SWERDLOW et al., 

2017). 

A classificação morfológica preconizada pela OMS subdivide o grupo 

em: SMD com displasia de uma linhagem, SMD com displasia de múltiplas 
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linhagens, SMD com sideroblasto em anel, SMD com excesso de blastos, 

SMD com del(5q) isolado e SMD inclassificável (SWERDLOW et al., 2017). O 

diagnóstico exige a avaliação da medula óssea por biópsia, determinando 

aspectos arquiteturais e a celularidade, e aspiração, percentagem de blastos 

e morfologia das células, sendo necessária a observação de displasias. A 

citogenética da medula óssea é informativa e especialmente importante para 

estratificação de risco e como marcador de evolução clonal. A maior parte dos 

pacientes com SMD apresentam mutações somáticas em genes envolvidos 

em processos epigenéticos, de splicing, reparo de DNA e transdução de 

sinais. Entretanto, apenas mutações em SF3B1 possui implicação diagnóstica 

para a SMD com sideroblasto em anel, sendo as demais mutações 

complementares ao diagnóstico e na determinação do risco (BEJAR et al., 

2011, 2014; BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011; MALCOVATI et al., 2020). 

Mutações em RUNX1, TP53 ou EZH2 são notavelmente associadas a 

desfecho clínico desfavorável (BEJAR et al., 2012; BERNARD et al., 2020; 

HAASE et al., 2019; HAFERLACH et al., 2014; PAPAEMMANUIL et al., 2013). 

A estratificação de risco da SMD é particularmente relevante em 

virtude da heterogeneidade clínica e porque dela depende o sucesso da 

terapia ajustada ao risco. O sistema de pontuação prognóstico internacional 

revisado (IPSS-R, do inglês Revised-International Prognostic Score System) 

é a ferramenta padrão para estratificação de risco em SMD por ser 

clinicamente disponível e reprodutível em contextos diferentes. São 

considerados a percentagem de blastos, número e grau de citopenias e o risco 

citogenético (GREENBERG et al., 2012). As principais limitações da aplicação 

do IPSS-R são relacionadas a baixa performance entre os pacientes de baixo 

risco e não ser índice dinâmico (restrito ao diagnóstico). A inclusão de 

informações adicionais é relevante para refinamento do IPSS-R, com dados 

consistentes para mutações (BEJAR et al., 2012; HAFERLACH et al., 2014; 

NAZHA et al., 2016) e dados clínicos (DAVER et al., 2014). 

Em virtude de afetar principalmente idosos a partir da sexta década 

de vida, a maior parte dos pacientes com SMD não toleram abordagens 

terapêuticas intensivas como o transplante alogênico de células tronco 

hematopoiéticas (Alo-TCTH) (PLATZBECKER, 2019). O conhecimento da 

complexidade fisiopatológica da SMD ainda não se converteu em benefício 
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terapêutico, e é de grande interesse para a proposição de terapias menos 

tóxicas e mais eficientes. Para os pacientes de baixo risco, a terapia objetiva 

a melhoria das citopenias, necessidade transfusional e melhora da qualidade 

de vida. As opções terapêuticas incluem agentes estimuladores da 

eritropoiese, quelação de ferro para pacientes politransfundidos, 

imunomodulação com lenalidomida ou imunossupressores (GARCIA‐

MANERO; CHIEN; MONTALBAN‐BRAVO, 2020). Para os pacientes de alto 

risco, o tratamento objetiva modificar a história natural da doença, limitando a 

progressão da doença e aumentando a sobrevida, sendo, portanto, tratados 

com protocolos intensivos de quimioterapia semelhante aos de LMA ou 

submetidos ao Alo-TCTH. Para os pacientes inelegíveis, a utilização de 

agentes hipometilantes representam a única opção terapêutica aprovada, 

entretanto, possuem resposta clínica limitada e os preditores clínicos e 

moleculares de resposta são controversos (GARCIA‐MANERO; CHIEN; 

MONTALBAN‐BRAVO, 2020; PLATZBECKER, 2019).  

1.1.3 Leucemia mieloide aguda 

A leucemia mieloide aguda resulta da expansão clonal, acúmulo de 

células mieloides imaturas na medula óssea e potencial de escape para outros 

sistemas e substituição da hematopoiese com consequente insuficiência 

hematopoética (DÖHNER et al., 2017; DOMBRET; GARDIN, 2016). Trata-se 

de condição clínica grave de rápida evolução para óbito com taxa de sobrevida 

inferior a 25% em 5 anos (BENICIO et al., 2017; FAGUNDES et al., 2006; 

SILVEIRA et al., 2020; STEIN et al., 2018).  

Assim como as demais neoplasias mieloides, as LMA compreendem 

um grupo heterogêneo de doenças classificadas pela OMS segundo 

alterações genéticas recorrentes. Estas alterações podem ser classificadas 

em: LMA com translocações citogenéticas balanceadas ou LMA com 

mutações gênicas (SWERDLOW et al., 2017). Para o primeiro grupo 

destacam-se a t(8;21)-RUNX1/RUNX1T1, Inv(16;16)-CBFB/MYH11, t(15;17)-

PML/RARA e translocações envolvendo o KMT2A (11q23.3). A iniciativa atlas 

do genoma do câncer (TCGA, do inglês The Cancer Genome Atlas), 

determinou que, em média, cada paciente com LMA possui 13 mutações e ao 

menos 23 genes são recorrentemente mutados (CANCER GENOME ATLAS 



27 
 

 
 

RESEARCH NETWORK et al., 2013). Estão incluídas como entidades 

também as LMA associadas a mutações em NPM1, mutações bialélicas em 

CEBPA e mutações em RUNX1 (SWERDLOW et al., 2017). Mutações 

adicionais são muito relevantes para a estratificação de risco e 

subclassificação dos pacientes, destacando-se as mutações em FLT3-ITD 

(duplicações in tandem) e KIT (ARBER et al., 2016; DÖHNER et al., 2017; 

SWERDLOW et al., 2017). Notavelmente, a complexidade molecular para os 

pacientes com LMA é bastante superior a citada, entretanto, em favor da 

clareza, restringimos aos aspectos gerais mais relevantes. 

Os pacientes apresentam ao diagnóstico sintomas relacionados a 

insuficiência hematológica, tipicamente anemia, hemorragia e infecção. A 

OMS estabelece a presença de ao menos 20% de blastos no sangue 

periférico ou medula óssea como critério diagnóstico. A determinação das 

translocações t(8;21), Inv(16;16) ou t(15;17) permitem o diagnóstico em 

pacientes com menos de 20% de blasto (SWERDLOW et al., 2017). Exames 

complementares incluem imunofenotipagem por citometria de fluxo ou 

colorações citoquímicas para definição de linhagem mieloide. A identificação 

de alterações moleculares adicionais é relevante para estratificação de risco 

e definição de protocolo terapêutico.  

A proteína de fusão PML/RARA impede a diferenciação granulocítica 

terminal e induz estímulos antiapoptóticos aos progenitores mieloides, sendo 

responsável pelo desenvolvimento de leucemia promielocítica aguda (LPA) 

em aproximadamente 98% dos pacientes. Os pacientes com LPA apresentam 

ao diagnóstico risco de desenvolvimento de coagulopatia, associada a 

coagulação intravascular disseminada e fibrinólise. O tratamento com o ácido 

transretinoico total (ATRA) é especialmente eficiente para os pacientes com 

LPA pois induz diferenciação das células imaturas, tendo se tornado o 

paradigma da terapia de diferenciação para as leucemias e constituindo a 

base terapêutica atual da LPA. Coletivamente, o protocolo de tratamento, 

alteração molecular específica e os cuidados clínicos que a coagulopatia ao 

diagnóstico demandam, tornam a LPA um subtipo específico de LMA, em 

geral estudado a parte das demais LMA (REGO et al., 2013; SILVA et al., 

2019). A estratificação de risco é baseada na presença de leucocitose e/ou 

plaquetopenia (SANZ et al., 2000). O estado da arte para o tratamento da LPA 
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não inclui quimioterapia, conjugando o ATRA com trióxido de arsênico (ATO). 

Apesar dos resultados superiores, muitos países não dispõem do ATO, sendo 

substituído por antraciclinas (REGO et al., 2013). 

A estratificação de risco para os pacientes com LMA não LPA (por 

conveniência, a partir deste ponto, o termo LMA exclui pacientes com LPA), 

pode ser realizada através de dados clínicos, idade avançada e contagem de 

leucócitos são notavelmente relevantes, pesquisa de células residuais após 

tratamento ou através da combinação de dados moleculares. A principal 

referência para a determinação do risco é a preconizada pela rede europeia 

para leucemia (ELN, do inglês European LeukemiaNet) que classifica os 

pacientes em três riscos de acordo com mutações e alterações citogenéticas, 

destacando-se que os pacientes com t(8;21) ou Inv(16;16) são assinalados 

como sendo de prognóstico favorável (DÖHNER et al., 2017). Entretanto, há 

consenso que a classificação da ELN é demasiadamente simplista e tende a 

superdimensionar o grupo de risco intermediário, sendo informativa a adição 

de dados a respeito da expressão gênica ou perfil proteômico, especialmente 

para inclusão de dados de células únicas (HAUBNER et al., 2018; PRADA-

ARISMENDY; ARROYAVE; RÖTHLISBERGER, 2017; TYNER et al., 2018; 

VAN GALEN et al., 2019). 

A decisão terapêutica entre protocolos mais ou menos intensos 

depende de diversos fatores que computam o risco de mortalidade 

relacionada a terapia, sendo, sempre que possível, objetivado o 

prolongamento da sobrevida (KANTARJIAN et al., 2006; KRUG et al., 2010; 

SORROR et al., 2017; WALTER et al., 2011). O regime típico de indução a 

remissão da LMA consiste na combinação de altas doses de citarabina com 

antracíclicos, sendo o padrão há mais de 40 anos (WALTER; APPELBAUM; 

ESTEY, 2020; YATES et al., 1973). Pacientes em remissão precisam de 

terapia adicional para evitar recidivas precoces, indicando-se transplante de 

células tronco hematopoiéticas ou quimioterapia como terapias de 

consolidação. O Alo-TCTH apresenta menor frequência de recidiva, 

entretanto, conta com elevada morbidade e mortalidade não relacionada a 

recaída (MRR). Os protocolos clássicos citados permitem sobrevida de longo 

prazo para uma fração de pacientes de risco favorável (aproximadamente 
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50%), enquanto para pacientes de risco desfavorável, os resultados são 

frustrantes (ESTEY, 2016).  

A heterogeneidade não aleatória e previsível da resposta à terapia 

lança luz sobre o conceito de que a classe das LMA é composta por diversas 

doenças, com demandas terapêuticas particulares. A introdução de novas 

opções terapêuticas para o tratamento da LMA tem como alvos uma miríade 

de processos celulares, tais como sinalização de tirosinoquinases, regulação 

epigenética do DNA e cromatina ou antígenos preferencialmente expressos 

em células tronco leucêmicas com uso de anticorpos monoclonais (ABDEL-

WAHAB; LEVINE, 2013; DINARDO; CORTES, 2015; DÖHNER; WEISDORF; 

BLOOMFIELD, 2015; GASIOROWSKI et al., 2014; ROSNER; 

HENGSTSCHLÄGER, 2012; WANDER; FATHI; LEVIS, 2014). A alta 

frequência de mutações em FLT3 (aproximadamente 25% dos pacientes) 

motivou a produção de inibidores tirosinoquinases seletivos. A adição do 

midostaurin ao protocolo de indução a remissão melhorou a sobrevida global 

de pacientes com LMA com mutação em FLT3 em comparação ao grupo 

tratado com placebo (STONE et al., 2017). Mais recentemente, o gilteritinibe, 

inibidor seletivo de FLT3 de segunda geração, foi aprovado para pacientes 

com LMA recidivada FLT3 mutada (PERL et al., 2019). A despeito da 

implementação desses inibidores, a história natural desse grupo de pacientes 

não foi significativamente alterada e permanece relevante para pesquisa de 

opções terapêuticas. 

1.2 Desregulação do metabolismo e da energética celular como fatores 

oncogênicos 

Em condições fisiológicas, células não transformadas, em sua maioria 

em proliferação reduzida ou mesmo quiescentes, a mitocôndria representa a 

principal fonte da produção de energia através do ciclo de ácidos 

tricarboxílicos acoplado a fosforilação oxidativa, ambos sediados na matriz 

mitocondrial. Várias fontes de carbono, tais como piruvato, glutamina e ácidos 

graxos podem alimentar os ciclos de energia por meio da produção de 

equivalentes redutores (fosfato dinucleotídeo de adenina e nicotinamida: 

NADH e dinucleotídeo de adenina e flavina: FADH2), utilizados em sequência 

como doadores de elétrons na cadeia transportadora de elétrons e resultando 
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na produção de adenosina trifosfato (ATP) (CHANDEL, 2014; SANCHO; 

BARNEDA; HEESCHEN, 2016).  

O processo de transformação é dependente da reprogramação do 

metabolismo celular induzida direta ou indiretamente pelas alterações 

oncogênicas subjacentes. As alterações dos metabólitos intracelulares e 

extracelulares causadas pela reprogramação metabólica induzida pelo câncer 

têm efeitos na expressão gênica, diferenciação e modulação do 

microambiente. Os principais efeitos metabólicos desta reprogramação 

podem ser agrupados em: I incorporação desregulada de glicose e 

aminoácidos, II uso de modos oportunistas de aquisição de nutrientes, III uso 

de intermediários metabólicos provenientes dos processos de glicólise e ciclo 

dos ácidos tricarboxílicos, IV aumento da demanda por nitrogênio, V 

alterações na regulação da expressão gênica induzida pelos metabólitos e VI 

interações metabólicas com o microambiente (PAVLOVA; THOMPSON, 2016; 

STEVENS et al., 2018). Adicionalmente, as células tumorais devem evadir-se 

dos controles que impedem a progressão do ciclo celular, especialmente em 

condições metabólicas desfavoráveis, tais como as observadas em 

microambientes tumorais (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). Em 

razão dessas particularidades, cada tumor apresenta requerimentos 

diferentes de cada processo citado. 

O acesso celular a glicose é um passo limitante importante para o 

crescimento oncogênico indiscriminado e a regulação desse processo é 

compartilhada por diversos sinais de crescimento. Em contraste à contraparte 

normal, que requer fatores de crescimento para manutenção da viabilidade e 

proliferação celular, células neoplásicas acumulam alterações oncogênicas 

que lhes conferem relevante independência desses fatores extracelulares. 

Pontos moleculares de convergência desses sinais de crescimento são, 

portanto, reguladores relevantes da reprogramação metabólica. A via de 

sinalização PI3K/Akt induz a expressão do transportador de glicose GLUT1 e 

sua translocação para a superfície celular (BARTHEL et al., 1999; WIEMAN; 

WOFFORD; RATHMELL, 2007). Adicionalmente, Akt potencializa a atividade 

de hexoquinase (HK), prevenindo o efluxo de glicose para o ambiente 

extraceular (GOTTLOB et al., 2001). A expressão exógena de Akt é suficiente 

para estimular a glicólise, restabelecer a viabilidade celular, potencial de 
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membrana mitocondrial e os níveis de adenosina trifosfato (ATP) em 

condições restritivas de cultivo (PLAS et al., 2001; RATHMELL et al., 2003). 

A expressão de Ras também é capaz de induzir a expressão de GLUT1 e 

aumentar o consumo de glicose (MARTINEZ; SCAFOGLIO, 2020; 

MURAKAMI et al., 1992).  

Os requerimentos metabólicos de uma célula em proliferação diferem 

em grande medida daqueles de células quiescentes (HEIDEN; CANTLEY; 

THOMPSON, 2009). A principal utilização de carbonos reduzidos em células 

em proliferação é a síntese de uma diversidade de macromoléculas, entre as 

quais ácidos graxos, colesterol, derivativos carboidratos de pentoses e 

hexoses, glicerol, nucleotídeos e aminoácidos não essenciais. Em razão 

disso, a célula tumoral deve converter os nutrientes em conjuntos diferentes 

de intermediários estruturais a depender da demanda metabólica e do balanço 

da capacidade de oxidação/redução (LUNT; VANDER HEIDEN, 2011). A 

utilização preferencial da glicólise em detrimento da respiração celular aeróbia 

sediada na mitocôndria por meio do ciclo do ácidos tricarboxílicos, fenômeno 

conhecido como efeito de Warburg (WARBURG, 1956), é parcialmente 

explicado pelo balanço desses requerimentos. Em contrapartida, a 

demonstração de que as mitocôndrias de células tumorais eram capazes de 

realizar fosforilação oxidativa e que a depleção do DNA mitocondrial reduziu 

o potencial tumorigênico das células neoplásicas (CAVALLI; VARELLA-

GARCIA; LIANG, 1997; MORAIS et al., 1994; TAN et al., 2015) indicam que a 

presença de mitocôndrias funcionais são necessárias ao crescimento celular. 

Essas observações sugerem que, ao invés de se tratar de uma adaptação a 

defeitos na capacidade de respiração, o efeito Warburg trata-se de um estado 

metabólico que atende a demanda para síntese de intermediários necessários 

a proliferação celular e exemplifica como as células tumorais subvertem 

processos celulares necessários a transformação. 

Embora a glicólise seja classicamente retratada como um evento 

molecular de cadeia única que resulta na produção de lactato, uma 

diversidade de intermediários glicolíticos são utilizados como precursores 

para síntese de outras macromoléculas. Como exemplo, a primeira da série 

de vias colaterais, a via das pentoses-fosfato que a partir de glicose-6-fosfato 

produz NADPH e ribose-5-fosfato, um componente estrutural de nucleotídeos. 
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A enzima chave para esse processo é a transaldolase (TALDO) e está 

frequentemente hiperexpressa em diversos cânceres (WANG et al., 2011; 

XIAOJUN et al., 2009). O último passo da glicólise consiste na conversão de 

fosfoenolpiruvato em piruvato, precursor do CAT, em uma reação mediada 

por piruvato quinase (PK) (NOGUCHI; INOUE; TANAKA, 1986). A mais 

amplamente expressa isoforma de PK é a muscular que possui duas variantes 

por splicing, PKM1 e PKM2, a primeira é mais eficiente na produção de 

piruvato, enquanto a segunda é expressa em células em proliferação e em 

virtualmente todas as células de câncer (CHRISTOFK et al., 2008). A 

transdução de sinais de proliferação celular inibe a função de PKM2, 

facilitando o acúmulo dos intermediários glicolíticos para provimento do 

aminoácido serina. Alinhado com essa observação, a reintrodução de PKM1 

compromete a proliferação de células cancerígenas e tumorigênese através 

da regulação negativa de biossíntese dependente de serina (CHANETON et 

al., 2012; CHRISTOFK et al., 2008; YE et al., 2012). Coletivamente, a 

disponibilização de metabólitos intermediários ou dos substratos para o CAT 

provenientes da glicólise é regulado em múltiplos passos e atende 

requerimentos energéticos e de produção de biomassa específicos para a 

demanda celular de células em proliferação. 

Em contraste ao conjunto de células proliferativas em um tumor, 

subpopulações quiescentes são marcadamente menos glicolíticas e mais 

dependentes da respiração mitocondrial, aqui incluídos o CAT e a fosforilação 

oxidativa, e estão associadas a um perfil semelhante a célula tronco (LEBLEU 

et al., 2014; VIALE et al., 2014). A respiração mitocondrial é preferencialmente 

utilizada para produção de bioenergética celular, mas também provê 

precursores para biossíntese de macromoléculas. A ativação de PI3K/Akt por 

fatores de crescimento aumenta a disponibilidade de acetil-CoA, substrato 

para produção de ácidos graxos de novo, através de citrato em acetil-CoA e 

oxaloacetato pela enzima ATP-citrato liase, codificada pelo gene ACLY 

(BAUER et al., 2005; BERWICK et al., 2002). Outra função estrutural da 

respiração mitocondrial se refere a produção de aminoácidos não essenciais, 

sendo especialmente crítica para produção de aspartato e asparagina 

(BIRSOY et al., 2015; SULLIVAN et al., 2015). Conceitualmente, os 

requerimentos metabólicos podem ser dicotomizados em provimento de 
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intermediários para biossíntese de macromoléculas, utilizando 

preferencialmente a glicólise, ou produção de bioenergia, com a fosforilação 

oxidativa sendo prioritária.  

Assim como em outros modelos de cânceres, as neoplasias mieloides 

possuem desregulações do metabolismo celular (DEBERARDINIS et al., 

2008; HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009; WARBURG, 1956). De 

maneira ilustrativa, a descoberta de mutações nos genes que codificam a 

isocitrato desidrogenase (IDH1 e IDH2) representaram uma prova de conceito 

de que a elucidação das anormalidades metabólicas podem ser uma 

oportunidade terapêutica em neoplasias mieloides. Estas mutações induzem 

a conversão anormal de α-cetoglutarato (α-CG) em 2-hidroxiglutarato, um 

oncometabólito que inibe a função de enzimas dependentes de α-CG, tais 

como as proteínas da família TET (WARD et al., 2010). Como resultado, há 

alteração do padrão de metilação do DNA, modificações de histonas, inibição 

da atividade de citocromo C oxidase na cadeia transportadora de elétrons e 

aumento do requerimento de glutamina pelas células leucêmicas (CHAN et 

al., 2015; EMADI et al., 2014; FIGUEROA et al., 2010). O tratamento com 

inibidores de IDH1/2 é capaz de induzir resposta hematológica em pacientes 

com LMA refratária ou recidivada e promove a diferenciação das células 

leucêmicas (STEIN et al., 2017; WANG et al., 2013).  

O aumento da atividade glicolítica é implicado na leucemogênese 

induzida pelos oncogenes BCR/ABL1 e MLL/AF9, em que a inibição de PKM2 

ou da lactato desidrogenase (LDH) impede o estabelecimento do fenótipo 

leucêmico (WANG et al., 2014). As células iniciadoras da LMA são 

dependentes do fluxo glicolítico de maneira dependente de AMPK, cuja 

inibição resulta na diminuição de absorção de glicose através da expressão 

reduzida de GLUT1, aumento do estresse oxidativo e dano no DNA (SAITO 

et al., 2015). O aumento da glicólise está também associado a diminuição do 

fluxo autofágico, maior agressividade em modelos in vivo e resistência a 

drogas (CHEN et al., 2014; SONG et al., 2016; WATSON et al., 2015). Em 

contrapartida, as células tronco leucêmicas da LMA são dependentes da 

respiração mitocondrial aeróbica de maneira dependente de BCL2, sugerindo 

que a inibição desse processo por inibidores de BCL2 pode erradicar 

seletivamente essa fração de células (LAGADINOU et al., 2013). A inibição da 
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fosforilação oxidativa com metformina, um hipoglicemiante oral, induziu 

apoptose de maneira independente de AMPK através da inibição do complexo 

I da cadeia transportadora de elétrons (SCOTLAND et al., 2013). 

Adicionalmente, células de LMA resistentes a citarabina são dependentes da 

fosforilação oxidativa e a inibição da função mitocondrial amplifica os efeitos 

antineoplásicos da monoterapia com citarabina (PARDEE et al., 2018). Os 

requerimentos do metabolismo celular das demais neoplasias mieloides foram 

menos explorados, especialmente no que se refere as alterações restritas a 

fração celular fundadora que serve de reservatório para evolução clonal das 

neoplasias mieloproliferativas e síndromes mielodisplásicas.  

1.2.1 Reposicionamento terapêutico da metformina como agente 

antineoplásico 

A metformina (N,N-dimetilbiguanida) é o protótipo farmacológico e 

tratamento de primeira linha para pacientes com diabetes tipo 2, seu efeito 

terapêutico é devido a redução da gluconeogênese hepática resultando em 

aumento da sensibilidade à insulina. Um estudo epidemiológico retrospectivo 

reportou originalmente a associação entre o uso da metformina para controle 

da glicemia e redução da incidência de câncer (EVANS et al., 2005). 

Posteriormente, ficou demonstrado que pacientes com câncer que faziam uso 

de metformina possuem sobrevida superior aqueles que não utilizavam a 

droga (DOWLING et al., 2012), e sucedido por uma série de avaliações pré-

clínicas que demonstraram os mecanismos da metformina com agente 

antineoplásico (ALGIRE et al., 2011; BUZZAI et al., 2007; HIRSCH et al., 

2009; MEMMOTT et al., 2010; TOMIMOTO et al., 2008). A eficácia da 

metformina em estudos clínicos prospectivos vem sendo extensamente 

avaliada com alguns resultados promissores já registrados. Em um estudo 

clínico de fase II, a combinação de metformina com inibidores de EGFR em 

pacientes com adenocarcinoma de pulmão aumentou significativamente a 

sobrevida livre de progressão e sobrevida global (ARRIETA et al., 2019). 

Metformina também foi eficaz em prolongar a sobrevida global de pacientes 

com câncer de ovário (BROWN et al., 2020). Os resultados de um estudo 

clínico canadense que recrutou 3476 mulheres com câncer de mama são 
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aguardados para o próximo ano, mas os dados preliminares são animadores 

para o uso adjuvante de metformina (NCT01101438) (GOODWIN et al., 2015). 

Existem dois mecanismos mais amplamente aceitos da ação 

antineoplásica da metformina que não são necessariamente mutuamente 

exclusivos (BIRSOY; SABATINI; POSSEMATO, 2012). Primeiramente, a 

metformina reduz os níveis de insulina, um mitógeno importante em alguns 

tumores. Ambos insulina e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) 

estimulam a via de sinalização pró-tumorigênica de PI3K/Akt (POLLAK, 2012). 

Entretanto, este mecanismo só se aplica a tumores que expressam os 

receptores de insulina e de IGF. O segundo mecanismo proposto se relaciona 

com a inibição do complexo I da cadeia transportadora de elétrons 

mitocondrial (EL-MIR et al., 2000; OWEN; DORAN; HALESTRAP, 2000). 

Estudos in vivo posteriores demonstraram que a inibição do complexo I da 

cadeia transportadora de elétrons é necessária para a ação antineoplásica da 

metformina (WHEATON et al., 2014). Demonstrou-se através de análise 

metabolômica de tumores de ovário que a metformina afeta o metabolismo 

mitocondrial tumoral (LIU et al., 2016). Em câncer de mama, a metformina 

reduziu a produção de intermediários do CAT (JANZER et al., 2014) e alterou 

majoritariamente duas vias metabólicas: aumentou a absorção de glicose e a 

transcrição de genes relacionados a fosforilação oxidativa (LORD et al., 2018). 

O tratamento com metformina atenuou significantemente a produção 

de espécies reativas de oxigênio pelas células tronco hematopoiéticas de 

camundongos após irradiação total do camundongo, demonstrando que a 

metformina pode inibir o estresse oxidativo induzido pela radiação. Após o 

tratamento com a metformina, os camundongos irradiados mostraram 

recuperação considerável e aumento da capacidade clonogênica das células 

tronco hematopoiéticas, sem induzir citotoxicidade. Em modelo de transplante 

secundário competitivo para avaliação das capacidades de enxertia, 

autorrenovação e diferenciação das CTH após irradiação, o tratamento com 

metformina aumentou o quimerismo em comparação ao grupo veículo, 

indicando que a metformina pode preservar a capacidade funcional das CTH 

após estresse (XU et al., 2015). Quando usada para tratar modelo murino de 

anemia de Fanconi, em que há falência de medula óssea e risco aumentado 

de desenvolvimento de leucemia e tumores sólidos, a metformina corrigiu 
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defeitos na hematopoiese e retardou a formação de tumores. A metformina 

teve efeito benéfico ao reestabelecer o número de CTH após o nascimento de 

camundongos portadores de anemia de Fanconi. A administração crônica de 

metformina aumentou significantemente a frequência e a quiescência de CTH 

em camundongos adultos (ZHANG et al., 2016). Em LMA, observou-se 

grande atividade antineoplásica in vitro e in vivo da metformina. A droga 

reduziu a proliferação, o crescimento de progenitores hematopoiéticos e 

induziu apoptose in vitro. A metformina foi bem tolerada e aumentou 

significativamente a sobrevida global em modelo murino xenográfico de LMA 

(GREEN et al., 2010). 

Nosso grupo de pesquisa observou que o uso da metformina 

apresentou atividade antineoplásica através da inibição da proliferação, atraso 

da progressão do ciclo celular, redução da capacidade de formação de 

colônias e indução de apoptose em modelos celulares de NMP JAK2V617F 

(SET2, HEL e Ba/F3-EPOR). O tratamento com metformina modulou as vias 

STAT3/5, MAPK e de pRB de maneira AMPK e mTOR independentes. Em 

modelo murino knockin para JAK2V617F, o tratamento foi bem tolerado e 

reduziu a esplenomegalia e frequência de precursores eritroides no baço, 

enquanto diminuiu a progressão tumoral em modelo alográfico ortotópico 

induzido por Ba/F3 (MACHADO-NETO et al., 2018). Entretanto, o potencial 

curativo da metformina para as NMP não foi avaliado, uma vez que não foi 

avaliada a ação antineoplásica sobre CTH no estudo original. 

1.3 Via de sinalização canônica e não canônica do receptor do fator de 

crescimento semelhante a insulina e dos substratos do receptor da 

insulina 

As funções fisiológicas e patológicas dos fatores de crescimento 

semelhantes a insulina (IGF) são mediadas por seus receptores. Existem dois 

tipos de receptores de IGF, nomeados receptor tipo 1 (IGF1R) de IGF e tipo 2 

(IGF2R). IGF1R é um receptor tirosinoquinase que medeia os efeitos 

estimulatórios de IGF1 e IGF2 para a proliferação celular, migração e invasão. 

Em contraste, IGF2R não possui atividade quinase intrínseca e exerce função 

através da degradação lisossomal de IGF2 (MARIS et al., 2015). O IGF1R 

consiste em uma subunidade α extracelular e uma subunidade β 
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transmembrana. Ambas as subunidades α e β são codificadas por um gene 

localizado no braço longo do cromossomo 15 (15q26.3). Após tradução do 

RNA mensageiro de IGF1R, forma-se um produto de 210kDa chamado de 

pro-IGF1R, que, após submetido a clivagem endoproteolítica por convertases 

pro-proteínas, origina as subunidades (KHATIB et al., 2001). O IGF1R é um 

heterotetrâmero constituído por duas cadeias α e β (LEROITH et al., 1995). 

IGF1R possui alta homologia com o receptor de insulina, que possui, por sua 

vez, duas isoformas InsR-A e InsR-B. A primeira é produto de splicing 

alternativo com remoção do exon 11 no InsR (SEINO; BELL, 1989). Enquanto 

o homodímero de InsR-A é capaz de ligar com alta afinidade tanto a insulina 

quanto ao IGF2, o homodímero de InsR-B ou o heterodímero de InsR-A/B não 

é capaz de ligar-se a IGF. Há ainda associação entre IGF1R e InsR-A/B, com 

capacidade de ligação a IGF1 e IGF2 (SEINO; BELL, 1989; TANIGUCHI; 

EMANUELLI; KAHN, 2006).  

A associação de IGF a seu receptor induz mudanças conformacionais 

que resultam na abolição das restrições da atividade quinase por seu 

ectodomínio, conduzindo a transfosforilação de seus domínios quinases (LIU; 

RUTTER; WANG, 1993). A fosforilação do domínio triplo-tirosina 1131, 1135 

e 1136 da subunidade β amplifica a atividade quinase de IGF1R (LEE et al., 

2018; TAHIMIC et al., 2016). As alterações conformacionais criam sítios de 

ancoragem para proteínas adaptadoras, tais como Shc e os substratos do 

receptor de insulina (IRS), que retransmitem a sinalização para vias efetoras 

(DE MEYTS; SHYMKO, 2000). Como resultado, a ativação de IGF1R fosforila 

IRS1/2 em resíduos tirosina promovendo sua associação e amplificando a 

ativação de PI3K e PDK1. A ativação total de Akt mediada pela fosforilação 

dos sítios treonina 308 e serina 473, por PDK1 e mTORC2, respectivamente, 

é responsável pelo metabolismo de glicose, síntese proteica, proliferação e 

sobrevivência celular e inibição da apoptose (HUA et al., 2019). A ativação da 

via de sinalização de Ras-Raf-MEK-ERK (MAPK) é um efetor importante para 

controle da proliferação celular mediado por IGF1R em um processo 

dependente de Grb2 e SOS (QIN et al., 2019). 

As funções canônicas desempenhadas por IGF1R são dependentes 

de sua localização na membrana plasmática, entretanto, em determinadas 

condições, tais como câncer, o receptor pode ser translocado para o 
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citoplasma ou núcleo (ALEKSIC et al., 2010a; ASLAM et al., 2013; ASMANE 

et al., 2012). Este processo é dependente da SUMOilação de um resíduo 

conservado entre espécies de lisina nas posições 1025, 1100 e 1120 e da 

enzima Ubc9 (DENG et al., 2011; SEHAT et al., 2010). Quando no núcleo, o 

IGF1R é capaz de ligar-se não apenas ao próprio promotor (SARFSTEIN et 

al., 2012), mas também de recrutar a RNA polimerase II e induzir a expressão 

dos fatores de transcrição JUN e FAM21 (ALEKSIC et al., 2018). A interação 

com fator de célula T, IGF1R promove a expressão de ciclina D1 e outros 

alvos de β-catenina (WARSITO et al., 2012). A atividade tirosinoquinase de 

IGF1R é conservada após sua translocação ao núcleo. Como exemplos, 

IGF1R fosforila os resíduos tirosina 60, 130 e 250 de PCNA, induzindo 

ubiquitinação e degradação proteassomal, e prevenindo a replicação do DNA 

após dano (WARAKY et al., 2017) e é capaz de fosforilar histonas para 

regulação da expressão gênica (WARSITO et al., 2016). 

A expressão de IGF1R é frequentemente aumentada em diversos 

tipos de câncer. Em aproximadamente 50% dos casos de câncer de mama há 

aumento da expressão da atividade de IGF1R, especialmente o luminal tipo-

A sendo raro nos luminais tipo B e triplo negativos (FARABAUGH; BOONE; 

LEE, 2015). O aumento da expressão ou da ativação da via de IGF1R 

identifica pacientes com prognóstico desfavorável em câncer de mama 

(CREIGHTON et al., 2008; LAW et al., 2008; PEIRÓ et al., 2011; 

YERUSHALMI et al., 2012). Digno de nota, a assinatura molecular de ativação 

de IGF1R é associado com prognóstico desfavorável em câncer de mama 

(CREIGHTON et al., 2008). Similarmente, a expressão de IGF1R é 

aumentada em 1/3 dos pacientes com câncer de próstata e carcinoma 

escamoso de cabeça e pescoço, e está associada com aumento do risco de 

recidiva, metástase, estágio avançado e sobrevida global inferior (ALEKSIC 

et al., 2017; DALE et al., 2015).  

A identificação de IGF1R como proteína importante para promoção de 

diversos tipos de câncer estimulou o desenvolvimento de agentes 

direcionados para sua inibição, com destaque para os anticorpos monoclonais 

e inibidores seletivos, muitos desses compostos já foram testados em ensaios 

clínicos. Entretanto, a maior parte dos ensaios com anticorpos monoclonais 

falhou quando utilizando em monoterapia e em pacientes não selecionados 
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(RAMALINGAM et al., 2011; SCLAFANI et al., 2015). Em uma meta-análise 

que incluiu 311 pacientes com sarcoma de Ewing tratados com os anticorpos 

anti-IGF1R figitumumabe ou ganitumabe determinou uma taxa de resposta 

completa de 0,7%, respostas parciais em 11% e doença estável em 21% dos 

casos (VAN MALDEGEM et al., 2016). O ganitumabe foi aprovado como 

droga órfã para tratamento de pacientes com sarcoma de Ewing pela agência 

reguladora dos Estados Unidos da América em 2017. Como estratégia 

alternativa, foram desenvolvidos anticorpos monoclonais para IGF1 e IGF2, 

com resultados de estudos clínicos de fase 2/3 aguardados para os próximos 

anos (HALUSKA et al., 2014; IGUCHI et al., 2015). 

Diversos inibidores farmacológicos de IGF1R foram produzidos, 

sendo o mais extensivamente estudado o linsitinibe, um inibidor seletivo de 

IGF1R-InsR (AIKEN et al., 2017; BARATA et al., 2018; BENDELL et al., 2015; 

CHIAPPORI et al., 2016; FASSNACHT et al., 2015; VON MEHREN et al., 

2020). Linsitinibe não foi eficaz no tratamento de pacientes com câncer de 

pulmão de células pequenas, com eficiência terapêutica inferior a 

quimioterápicos utilizados na prática clínica, tais como inibidores de 

topoisomerase (topotecan) (CHIAPPORI et al., 2016). Linsitinibe também não 

demonstrou atividade clínica em pacientes com câncer de próstata ou 

carcinoma adrenocortical (BARATA et al., 2018; FASSNACHT et al., 2015). 

Os resultados de estudos clínicos testando as combinações de linsitinibe com 

o inibidor de mTOR everolimus, em pacientes com câncer colorretal, e o 

inibidor tirosinoquinase de EGFR erlotinibe, para pacientes com câncer de 

pulmão de células não pequenas foram frustrantes (BARATA et al., 2018; 

BENDELL et al., 2015). 

Conforme descrito anteriormente, os efeitos celulares da insulina e 

IGF são intermediados por proteínas citoplasmáticas que iniciam vias de 

sinalização, sendo conhecidos ao menos nove substratos dos receptores de 

InsR e IGF1R. Quatro desses substratos compõem a família de proteínas IRS 

(LAVAN; LANE; LIENHARD, 1997; SUN et al., 1991, 1995). Outros substratos 

diretos incluem Gab-1, DOK1, Cbl, SH2B2, SHP2 e várias isoformas de Shc, 

cada substrato é responsável pela ativação de uma via (BAUMANN et al., 

2000; GUSTAFSON et al., 1995; LECHLEIDER; FREEMAN; NEEL, 1993; 

LEHR et al., 2000; LIU et al., 2002; WICK et al., 2001). Cada substrato é 
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fosforilado em resíduos tirosina em sequências motivo específicas, e então 

ancoram proteínas que possuem domínios SH2 (SALTIEL; KAHN, 2001). Os 

domínios conservados entre os substratos são o domínio de ligação a 

fosfotirosina (PTB) que os liga a sítios de autofosforilação juxtamembrana dos 

receptores (LIU et al., 2002, 2003).  

A fosforilação de proteínas IRS mediada por InsR e IGF1R ocorre em 

ao menos 9 domínios tirosina que reconhecem e ativam PI3K e proteínas 

quinases efetoras. Ambas IRS1 e IRS2 são amplamente expressos, enquanto 

a expressão de IRS3 e IRS4 é limitada a tecidos específicos (MYERS; WHITE, 

1995). Apesar da elevada homologia e semelhanças nos domínios funcionais, 

estudos com modelos animais nocautes sugerem funções complementares 

para IRS1 e IRS2. Animais nocautes para IRS1 retardo do crescimento pré- e 

pós-natal devido a resistência a IGF1, assim como resistência à insulina e 

comprometimento do metabolismo da glicose no tecido muscular e adiposo 

(ARAKI et al., 1994; YAMAUCHI et al., 1996). Animais nocaute para IRS2 

possuem resistência hepática a insulina, defeitos no desenvolvimento do 

cérebro, células β pancreáticas e retinas (WITHERS et al., 1998). As proteínas 

IRS também podem ser fosforiladas em resíduos serina, estando geralmente 

associada com redução da ação da insulina (ZICK, 2005) por meio da redução 

da fosforilação dos domínios tirosina e da interação com proteínas 14-3-3 

(CRAPARO; FREUND; GUSTAFSON, 1997). Diversas quinases 

intracelulares são implicadas a esse processo, entre as Akt, JNK, ERK e PI3K, 

em um mecanismo de regulação negativa retroalimentado (BIRNBAUM, 2001; 

DE FEA; ROTH, 1997; HIROSUMI et al., 2002; LI; DEFEA; ROTH, 1999; 

SAMUEL; SHULMAN, 2012; TANTI et al., 1994). 

Dados de nosso grupo de pesquisa identificaram que IRS2 é a 

isoforma mais abundante em células progenitoras hematopoiéticas CD34+, 

enquanto IRS1 é mais abundante em linfócitos T. Em camundongos, a Irs2 é 

a isoforma predominante no tecido hematopoiético (SUN et al., 1995, 1997). 

A diferenciação eritroide, granulocítica e megacariocítica aumenta a 

expressão de IRS2 in vitro (MACHADO-NETO et al., 2012). Os receptores de 

eritropoietina e trombopoietina são capazes de ativar IRS2, e a ativação de 

IGF1R é relevante para a diferenciação granulocítica e eritroide (KURTZ et 

al., 1988; MERCHAV; LAKE; SKOTTNER, 1993; MIYAKAWA et al., 2001; 
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SCHACHER et al., 2000; VERDIER et al., 1997). Após estímulo com as 

interleucinas (IL) 2, IL4, IL7 e IL15, ambas IRS1 e IRS2 são fosforiladas em 

resíduos tirosina (JOHNSTON et al., 1995). Coletivamente, as proteínas IRS 

exercem função relevante na mediação do processo fisiológico de 

hematopoiese. 

Em células K562, uma linhagem derivada de paciente com leucemia 

BCR/ABL1, nosso grupo de pesquisa previamente demonstrou que IRS1 está 

constitutivamente fosforilada e associada com BCR-ABL1; IRS1 é capaz de 

associar-se a GRB2 e ativar ERK. O silenciamento de IRS1 reduziu a 

proliferação celular e inibiu a via PI3K/Akt/mTOR e MAPK (MACHADO-NETO 

et al., 2011; TRAINA et al., 2003). Em outro trabalho, nosso grupo de pesquisa 

observou que a expressão gênica de IRS2 é maior em células CD34+ de 

sangue periférico de pacientes portadores da mutação JAK2V617F em 

relação àqueles detentores de JAK2 selvagem. Foi descrita também a 

associação entre IRS2 e JAK2 em linhagem celular com a mutação JAK2V617 

(HEL), mas não em linhagens JAK2 selvagem (U937 e NB4) (CAMPOS et al., 

2016). Em células HEL, o silenciamento de IRS2 foi suficiente para diminuir a 

fosforilação de STAT5, viabilidade celular, capacidade clonogênica e 

aumentar as taxas de apoptose, além de apresentar efeito cumulativo ao 

tratamento com inibidor seletivo de JAK1/2 ruxolitinibe (CAMPOS et al., 2016). 

Em 2013 foram desenvolvidos inibidores farmacológicos com objetivo 

de degradarem as proteínas IRS1/2 seletivamente, sendo o NT157, ou 

Tyrphostin, o mais promissor em modelo celular de melanoma. O processo 

farmacológico inicialmente descrito descreveu que NT157 dissocia as 

proteínas IRS1/2 do IGF1R deslocando-as para o citoplasma e induzindo 

fosforilação em resíduos serina. Adicionalmente, a ativação de ERK1/2, 

viabilizada pela associação de Shc com IGF1R, ativaria um eixo de regulação 

negativa de IRS1/2 através da ubiquitinação e posterior degradação 

proteassomal (REUVENI et al., 2013). A oportunidade terapêutica do NT157 

foi avaliada em modelos pré-clínicos de câncer de cólon, hepatocarcinoma, 

câncer de próstata e sarcoma de Ewing com resultados animadores (IBUKI et 

al., 2014; REUVENI et al., 2013; SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016). Nosso grupo 

de pesquisa tem se dedicado à avaliação pré-clínica de NT157 em modelos 

de neoplasias hematológicas. O tratamento com NT157 foi citotóxico e reduziu 
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a viabilidade celular, a proliferação, induziu apoptose e alterou a progressão 

do ciclo celular em diferentes modelos que incluem neoplasia 

mieloproliferativa associada a mutação em JAK2V617F e leucemia associada 

ao oncogene BCR/ABL1. Em linhagens celulares de leucemia linfoblástica 

aguda B e T, NT157 foi também citotóxico e mais eficiente que o inibidor 

farmacológico de IGF1R/InsR linsitinibe. Molecularmente, o tratamento com 

NT157 inibiu a via de sinalização de PI3K de maneira consistente em todos 

os modelos testados (FENERICH et al., 2020; RODRIGUES ALVES et al., 

2019; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2021). 

  



43 
 

 
 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Identificar novos preditores clínicos e oportunidades terapêuticas para 

metformina e inibidores farmacológicos de IGF1R-IRS1/2 em neoplasias 

mieloides.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Em modelo murino de neoplasia mieloproliferativas knockin para 

JAK2V617F: 

- Avaliar a eficácia terapêutica de metformina quanto a modulação do 

fenótipo clínico, distribuição e efeitos moleculares em progenitores 

hematopoiéticos em NMP murina; 

 

Em uma coorte de pacientes com síndromes mielodisplásicas: 

- Identificar genes relacionados a energética celular diferencialmente 

expressos entre células CD34+ de pacientes com SMD e indivíduos 

saudáveis; 

- Elaborar um índice prognóstico baseado em expressão gênica que 

refine a estratificação de risco para pacientes com SMD; 

- Investigar os mecanismos moleculares relacionados ao índice 

prognóstico. 

 

Em coortes de pacientes com leucemia mieloide aguda: 

- Investigar a expressão gênica de IGF1R e IGF2R em LPA; 

- Investigar a expressão gênica e os mecanismos moleculares 

associados a expressão de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2 em LMA não LPA. 

 

Em modelos celulares de leucemia mieloide aguda: 

- Avaliar os efeitos citotóxicos dos inibidores farmacológicos de 

IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157; 

- Investigar as vias de sinalização moduladas pelos inibidores 

linsitinibe e NT157; 
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- Investigar as vias de sinalização reguladas pelos inibidores 

farmacológicos de FLT3 midostaurin e quizartinibe; 

- Investigar os efeitos citotóxicos combinados dos inibidores de 

IGF1R-IRS1/2 linsitinibe ou NT157 e inibidores farmacológicos de FLT3; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

Os principais métodos aplicados a cada etapa de desenvolvimento da 

presente tese estão sumarizados no quadro 1.  

Quadro 1: Organograma dos planejamentos experimentais dos projetos desenvolvidos 

 

Notas: IC-APL: consórcio internacional de Leucemia Promielocítica Aguda; SMD: síndrome 
mielodisplásica; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; TCGA: O Atlas do Genoma do Câncer; 
PI: iodeto de propídeo e DCFDA: Diacetato de diclorofluoresceína. 

 

3.1 Estabelecimento de modelo murino de neoplasia mieloproliferativa 

para tratamento com metformina 

O modelo murino transgênico de expressão condicionada e fisiológica 

da mutação Jak2V617F foi estabelecido pelo grupo de pesquisa de Dr. 
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Benjamin Ebert do Brigham and Womens Hospital e do Dana Farber Cancer 

Institute, Harvard Medical School e estabelecido em nossa instituição pela 

Profª. Drª. Lorena Lobo de Figueiredo Pontes. Neste modelo, a expressão de 

Jak2 é regulada por seu promotor endógeno e condicionada a presença da 

enzima Cre-recombinase (MULLALLY et al., 2010). Todos os experimentos 

realizados foram revisados e autorizados pelo Comitê de Ética no uso de 

animais da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (CEUA/FMRP: protocolo 

02/2016; Anexo A). 

Cinco milhões de células totais da medula óssea obtidas do 

camundongo knockin para mutação Jak2V617F (CD45.2; Jak2WT/V617F) 

foram transplantadas em camundongos PepBoy fêmeas (CD45.1; B6.SJL-

Ptprca Pepcb/BoyJ, The Jackson Laboratory, EUA) letalmente irradiados com 

700 cGy de raios X. Após o transplante foi realizada antibioticoterapia 

profilática com enrofloxacino 5mg/kg/dia por 5 dias. O quimerismo foi 

determinado em sangue periférico através da marcação dos leucócitos com 

anticorpos FITC-CD45.1 e PE-CD45.2 (BD, EUA). Os animais foram 

dicotomizados para os grupos veículo (n=6; PBS) ou metformina (n=4; 

125mg/kg/dia) segundo peso e quimerismo após oito semanas do transplante 

e tratados diariamente durante 6 semanas por via intraperitoneal. 

Na conclusão do experimento, os animais foram eutanasiados com 

sobredose de anestesia com cetamina (300mg/kg) e xilazina (30mg/kg) e 

avaliados quanto ao comprometimento orgânico de baço e medula óssea 

(MO), frequência de precursores hematopoiéticos no baço e medula óssea 

por citometria de fluxo que incluíram (CHALLEN et al., 2009):  

▪ Progenitores eritroides (CD71/Ter119); 

▪ Células-tronco e progenitoras hematopoiéticas (CTPH) LSK: Lin-Sca-

1+c-KitHi 

▪ CTPH de longo prazo [LT-HSC]:LSKCD48-CD150+ 

▪ CTPH de curto prazo [ST-HSC]:LSKCD48+CD150+  

▪ Progenitores mutipotentes [MPP]: LSKCD48+CD150- 

▪ Progenitores mieloides LK: Lin-Sca-1-c-KitHi 

▪ Progenitor mielo-eritroide (MEP): LK CD34-CD16/32- 

▪ progenitor mieloide comum (CMP): LK CD34+CD16/32- 

▪ progenitores granulocíticos (GMP): LK CD34+CD16/32+ 
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A capacidade de formação de colônias ex vivo foi determinada através 

do ensaio clonogênico em metilcelulose (MethoCult™ GF M3434, Stem Cell 

Tech), no qual foram utilizadas 5000 células mononucleares da medula óssea 

dos animais tratados com metformina ou veículo. Após 10 dia de cultivo, as 

colônias foram contadas e identificadas segundo critérios morfológicos 

padronizados (KRONSTEIN-WIEDEMANN; TONN, 2019).  

A interrogação de vias celulares desreguladas nos progenitores 

hematopoiéticos pelo tratamento com metformina foi determinada em células 

c-Kit enriquecidas por separação imunomagnética em equipamento 

autoMACS (Miltenyi Biotec, Alemanha) e avaliadas por PCR-Array para ciclo 

celular e apoptose (PAMM-020Z e PAMM-012Z, respectivamente) (Qiagen, 

EUA). A extração do ácido ribonucleico (RNA) foi realizada utilizando o 

reagente TRIzol LS (Ambion, EUA). A síntese do ácido desoxirribonucleico 

(DNA) complementar de dupla fita utilizou o sistema do kit High Capacity 

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA). As reações de PCR-

Array foram realizadas segundo preconizado pela fabricante e as análises 

realizadas no ambiente virtual GeneGlobe (Qiagen, EUA). 

3.2 Casuística e protocolo de tratamento 

O diagnóstico de LMA foi realizado segundo preconizado pela 

Organização Mundial da Saúde (SWERDLOW et al., 2017). Os dados clínicos 

e laboratoriais foram obtidos através da análise do prontuário médico e o risco 

citogenético para pacientes com LMA foi realizado segundo sugerido pelo 

European LeukemiaNET (DÖHNER et al., 2017) e o risco de recaída para 

pacientes com leucemia promielocítica aguda (LPA) segundo o PETHEMA-

GIMEMA(SANZ et al., 2000). Amostras de cinco pacientes com LMA foram 

utilizadas para avaliação da eficiência terapêutica de Linsitinibe ex vivo 

(CAAE: 40325820.0.0000.5440; Anexo B). Para tanto, células mononucleares 

da medula óssea foram utilizadas para determinação da viabilidade (ensaio 

de MTT) e apoptose (através de coloração com Anexina V/PI). 

A expressão gênica de IGF1R e de IGF2R foi avaliada utilizando a 

coorte do estudo clínico do consórcio internacional em leucemia promielocítica 

aguda (IC-APL; n=105) (CAAE: 819878.5.1001.5440; Anexo C). Neste estudo 

foram incluídos pacientes diagnosticados com LPA entre fevereiro de 2002 a 
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setembro de 2010 (REGO et al., 2013). O material escolhido para análise foi 

amostras de medula óssea. O diagnóstico de LPA foi baseada na detecção 

do padrão característico de microspeckled por meio da técnica de 

imunofluorescência. A análise citogenética de t(15; 17) e/ou RT-PCR para o 

gene de fusão PML-RARa foi obrigatório para confirmação do diagnóstico. O 

diagnóstico molecular foi realizado pelo Serviço de Hematologia da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Uma vez 

confirmado o diagnóstico, os pacientes foram classificados de acordo com o 

risco de recaída da doença, o qual leva em consideração contagens de 

leucócitos e plaquetas no sangue periférico no momento do diagnóstico. 

Resumidamente, os pacientes foram classificados como sendo de baixo risco 

de recaída se a contagem de leucócitos fosse abaixo 10 x 103/μL e plaquetas 

acima de 40 x 103/μL, como sendo de risco intermediário, quando apresentava 

contagem de leucócitos abaixo de 10 x 103/μL e plaquetas abaixo de 40 x 

103/μL, e pacientes com alto risco de recaída quando apresentavam contagem 

de leucócitos acima de 10 x 103/μL (SANZ et al., 2000). 

As coortes do atlas do genoma do câncer de LMA (TCGA, 2013) e de 

uma coorte europeia de pacientes adultos com LMA (DE JONGE et al., 2010; 

VERHAAK et al., 2009) foram utilizadas para determinar a expressão gênica 

diferencial e o impacto prognóstico de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2. Os dados 

podem ser acessados no portal CBio para genômica do câncer (CERAMI et 

al., 2012) e no repositório de expressão gênica do Centro Nacional para 

informação em Biotecnologia (GEO-NCBI) sob o registro GSE-6891. Uma 

coorte adicional que inclui dados transcriptômicos de células CD34+ de 

pacientes com SMD e indivíduos saudáveis foi obtida no GEO-NCBI, 

registrado como GSE-58831 (GERSTUNG et al., 2015). Todos os dados 

depositados em plataformas são de uso livre desde que citada a fonte. 

3.3 Proposição de um índice prognóstico baseado em expressão gênica 

para pacientes com síndrome mielodisplásica 

3.3.1 Análise transcriptômica de células CD34 de pacientes com SMD 

Os dados de expressão gênica obtidos pelo método de microarranjo 

estão depositados no GEO-NCBI sob o seguinte registro GSE58831. A 

normalização da expressão foi realizada utilizando uma abordagem de 
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múltiplos chips e relativa a genes endógenos (IRIZARRY et al., 2003). Foram 

selecionados genes que participam dos processos de glicólise, ciclo dos 

ácidos tricarboxílicos e fosforilação oxidativa para interrogar a expressão 

gênica diferencial entre pacientes com SMD e a capacidade preditiva quanto 

a sobrevida global. A tabela 1 contém os genes selecionados para desenho 

do índice baseado em expressão gênica. Genes cujos valores de expressão 

não foram suficientes para serem detectados pelo método foram excluídos. 

Ademais, genes com mais de um transcrito quantificado foram avaliados 

segundo a mediana de expressão.  

Tabela 1. Lista dos genes selecionados para proposição de um índice prognóstico baseado 
em expressão gênica e para expressão gênica diferencial entre pacientes com síndrome 
mielodisplásica e indivíduos saudáveis. 

ABAT ACLY ANPEP CAT CS DPYPD ERCC2 FASN GAD1 

GGCT GOT2 GPX1 GSR GSS GSTM1 HK1 HK2 IDH1 

IDH2 IDH3A IDH3B IDH3G LDHA LDHB MDH2 ME1 OGDH 

PANK1 PFKL PFKP PKM PKMYT1 SCD SDHA SLC25A5 TALDO1 

3.3.2 Modelagem do índice prognóstico 

Para determinação da função prognóstica dos genes individualmente, 

utilizou-se inicialmente o pacote “cutpointr” para o programa R, através do 

qual se determinou os pontos de dicotomização para cada gene e os 

respectivos valores da curva de características operacionais do receptor 

(ROC) e estatística C. Após dicotomização, a capacidade preditiva de cada 

gene foi determinada utilizando os modelos univariado e multivariado de 

riscos proporcionais de Cox utilizando idade, sexo e estratificação de risco do 

IPSS-R como confundidores. Os genes independentemente associados a 

sobrevida global foram selecionados para o índice prognóstico, sendo 

computado o valor “um” para cada fator de risco apresentado. Os grupos do 

índice proposto foram determinados por inspeção por Kaplan-Meier. 

3.4 Linhagens celulares 

Todas as linhagens celulares e os respectivos meios de cultivo estão 

listados na tabela 2. Todas as linhagens foram autenticadas por genotipagem 

de regiões microssatélites seguida de análise de fragmentos e testadas 

continuamente para a presença de Mycoplasma sp. (MycoAlert™ PLUS 

Mycoplasma Detection Kit; Lonza, EUA). A linhagem Molm13 foi cedida pelo 
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professor Jürg Schwaller do departamento de biomedicina da Universidade da 

Basiléia. Todas as demais foram adquiridas na ATCC (EUA). 

Tabela 2: Linhagens celulares utilizadas e meios de cultivo 

Linhagem Espécie Característica Meio de cultivo 

NB4 Homo sapiens LPA com t(15;17) RPMI 10% SFB 

NB4-R2 Homo sapiens LPA com t(15;17) RPMI 10% SFB 

Kasumi-1 Homo sapiens LMA com t(8;21) e mutação em Kit RPMI 20% SFB 

THP1 Homo sapiens LMA com expressão truncada de TP53 RPMI 10% SFB* 

Molm13 Homo sapiens LMA com mutação em FLT3 RPMI 10% SFB 

MV4;11 Homo sapiens LMA com mutação em FLT3 IMDM 10%SFB 

Abreviações: LPA: Leucemia Promielocítica Aguda; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; RPMI: 
Roswell Park Memorial Institute; IMDM: Meio Dulbecco modificado por Iscove; SFB: Soro Fetal 
Bovino.  
* adição de 0,05mM de β-mercaptoetanol. 

3.5 Reagentes químicos 

3.5.1 Meios de cultura 

Foram utilizados os meios de cultura RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute) e IMDM (Meio Dulbecco modificado por Iscove) foram adquiridos da 

Gibco (EUA). Ao meio de cultivo foi adicionado 1% da solução com os 

antibióticos penicilina e estreptomicina 10000U/mL (Gibco, EUA). Conforme 

descrito na tabela 2, os meios foram suplementados com concentrações 

específicas de soro fetal bovino (Vitrocell, Brasil). As células primárias de 

pacientes com LMA foram cultivadas em meio MEM (meio mínimo essencial) 

α suplementado com 15% de SFB e as seguintes citocinas: fator de célula 

tronco (SCF; 100ng/mL), interleucina 3 (IL3; 10ng/mL), IL6 (20n/mL), 

trombopoietina (TPO; 10ng/mL) e FLT3-ligante (FLT3-L; 10ng/mL) (TYNER et 

al., 2013). Todas as citocinas foram adquiridas da PeproTech (EUA).  

3.5.2 Compostos 

A metformina utilizada para o tratamento do modelo de NMP 

JAK2V617F foi adquirida da empresa Merck (hidrocloreto de 1,1-

dimetilbiguanida, Alemanha) e constitui-se do mesmo composto utilizado no 

medicamento Glifage (Merck). Para o tratamento, a metformina foi diluída em 

PBS estéril e administrada diariamente via intraperitoneal na dose de 

125mg/kg. 
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Os inibidores de IGF1R-IRS1/2 foram adquiridos da MedChem 

Express (França) para o linsitinibe e da SunChine Chemical Technology 

(China) para o NT157. Ambos foram diluídos em DMSO para os ensaios 

funcionais e moleculares. Os inibidores farmacológicos de FLT3 midostaurin 

e quizartinibe foram adquiridos da MedChem Express (França) e diluídos em 

DMSO. O inibidor farmacológico de autofagia cloroquina foi adquirida da 

Sigma-Aldrich (Reino Unido) e diluída em PBS estéril. A concentração final de 

cada composto está indicada nas figuras correspondentes e a concentração 

final de DMSO em cultura não superou 0,5%. 

3.6 Ensaios funcionais 

As linhagens celulares ou células mononucleares de medula óssea de 

pacientes com LMA foram submetidas aos ensaios de citotoxicidade 

detalhados a seguir. 

3.6.1 Avaliação da viabilidade celular 

Este método foi utilizado para as linhagens celulares contidas na 

tabela 2 quanto para as células primárias dos pacientes com LMA. As células 

foram cultivadas em placas de 96 poços em confluências específicas para as 

linhagens (10000/100µL) e para as células primárias (100000/100µL). Após 

incubação por 24, 48 ou 72 horas a 37ºC, adicionou-se 50 μg do reagente 

metiltiazoltetrazólio (MTT) e as células foram incubadas a 37ºC por 4 horas. 

A reação foi interrompida pela adição de 100 μL de 0,1N HCl em isopropanol. 

A viabilidade foi avaliada pela mensuração da absorbância a 570 nm, 

utilizando um leitor automático de placas (BioRad, EUA). Para as linhagens 

celulares, cada condição foi testada com ao menos três réplicas técnicas e 6 

réplicas biológicas, enquanto para as células primárias os experimentos foram 

realizados com três réplicas técnicas.  

3.6.2 Avaliação da apoptose celular através da marcação com anexina V 

e iodeto de propídeo 

O estudo da apoptose foi realizado através da marcação das células 

com anexina V (annexin V-FITC ou APC/BD PharMingen, CA, EUA) e iodeto 

de propídio (Propidium Iodide[PI]/Molecular Probes, Leiden, The 

Netherlands). Utilizando-se placa de 24 poços, 2×105 células foram 
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plaqueadas por poço em meio apropriado para cada linhagem celular. As 

amostras foram incubadas por 15 minutos na ausência de luz em temperatura 

ambiente e analisadas em equipamento FACSCalibur (BD Bioscience). Para 

cada amostra, foram adquiridos 10000 eventos. Os dados foram adquiridos 

no citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Bioscience) e analisados com o 

programa FlowJo (Treestar). As células positivas para anexina V, em relação 

ao número total de células, indicam células em processo de morte celular 

programada. 

3.6.3 Avaliação da autofagia por citometria de fluxo 

A determinação de presença do processo de autofagia foi realizada 

segundo metodologia proposta por Thomé e colaboradores (THOME et al., 

2016). Brevemente, utilizamos a sonda celular de livre-permeabilização 

laranja de acridina que possui mudança metacromática em condições com 

redução de pH. O fluxo autofágico foi determinado pela quantificação da razão 

de fluorescência de vermelho para verde. 

3.6.4 Avaliação dos efeitos citotóxicos na função mitocondrial 

A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) total (DCFDA, 

Thermo scientific, EUA), ERO mitocondrial (mitosox, Thermo scientific, EUA), 

massa mitocondrial (mitotracker, Thermo scientific, EUA) e polarização 

mitocondrial (coloração com JC-1, Thermo scientific, EUA) foi determinada por 

citometria de fluxo. 

3.7 Western blotting 

Ao precipitado celular contendo entre 5×106 e 10×106 de células foi 

acrescentado tampão de extração de proteínas contendo 100 mM Tris (pH 

7,6), 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 35 mg fluoreto de fenilmetilsulfonil 

(PMSF)/mL, 10 mM Na3VO4, 100 mM NaF, 10 mM Na4P2O7, e 4 mM ácido 

etilenodiamino tetracético (EDTA). As amostras foram homogeneizadas e 

incubadas por 60 a 120 minutos a 4ºC. Após esse período, as amostras foram 

centrifugadas a 12000×g, 4ºC durante 20 minutos. Ao produto do extrato 

proteico total, adicionou-se tampão de Laemmli contendo 100 mmol/L de 

ditiotreitol, 10% de dodecilsulfato de sódio (SDS) e azul de bromofenol. As 

amostras foram armazenadas a -80ºC. O extrato proteico foi submetido à 
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eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5 a 15% em aparelho de eletroforese 

(Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, EUA). A eletrotransferência das 

proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada por 120 

minutos a 120V em aparelho miniaturizado de transferência da Bio-Rad. A 

ligação dos anticorpos a proteínas não específicas foi reduzida por pré-

incubação da membrana por 1 hora com tampão de bloqueio (5% leite em pó 

desnatado sem açúcar, 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, e 0,02% Tween 20) 

a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi então incubada com anticorpos 

específicos diluídos em tampão de bloqueio (3% leite em pó desnatado sem 

açúcar) por 12 horas a 4°C sob agitação e então lavadas 3 vezes com solução 

basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, and 0,02% Tween 20). O sistema de 

revelação usado foi baseado em quimioluminescência, utilizando-se o kit 

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate System (Thermo Fisher 

Scientific) e Gel Doc XR+ system (Bio-Rad). Os anticorpos utilizados estão 

listados na tabela 3. A intensidade de expressão proteica foi normalizada pela 

expressão das proteínas endógenas actina, tubulina ou GAPDH, e a 

intensidade das modificações pós traducionais, através da intensidade da 

banda da proteína total correspondente. As imagens finais foram elaboradas 

a partir das porções do gel que contêm as bandas de interesse. 
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Tabela 3: Lista de anticorpos utilizados 

Empresa Alvo Espécie Catálogo Diluição 

Cell signaling  p-IGF1RTyr1135 Coelho 3918 1:1000 
 IGF1R Coelho 9750 1:2000 
 IRS1 Coelho 3407 1:2000 
 IRS2 Coelho 3089 1:2000 
 p-mTORSer2448 Coelho 5536 1:4000 
 mTOR Coelho 2983 1:4000 
 p-AktSer473 Coelho 4060 1:2000 
 Akt (Pan) Coelho 4691 1:2000 
 p-4E-BP1Thr70 Coelho 9455 1:4000 
 4E-BP1 Coelho 9644 1:4000 
 p-P44/42Thr202/Tyr204 Coelho 4370 1:2000 
 P44/42 Coelho 4695 1:2000 
 SQSTM1/p62 Coelho 23214 1:1000 
 Beclin-1 Camundongo 4122 1:2000 
 LC3B Coelho 3868 1:2000 
 Caspase 3 Coelho 9662 1:2000 
 p-P38 MAPKThr180/Tyr182 Coelho 4511 1:2000 
 P38 MAPK Coelho 8690 1:2000 
 p-SAPK/JNK Thr183/Tyr185 Coelho 9255 1:2000 
 SAPK/JNK Coelho 9252 1:2000 
 p-FLT3Tyr591 Coelho 3474 1:1000 
 FLT3 Coelho 3462 1:2000 
 p-STAT5Tyr694 Coelho 4322 1:2000 
 STAT5 Coelho 94205 1:2000 
 p-RaptorSer792 Coelho 2083 1:1000 
 Raptor Coelho 2280 1:1000 
 p-RictorThr1135 Coelho 3806 1:1000 
 Rictor Coelho 2114 1:1000 
 p-ULK1Ser757 Coelho 14202 1:1000 
 ULK1 Coelho 8054 1:2000 
 BCL-XL Coelho 2762 1:4000 
 ATG13 Coelho 13468 1:2000 
 PARP Coelho 9542 1:4000 
 GAPDH Coelho 2118 1:4000 

Santa Cruz 
Biotechnology p-IRS1/2Tyr612 Coelho SC-17195 1:250 
 p-P70S6KThr421/Ser424 Coelho SC-7984 1:2000 
 P70S6K Camundongo SC-8418 1:2000 
 p-H2A.XSer139 Camundongo SC-517648 1:4000 
 Tubulin Camundongo SC-5286 1:4000 

Thermo Fischer p-ERK1/2Thr185/Tyr187 Coelho 44-680G 1:2000 
 ERK1/2 Coelho 61-7400 1:2000 

Sigma BCL-2 Camundongo 087K4776 1:5000 
 α-Tubulin Camundongo 118K4780 1:10000 

Novus biologicals Β-Actina Camundongo NB600-501H 1:5000 

Abcam p-IRS1/2Ser1101/1149 Coelho ab178703 1:2000 
 p-IRS1Tyr632 Coelho ab109543 1:2000 
 p-IRS2Ser731 Coelho ab3690 1:1000 
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3.8 Análise de enriquecimento de conjuntos gênicos 

Os fenótipos utilizados para comparação transcriptômica foi a 

dicotomização da expressão gênica de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2 para os 

pacientes com LMA e as entidades de risco do índice prognóstico proposto 

para SMD. A análise de enriquecimento de processos biológicos e 

moleculares significativamente associados aos fenótipos comparados foi 

realizada com auxílio do programa GSEA v4.0.3 (Gene Set Enrichment 

Analysis, Instituto Broad, EUA) (SUBRAMANIAN et al., 2005). Foram 

utilizadas as seguintes bibliotecas de processos curadas pelo instituto Broad 

MSigDB: Reactome, KEGG e Hallmarks, utilizando 1000 permutações para 

cálculo do valor de P, índice de enriquecimento normalizado (NES) e razão 

de falsa descoberta FDR. Os valores de P<0,05 e FDR <0,25 foram 

considerados significativo. 

3.9 Análise dos dados 

As análises descritivas foram realizadas para os dados clínicos dos 

pacientes utilizando teste exato de Fischer ou teste de Chi-quadrado para 

comparação das proporções entre variáveis categóricas e os testes não 

paramétricos de Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis para as variáveis 

contínuas. O teste de independência entre covariáveis foi realizado utilizando 

o modelo de risco proporcionais de Cox. A capacidade preditiva para o 

desfecho sobrevida global de cada variável interrogada foi determinada 

utilizando curva ROC e a respectiva estatística C. A comparação direta entre 

o poder preditivo de covariáveis foi determinada através das diferenças entre 

as áreas sobre a curva de cada curva ROC por meio de uma implementação 

para o R do algoritmo de DeLong (DELONG; DELONG; CLARKE-PEARSON, 

1988). Circunstancialmente, foi utilizado o método de validação interna por 

reamostragem com Bootstrap para correção de sobreajuste. Para tanto, 

realizamos 1000 reamostragens utilizando a coorte original e calculamos os 

desfechos clínicos para tempos e covariáveis escolhidos. O procedimento 

estimou o respectivo intervalo de confiança 95% e o intervalo de aceleração 

de bootstrap e correção de viés. 

Os testes para os ensaios funcionais foram analisados utilizando o 

teste t de Student ou Anova com pós teste de Bonferroni. A expressão gênica 
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em quantis foi realizada para ranqueamento utilizando o pacote limma-voom 

no servidor baseado em web Galaxy (https://usegalaxy.org/). A expressão 

gênica diferencial foi avaliada também através dos gráficos de dispersão de 

tipo vulcão (Volcano plot) ou mapa de calor (Heatmap). O Volcano plot utilizou 

dados de expressão em quantis e foi construído com o software GraphPad 

Prism 8 (Prism, EUA). Os Heatmaps foram construídos com a ferramenta web 

Morpheus (https://software.broad institute.org/morpheus). 

A sobrevida global foi definida como o tempo decorrido entre o 

diagnóstico e o óbito e a sobrevida livre de doença como o tempo entre a 

remissão completa e a recidiva. Os pacientes que não apresentaram os 

eventos foram censurados na última notificação de que estavam vivos e/ou 

livres de doença. As curvas de sobrevida foram construídas pelo método de 

Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank. 

Todos os valores de P foram calculados para ambos os lados da 

distribuição (Two-Sided) com nível de significância de 0,05 e computando os 

respectivos intervalos de confiança. Os testes de inferência estatística foram 

realizados com auxílio dos programas Stata Statistic/Data analysis versão 12 

(Stata Corp, EUA), Statistical Package for Social Sciences 19 (SPSS 19, 

EUA), GraphPad Prism 8 (Prism, EUA) e R 3.5.2 (Projeto CRAN, www.r-

project.org). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Investigação da ação de Metformina sob a célula tronco da NMP 

A falta de opções terapêuticas curativas para pacientes com NMP é em 

certa medida relacionada às terapias disponíveis não afetarem a função das 

células tronco iniciadoras da NMP (CHEN; MULLALLY, 2011; CIBODDO; 

MULLALLY, 2018; MEAD; MULLALLY, 2017). Nosso grupo de pesquisa 

determinou previamente o benefício pré-clínico da metformina em monoterapia 

em modelo murino de NMP induzida pela mutação JAK2V617F (MACHADO-

NETO et al., 2018), quanto a redução da esplenomegalia. Para determinar se a 

metformina poderia interferir na função das células tronco da NMP, realizamos o 

tratamento in vivo com metformina de animais com NMP que recapitula a 

policitemia vera através de transplante de células totais em receptores 

letalmente irradiados (Figura 1A).  

O tratamento com metformina (125mg/kg/dia) foi bem tolerado, reduziu a 

esplenomegalia (P=0,02, Figura 1B-D) e a contagem de plaquetas (P<0,05, 

Figura 1G) mas não os níveis de hemoglobina e contagem de leucócitos (Figura 

1 E-F). O tratamento com metformina diminuiu a frequência de células CD45.2 

no sangue periférico (P<0,05, Figura 1H). Os animais tratados com metformina 

tenderam a apresentar menor frequência de progenitores eritroides imaturos no 

baço (pro-eritroblastos [Pro-E] e progenitores eritroides precoces; ambos P=0,1; 

Figura 2B-C), enquanto apresentaram maior frequência dos progenitores 

eritroides tardios (P=0,008; Figura 2D).  

A estratégia para análise imunofenotípicas dos progenitores 

hematopoiéticos está ilustrada (Figura 3A-C). O tratamento com metformina 

diminuiu a frequência de células tronco e progenitoras hematopoiéticas (LSK) e 

progenitores multipotentes (P<0,05, Figura 3E), sem afetar a distribuição dos 

demais progenitores analisados (Figuras 3D-E). Células mononucleares de 

medula óssea (CMMO) de animais tratados com metformina apresentaram 

menor capacidade de formação de colônias (P<0,001, Figura 3F), com redução 

de 3,5× do número médio de colônias a cada 1.000 CMMO. A análise molecular 

de 168 genes em células c-Kit enriquecidas de animais tratados com veículo ou 

metformina através do método de PCR-Array identificou 77 genes 

diferencialmente expressos utilizando uma razão de variação de 2 em qualquer 
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sentido. Entre os genes, 30 tiveram expressão diminuída e 47 genes com 

expressão aumentada (Figura 3G).  

 



59 
 

 
 

Figura 1. O tratamento com metformina diminui a hematopoese extramedular em camundongos com neoplasia mieloproliferativa Jak2V617F 

  

Figura 1 - (A) O desenho experimental para indução de fenótipo de neoplasia mieloproliferativa em camundongos está ilustrado. Células de medula óssea de 
camundongos knockin para mutação Jak2V617F (CD45.2) foram transplantadas em camundongos PepBoy (CD45.1) letalmente irradiados. Após a avaliação do 
quimerismo na 8ª semana, os camundongos foram randomizados e tratados diariamente com veículo (n=6) ou metformina (125mg/kg) (n=4) durante 6 semanas. (B) 
Imagens e (C) peso dos baços dos camundongos tratados com veículo ou metformina. Barra da escala: 10mm. * P<0,05, teste t de Student. (D) Gráfico de pontos 
indicando a média e os desvio padrão do peso dos animais tratados com veículo ou metformina nas semanas de tratamento. teste t de Student pareado. Gráficos de 
dispersão representam os níveis de hemoglobina (D), contagens de leucócitos (E) e plaquetas (F) e o quimerismo CD45.1/CD45.2 (G). * P<0,05, teste t de Student. 
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Figura 2. O tratamento com metformina altera a distribuição dos progenitores eritroides em modelo murino de NMP. 

 

Figura 2 - (A)  Dot plots representativos da análise de progenitores eritroides no baço. Os gráficos de dispersão representam a frequência de (B) pro-eritroblastos (I-Pro-
E), (C) progenitores eritroides precoces (II) e (D) progenitores eritroides tradios (III). **P<0,01, teste t de Student.  
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Figura 3. O tratamento com metformina afeta a função da célula tronco da NMP. 

 
Figura 3 - (A) Dot plots ilustrativos da análise de células tronco e progenitoras hematopoiéticas (LSK) e progenitores mieloides (LK), (B) células tronco hematopoiéticas 
e (C) subpopulações de progenitores mieloides. (D) Os gráficos de dispersão representam a frequência de progenitores mieloides (LK: Lin-c-KitHi), progenitores mielo-
eritroides (MEP), progenitor comum mieloide (CMP) ou progenitor granulocítico-monocítico (GMP). (E) Os gráficos de dispersão representam a frequência de células 
tronco e progenitoras hematopoiéticas (LSK: Lin-Sca-1+c-KitHi), células tronco de longo prazo (LT-HSC), células tronco de curto prazo (ST-HSC) ou progenitor 
multipotente (MPP). (F) Gráficos de barra com o número de colônias e os respectivos subtipos computados segundo morfologia, P=0.001, Teste t de Student. (G) 
Dados de expressão gênica mostrados com mapa de calor a partir da análise por qPCR array de células c-Kit enriquecidas de animais tratados com veículo (PBS) ou 
metformina (125mg/kg/dia). Níveis de expressão gênica foram normalizados pela amostra de animais tratados com PBS e calculados como razão de variação (fold-
change), sendo selecionados todos com valores superiores a dois em ambas as direções. Em verde estão indicados os genes com expressão diminuída, bem como 
em vermelho os com expressão aumentada em relação ao grupo veículo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 
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4.2 Proposição de um índice prognóstico baseado em assinatura 

transcriptômica de células CD34 de pacientes com síndromes 

mielodisplásicas 

Foram selecionados 37 genes que codificam enzimas da glicólise e do 

ciclo de ácidos tricarboxílicos previamente associados como desregulados em 

diversas neoplasias sólidas e hematológicas. Dezessete genes foram 

hiperexpressos e 5 genes hipoexpressos em amostras de pacientes com SMD 

comparados a indivíduos saudáveis (Figura 4B). A Tabela 2 sumariza os 15 

genes cuja expressão gênica foi capaz de predizer o desfecho quanto a 

sobrevida global na análise univariada. Utilizando idade, sexo e categoria de 

risco segundo o IPSS-R, 5 genes foram independentemente associados a 

sobrevida global (Figura 4A; Tabela 4) e foram utilizados para a proposição de 

nosso escore de risco molecular (MBS: Molecular-Based Score). 

O cálculo do MBS levou em consideração que a alta expressão de ANPEP 

e PKM, assim como a baixa expressão de ACLY, PANK1 e SLC25A5 foram 

independentemente associadas a sobrevida global inferior, sendo atribuído peso 

1 para cada variável de risco. As associações clínicas e moleculares do MBS 

estão sumarizadas na tabela 5. O MBS variou entre 0 (pacientes que não 

apresentaram nenhum dos fatores de risco) e 5 (pacientes que apresentaram 

todos os fatores de risco) com mediana de 1, e foi calculado da seguinte maneira: 

MBS risco favorável = 0 (n=28), MBS risco intermediário = 1 (n=46) e MBS risco 

desfavorável = 2 - 5 (n=53). 
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Figura 4. Associação de expressão gênica de elementos metabólicos selecionados para 
o Molecular-Based Score (MBS). 

 

Figura 4 - Gráficos de dispersão de acordo com a expressão de genes selecionados e 
estudados para a composição do MBS. A comparação da expressão de cada gene entre 
indivíduos saudáveis (HD) e pacientes com síndromes mielodisplásicas (SMD) é apresentada. 
Os genes indicados no painel superior (A) indicam os genes que compõem o MBS. 
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, Teste de Mann-Whithney. 
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Tabela 4. Lista de genes associados a sobrevida global em análise univariada 
 Análise Univariada Análise Multivariada 

Alvo Hazard Ratio1 IC95% P Hazard Ratio1 IC95% P 
GAD1 0,34 0,17-0,66 0,001 0,73 0,3-1,73 0,47 
ANPEP 2,73 1,44-5,17 0,002 2,16 1,08-4,31 0,02 
ACLY 0,38 0,21-0,72 0,002 0,48 0,24-0,96 0,02 
DPYPD 3,19 1,33-7,65 0,008 2,22 0,9-5,48 0,08 
MDH2 0,43 0,23-0,81 0,009 0,6 0,31-1,21 0,15 
SLC25A5 0,44 0,24-0,83 0,01 0,52 0,27-0,99 0,04 
GOT2 0,37 0,17-0,80 0,01 0,58 0,24-1,36 0,21 
PKM 2,24 1,18-4,23 0,01 2,01 1,02-3,93 0,04 
SLC2A5 2,17 1,16-4,05 0,01 1,84 0,88-3,87 0,1 
GSS 0,46 0,24-0,86 0,01 0,65 0,32-1,31 0,22 
LDHB 0,42 0,21-0,85 0,01 0,61 0,28-1,28 0,19 
PANK1 0,42 0,21-0,86 0,01 0,43 0,19-0,98 0,04 
IDH3G 0,25 0,07-0,84 0,02 0,34 0,11-1,16 0,08 
SCD 2,31 1,1-4,87 0,02 1,56 0,72-3,38 0,25 
SDHA 0,42 0,18-0,98 0,04 0,51 0,21-1,17 0,11 

Abreviação: IC95%: Intervalo de confiança de 95%. Os genes independentemente 
associados a sobrevida global estão destacados. 
Hazard ratio < 1 indica que o primeiro valor da variável categórica possui pior desfecho. 

 

Utilizando o modelo de risco proporcionais de Cox para a análise 

multivariada, o MBS foi independentemente associado a sobrevida global 

utilizando sexo, idade e IPSS-R como confundidores (Tabela 6). O MBS 

apresentou alto poder preditivo (Figura 5) possuindo estatística C de área sob a 

curva = 0,71 (IC95%: 0.62 – 0.78) e Hazard ratio de 3,05 (IC95%: 1.81 – 5.05; 

P<0.001) (Tabela 7). Nós validamos nosso escore de risco através do método 

não paramétrico de reamostragem de Bootstrap, demonstrando a estabilidade 

de seu poder preditivo (Tabela 8). 
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Tabela 5: Características clínicas dos pacientes com SMD incluídos para o cálculo do índice baseado em expressão gênica (MBS). 

Características 

Todos os pacientes 
Molecular-Based Score  

Risco favorável Risco intermediário Risco adverso  

No. % Mediana 
(variação) 

No. % Mediana 
(variação) 

No. % Mediana 
(variação) 

No. % Mediana 
(variação) 

P 

N 159 100  28 17.6  60 37.8  71 44,6   
Sexo             0.08 
 Feminino 57 35.8  15 46.4  21 35  21 30   
 Masculino 102 64.2  13 53.6  39 65  50 70   
Idade, anos   67 (19 - 87)   63 (32 - 82)   67 (19 – 87)   67 (33 – 87) 0.439 
Blastos na 
medula óssea, % 

  4 (0 - 63)   2.5 (0 – 14)   3 (0 – 63)   8.5 (0 – 46) <0.001 

Hemoglobina, 
g/dL 

  9.5 (4.5 – 14.6)   10 (6.9 – 11.9)   9.45 (5.4 – 14.6)   9.8 (4.5 – 14.4) 0.952 

Contagem 
absoluta de 
neutrófilos, 
×103/µL 

  1.8 (0.08 – 15.2)   2.5 (0.91 – 5.36)   2.3 (0.38 – 6.4)   1.3 (0.08 – 15.2) 0.003 

Plaquetas, 
×103/µL 

  152 (10 – 1042)   250 (38 – 787)   157 (16 – 604)   109 (10 – 1042) 0.007 

Dependência 
transfusional 

            0.627 

 Sim 58 44.3  9 57.1  27 55.1  30 52.7   
 Não 73 55.7  16 32.1  22 44.9  27 47.3   
IPSS-R             <0.001 
 Muito baixo 27 17.0  8 28.6  14 23.3  5 7.1   
 Baixo 53 33.3  12 42.9  26 43.3  15 21.4   
 Intermediário 44 27.7  5 17.9  15 25  24 33.8   
 Alto 23 14.5  3 10.7  1 1.7  19 26.8   
 Muito alro 12 7.5  0 0  4 6.7  8 11.3   
WHO 2008 
category 

            <0.001 

 RA 13 8.2  1 3.6  9 15  3 4.2   
 RCMD 27 17.0  1 3.6  16 26.7  10 14.1   
 RCMD-RS 22 13.8  7 25  10 16.7  5 7   
 RARS 14 8.8  8 28.6  4 6.7  2 2.9   
 RARS-T 6 3.8  4 14.3  2 3.3  0 0   
 MDS with 5q- 6 3.8  2 7.1  4 6.7  0 0   
 RAEB 28 17.6  1 3.6  9 15  18 25.3   
 RAEB-2 28 17.6  4 14.3  3 5  21 29.6   
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 AML-MDS 7 4.4  0 0  1 1.7  6 8.4   
 NI 8 5.0  0 0  2 3.3  6 8.4   
Mutações              
 SF3B1 37 29.8  14 50  15 31.9  8 14.8  <0.001 
 TET2 33 20.8  5 21.7  14 29.8  14 25.6  0.765 
 ASXL1 21 13.2  2 8.7  6 12.8  13 24.1  0.161 
 SRSF2 16 10.1  1 4.3  6 12.7  9 16.7  0.336 
 DNMT3A 13 8.2  3 13  7 14.9  3 5.5  0.282 
 RUNX1 8 6.5  0 0  1 2.1  7 12.9  0.03 
 U2AF1 8 6.5  1 4.3  1 2.1  6 11.2  0.168 

Notas: IPSS-R: Sistema Internacional de pontuação prognóstica Revisado; RA: Anemia refratária; RCMD: Citopenia refratária com displasia de múltiplas linhagens; 
RCMD-RS: refrac Citopenia refratária com displasia de múltiplas linhagens com sideroblasto em anel; RARS: anemia refratária com sideroblasto em anel; RARS-T: 
anemia refratária com sideroblasto em anel e trombocitose; RAEB: Anemia refratária com excesso de blastos. AML-MDS: LMA com alterações mielodisplásicas; NI: 
Não informado. 
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Figura 5. Análise de sobrevida para pacientes com síndromes mielodisplásicas de 
acordo com Molecular-Based Score (MBS) 

 

Figura 5 - (A-B) Análise de sobrevida global (SG) para pacientes com SMD provenientes da 
coorte GSE58831 disponibilizados na plataforma Gene Expression Omnibus (GEO-NCBI). 
Pacientes com baixo MBS (n=22) apresentam desfecho clínico favorável quanto a sobrevida 
global. A curva de sobrevida foi construída pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo 
teste de Log-Rank. (C) Significância (estatística-χ2) de cada covariável incluída no modelo 
multivariado para predição de SG. (D) Forest-plot com dados do teste de validação cruzada 
por reamostragem (Bootstrap) identificou MBS de risco adverso e idade como preditores 
independentes de SG. HR e os respectivos 95%CI estão indicados por um quadrado e uma 
linha, respectivamente. 
Nota: MBS: Molecular-Based Score; gl: graus de liberdade; 95%CI: Intervalo de confiança de 
95%; HR: Hazard ratio. 

 

Tabela 6. Análises univariada e multivariada para sobrevida global de pacientes com 
SMD 

 Sobrevida global 

 Análise Univariada Análise Multivariada 

Variáveis HR1  (95% C.I.) p HR (95% C.I.) p 
Sexo 
   M vs. F 

0,31 0,14 – 0,63 0,001 0,47 0,21 - 1.06 0,072 

Idade 1,04 1,01 – 1,07 0,006 1.03 1,01 – 1,07 0,02 
IPSS-R 1,52 1,18 – 1,96 0,001 2.51 0,69 – 1,37 0,882 
MBS  3,05 1,84 – 5,05 >0,001 2,51 1,27 – 4,96 0,008 

Abreviações: SMD: Síndromes mielodisplásicas; IPSS-R: International Prognostic Score 
System-revised 
Hazard ratio < 1 indica que o primeiro valor da variável categórica possui pior desfecho. 
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Tabela 7: Sobrevida global (SG) e poder preditivo de IPSS-R e MBS. 

Variáveis SG de 2 anos (95%IC) SG de 3 anos (95%IC) P-Valor1 AUC (95%IC) 

IPSS-R 
  

0,004 
0,57  
(0,46 – 0,67) 

Muito baixo 78% (59-100%) 78% (59-100%)   
Baixo 85% (73-98%) 74% (60-92%)   
Intermediário 69% (50-93%) 43% (23-80%)   
Alto 69% (44-100%) 55% (30-100%)   
Muito alto 43% (18-100%) 43% (18-100%)   

MBS   <0,001 
0,71  
(0,62 – 0,78) 

Favorável 100% (100-100%) 100% (100-100%)   
Intermediário 80% (67-96%) 76% (62-93%)   
Adverso 59% (44-77%) 35% (22-59%)   

Notas: IPSS-R: Sistema Internacional de pontuação prognóstica Revisado; MBS: Molecular-
Based Score. 95%IC: Intervalo de confiança de 95%. 1teste de Log-Rank  

 

Tabela 8: Validação interna por reamostragem pelo método de Bootstrap para sobrevida 
global (SG) 

MBS SG de 2 anos (95%IC) P-Valor SG de 3 anos (95%IC) P-Valor 
Favorável 100% (100-100%) <0,001 100% (100-100%) <0,001 
Intermediário 81% (62 - 93%)  76% (57 - 90%)  
Adverso 58% (42 – 75%)  35% (19 – 56%)  

Notas: MBS: Molecular-Based Score;  

 

A predição prognóstica do MBS foi consistente quando avaliada para os 

pacientes identificados como de risco muito baixo e baixo segundo o IPSS-R 

(Figura 6A). As entidades de risco do MBS foram identificadas em todas as 

categorias do IPSS-R, entretanto, o aumento do risco do IPSS-R está associado 

com o aumento do risco MBS (Figura 6B e Tabela 5). 

A análise de enriquecimento de conjuntos gênicos (GSEA) revelou que o 

aumento do risco do MBS (i.e. favorável versus (vs.) intermediário; favorável vs. 

adverso; e intermediário vs. adverso) foi consistentemente associado com o 

aumento dos programas relacionados a fosforilação oxidativa e circuitos de 

controle da progressão do ciclo celular, tais como G2M_checkpoint e 

E2F_targets, e metabolismo de ácidos graxos (Figura 7A-C). Para comparações 

específicas, pacientes de risco favorável pelo MBS foram positivamente 

enriquecidos com programas de diferenciação de progenitor megacariocítico-

eritroide (MEP) e negativamente enriquecido com assinatura (EPPERT et al., 

2011) de célula tronco leucêmico (Figura 7D). Em concordância, pacientes de 

risco favorável apresentaram enriquecimento positivo com metabolismo 

mitocondrial (MOOTHA et al., 2003) e negativo com célula tronco hematopoiética 

(Figura 7E) (JAATINEN et al., 2006). Pacientes de risco adverso apresentaram 

enriquecimento negativo com o programa transcricional de MEP com genes com 
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expressão diminuída em célula tronco leucêmica (Figura 7F). Utilizando critérios 

estatísticos rigorosos (aumento: log2 da razão de variação >1,5; diminuição<1,5; 

P<0,05), identificou-se genes diferencialmente expressos: favorável vs. 

intermediário (8 genes com expressão aumentada e 16 com expressão 

diminuída), favorável vs. adverso (10 genes com expressão aumentada e 129 

com expressão diminuída) e intermediário vs. adverso (5 genes com expressão 

aumentada e 42 com expressão diminuída) (Figura 7G-I). O agrupamento 

hierárquico não supervisionado demonstrou que a classificação do MBS 

identifica pacientes com programas transcricionais particulares (Figura 7J), 

especialmente relacionadas com o controle da energética celular e diferenciação 

dos progenitores hematopoiéticos. 

 

Figura 6. Análise de sobrevida para pacientes com síndromes mielodisplásicas de risco muito baixo 
e baixo e distribuição do risco MBS e IPSS-R 

 
Figura 6 - (A) Análise de sobrevida global (SG) para pacientes com SMD de risco baixo e muito baixo 
segundo classificação do IPSS-R provenientes da coorte GSE58831. Pacientes com baixo MBS (n=15) 
apresentam desfecho clínico favorável quanto a sobrevida global. A curva de sobrevida foi construída pelo 
método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank. (B) Gráfico barra indicando a sobreposição 
entre as classificações do IPSS-R e do proposto MBS. 
Nota: MBS: Molecular-Based Score; 95%CI: Intervalo de confiança de 95%. 
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Figura 7. As entidades do MBS são associadas com diferentes programas transcriptômicos. 

 
Figura 7 - (A-C) Análise de enriquecimento de conjuntos gênicos (GSEA) de módulos compilados do Hallmarks do banco de dados de assinaturas moleculares. Comparações 
específicas são indicadas na figura. Foram identificados como associados conjuntos gênicos com razão de falsa descoberta <0,25, índice de enriquecimento normalizado > 
|1,5| e valor de P < 0,05. (D-F) Gráficos de enriquecimento representativos para análise de GSEA. Comparações específicas estão indicadas. (G–I) Gráficos de vulcão (volcano 
plot) demonstrando a extensão (eixo X) e a significância (eixo Y) dos genes diferencialmente expressos para cada comparação específica. (J) Mapa de calor sumarizando os 
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200 genes mais diferencialmente expressos entre as entidades do MBS. A intensidade das cores representa o índice Z em cada linha. Os valores de expressão para genes 
com múltiplas sondas são representados pela respectiva mediana e o agrupamento utilizou um algoritmo baseado em média K. O mapa de calor foi construído utilizando o 
Morpheus (https ://software.broad institute.org/morpheus). 
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4.3 Expressão diferencial de IGF1R e IGF2R segundo grupos de risco dos 

pacientes com LMA 

Após estratificação de acordo com o risco de recaída para os pacientes 

com LPA e risco integrado para os pacientes com LMA do estudo TCGA, 

observou-se que pacientes com LPA de risco intermediário apresentam menor 

expressão de IGF1R, assim como os pacientes de baixo risco apresentam 

menores níveis de expressão de IGF2R (Figura 8A). Contrariamente, os 

diferentes riscos citogenéticos em pacientes com LMA do estudo TCGA não 

apresentam diferença segundo a expressão de IGF1R e IGF2R (Figura 8B). 

Figura 8: Associação de expressão de IGF1R e IGF2R de acordo com a estratificação 
de risco para pacientes com LMA 

 
Figura 8 - (A) Gráfico de dispersão para expressão de IGF1R, IGF2R e razão de IGF1R/IGF2R 
de acordo com o risco de recaída para pacientes com LPA (B) ou com o risco citogenético 
para os pacientes com LMA. Os subtipos de LMA e valores de P estão indicados; teste de 
Mann-Whitney. 
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 

4.4 Expressão de IGF1R e IGF2R prediz prognóstico em LMA:  

A análise de sobrevida dos pacientes da coorte de LMA do TCGA 

evidenciou que pacientes com alta expressão de IGF1R (P=0.033), bem como 

aqueles com baixa expressão de IGF2R (P=0.009) possuem piores índices de 

sobrevida global quando comparados aos pacientes alocados nos outros grupos. 

Analogamente, pacientes com alta razão IGF1R/IGF2R apresentaram piores 

índices para sobrevida global (P<0.001) e sobrevida livre de doença (P=0.01) 

(Figura 9). A alta razão de expressão IGF1R/IGF2R foi independentemente 

associada a pior sobrevida global em pacientes com LMA utilizando idade, 
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contagem de leucócitos ao diagnóstico e risco integrado como confundidores 

(Tabela 9).  

Figura 9: Desfechos clínicos para pacientes com leucemia mieloide aguda de acordo 
com a expressão de IGF1R e IGF2R 

 
Figura 9 - (A) Análise de sobrevida global e (B) sobrevida livre de doença para pacientes com 
LMA provenientes do estudo The Cancer Genome Atlas (TCGA) e disponibilizados online no 
Cbio portal for cancer genomics. Pacientes com alta expressão de IGF1R, bem como baixa 
expressão de IGF2R possuem prognóstico desfavorável quanto a sobrevida global, mas não 
para sobrevida livre de doença. A razão de expressão IGF1R e IGF2R foi calculada através 
da divisão do número de leituras provenientes do RNA-Seq utilizado para o trabalho original. 
Pacientes com maiores razões de expressão IGF1R/IGF2R possuem piores índices de 
sobrevida global e livre de doença (todos P<0.05). As curvas de sobrevida foram construídas 
pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank. 
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Tabela 9: Análise univariada e multivariada para os pacientes com LMA provenientes do estudo 
do TCGA. 

 Análise univariada 

 Sobrevida livre de doença Sobrevida global 

Fatores 
Hazard 
Ratio1 

(I.C. 95%)  p 
Hazard 
Ratio1 

(I.C. 95%) p 

Idade 1.01 0.99 – 1.02 0.078 1.03 1.02 – 1.05 >0.001 
Estratificação de risco 
citogenética 

1.69 1.22 – 2.32 >0.001 1.99 1.51 – 2.65 >0.001 

 
Alto vs. Intermediário vs. 
Baixo 

      

Leucócitos (X109/L) 1.01 
1.001 – 

1.02 
0.009 1.01 1.001 – 1.1 0.021 

Expressão de IGF1R  1.42 0.91 – 2.19 0.115 1.44 1.01 – 2.09 0.042 
Expressão de IGF2R  0.74 0.48 – 1.14 0.179 0.63 0.43 – 0.92 0.017 
Razão de expressão 
IGF1R/IGF2R 

1.71 1.11 – 2,63 0.017 1.87 1.28 – 2.72 >0.001 

 Análise multivariada 

 Sobrevida livre de doença Sobrevida global 

Idade 1.01 0.99 – 1.02 0.097 1.04 1.02 – 1.05 >0.001 

Estratificação de risco 
citogenética 

1.66 1.18 – 2.33 0.003 1.98 1.44 – 2.69 >0.001 

 
Alto vs. Intermediário vs. 
Baixo 

      

Leucócitos (X109/L) 1.006 
1.001 – 

1.01 
0.012 1.01 

1.002 – 

1.02 
0.003 

Razão de expressão 
IGF1R/IGF2R 

1.36 0.87 – 2.12 0.169 1.49 1.02 – 2.17 0.039 

Abreviações: LMA: Leucemia Mieloide Aguda; TCGA: The Cancer Genome Atlas 
1Hazard ratio > 1 indicam que o primeiro fator possui pior prognóstico. 

 

Para pacientes com LPA da coorte de nossa Instituição, a alta expressão 

de IGF1R prediz pior sobrevida livre de doença (P=0.035), enquanto a baixa 

expressão de IGF2R identifica os pacientes com pior sobrevida global (P=0.027). 

Pacientes com LPA com alta razão IGF1R/IGF2R possuem piores índices de 

sobrevida livre de doença (p=0.04), mas não para sobrevida global (P>0.05) 

(Figura 10). A alta razão de expressão IGF1R/IGF2R foi independentemente 

associada a pior sobrevida livre de doença em pacientes com LPA utilizando 

idade, contagem de leucócitos ao diagnóstico e a estratificação de risco como 

confundidores (Tabela 10).  
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Figura 10: Desfechos clínicos para pacientes com leucemia promielocítica aguda de 
acordo com a expressão de IGF1R e IGF2R 

 

Figura 10 - (A) Análise de sobrevida global e (B) sobrevida livre de doença para pacientes 
com LPA provenientes do protocolo internacional para Leucemia Promielocítica Aguda (IC-
APL). Pacientes baixa expressão de IGF2R possuem prognóstico desfavorável quanto a 
sobrevida global, mas não para sobrevida livre de doença. A razão de expressão IGF1R e 
IGF2R foi calculada através da divisão do valor de quantificação relativa. Pacientes com 
maiores razões de expressão IGF1R/IGF2R possuem piores índices de sobrevida livre de 
doença. As curvas de sobrevida foram construídas pelo método de Kaplan-Meyer e 
comparadas pelo teste de Log-Rank. 
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Tabela 10: Análise univariada e multivariada para os pacientes com LPA 

 Análise univariada 

 Sobrevida livre de doença Sobrevida global 

Fatores 
Hazard 
Ratio1 

(I.C. 95%)  p 
Hazard 
Ratio1 

(I.C. 95%) p 

Idade 0.94 0.88 – 1.01 0.094 1.01 0.97 – 1.04 0.535 
Estratificação de risco  3.43 1.02 – 12.63 0.044 1.54 0.75 – 3.21 0.241 

 
Alto vs. Intermediário vs. 
Baixo 

      

Leucócitos (X109/L) 1.01 1.001 – 1.02 0.036 1.01 1.001 – 1.1 >0.001 
Expressão de IGF1R  3.99 0.89 – 19.06 0.093 1.92 0.72 – 5.21 0.196 
Expressão de IGF2R  0.59 0.14 – 2.39 0.465 0.31 0.11 – 0.96 0.044 
Razão de expressão 
IGF1R/IGF2R 

5.92 0.77 - 10.89  0.094 1.72 0.63 – 4.76 0.291 

 Análise multivariada 

 Sobrevida livre de doença Sobrevida global 

Idade 0.94 0.86 – 1.01 0.136 1.01 0.98 – 1.05 0.362 

Estratificação de risco  1.96 0.45 – 8.47 0.364 0.77 0.28 – 1.76 0.453 

 
Alto vs. Intermediário vs. 
Baixo 

      

Leucócitos (X109/L) 1.001 0.99 – 1.01 0.158 1.001 
1.0001 – 

1.01 
0.008 

Razão de expressão 
IGF1R/IGF2R 

13.9 1.05 - 21.13 0.047 1.16 0.38 – 3.52 0.28 

Abreviação: LPA: Leucemia Promielocítica Aguda. 
1Hazard ratio > 1 indicam que o primeiro fator possui pior prognóstico. 

 

4.5 A inibição farmacológica de IGF1R possui efeitos antineoplásicos em 

células de pacientes com LMA 

Amostras de cinco pacientes com LMA foram utilizadas para verificação 

da atividade antineoplásica ex vivo do inibidor farmacológico de IGF1R/IR. 

Linsitinibe diminuiu a viabilidade e induziu apoptose em uma maneira dose 

dependente (Figura 11).  

  



77 
 

 
 

Figura 11. Linsitinibe possui efeitos antineoplásicos em células primárias de pacientes 
com LMA. 

 

 
Figura 11 - (A) A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células primárias de 
pacientes com LMA tratadas ou não com Linsitinibe por 72 horas usando o método de 
coloração Anexina V/PI. Os gráficos de barra representam a média com desvio padrão dos 
resultados de quatro pacientes. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT em 
células de pacientes com LMA tratadas ou não com Linsitinibe por 72 horas e normalizada por 
células não tratadas correspondentes. Os gráficos de barras representam a média com desvio 
padrão de cinco pacientes. Os valores de P e doses de Linsitinibe. Teste de ANOVA com pós-
teste de Bonferroni  
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 

 

4.6 Investigação das propriedades antineoplásicas in vitro da inibição 

farmacológica de IGF1R em LMA 

Foi utilizado um painel de 9 linhagens de células de neoplasias mieloides 

para identificar aquelas mais sensíveis ao tratamento com Linsitinibe. Os ensaios 

posteriores foram realizados com as linhagens celulares NB4, NB4-R2 e Kasumi-

1. 

4.6.1 Linsitinibe reduz a viabilidade de linhagens celulares de LMA 

A figura 12 representa um painel de linhagens utilizado para seleção de 

linhagens que respondiam ao Linsitinibe, as células NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 

foram as que apresentaram menores concentrações inibitórias de 50% (IC50). 

 

 

 

 

 



78 
 

 
 

Figura 12: A inibição farmacológica de IGF1R diminui a viabilidade celular de linhagens 
celulares de LMA 

 
Figura 12 - A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT em um painel com nove 
linhagens celulares tratadas ou não com linsitinibe por 72 horas e normalizada por células não 
tratadas correspondentes. Os gráficos de barras representam a média com desvio padrão de, 
pelo menos, quatro experimentos independentes. Os valores de P, as linhagens celulares com 
as respectivas concentrações inibitórias 50% (IC50) e doses estão indicadas nos gráficos. 
Teste de ANOVA com pós-teste de Bonferroni e regressão não linear. 
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 

 

4.6.2 Linsitinibe induz apoptose em linhagens celulares de LMA 

Estimulados pelos resultados anteriores da redução da viabilidade, 

motivamo-nos a investigar se o Linsitinibe induziria apoptose nas linhagens NB4, 

NB4-R2 e Kasumi-1. A inibição farmacológica de IGF1R induziu apoptose nas 

três linhagens em maneira dose dependente (Figura 13) após 72 horas de 

exposição. 
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Figura 13: Linsitinibe induz apoptose em linhagens celulares de LMA 
 

 
Figura 13 - A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2 e 
Kasumi-1 tratadas ou não com linsitinibe por 72 horas usando o método de coloração Anexina 
V/PI. Os gráficos de barra representam a média com desvio padrão de ao menos quatro 
experimentos independentes. Os valores de p, linhagens celulares e dose de linsitinibe 
utilizadas estão indicadas. 
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 

4.6.3 Linsitinibe induz autofagia em linhagens celulares de LMA 

Através da observação de que a IC50 calculada induziu apoptose em 

níveis inferiores aos esperados, postulamos que o mecanismo de autofagia 

estaria sendo ativado como mecanismo de limitação da eficiência terapêutica. 

Utilizando citometria de fluxo para quantificar as células em processo de 

autofagia (THOME et al., 2016), observamos que o tratamento aumenta o 

número de células com conteúdo ácido (percentual de células contidas na fração 

FL1-FL3) de maneira dose-dependente (Figura 14 A-B). Sobretudo, observamos 

que o tratamento com linsitinibe induz degradação de p62/SQSTM1 e a 

conversão de LC3I em LC3II, marcadores moleculares do processo autofágico 

(Figura 14 C). Adicionalmente, determinamos que o tratamento combinado com 

linsitinibe e o inibidor da autofagia cloroquina amplifica os efeitos citotóxicos do 

linsitinibe em monoterapia (Figura 14 D-E).  

4.6.4 A inibição farmacológica de IGF1R inibe os efetores das vias 

PI3K/Akt/mTOR e MAPK em linhagens de LMA 

Molecularmente, linsitinibe diminuiu a fosforilação de IGF1R no sítio de 

ativação Y1105 de maneira tempo dependente, e em decorrência disso inibe a 

expressão/ativação de IRS1 e IR2, e os efetores da via IGF1R/IRS, de mTOR, 

AKT1/2/3, P70S6K e 4EBP1, efetores da via PI3K, e de ERK1/2, efetor da via 

MAPK. Os efeitos citotóxicos do tratamento com linsitinibe foram também 

demonstrados pela clivagem de caspase 3 e da fosforilação da Histona H2A.X, 
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um marcador de dano de DNA (Figura 15). A avaliação molecular da ativação 

da autofagia foi confirmada em ensaio tempo-dependente. 

Figura 14: Linsitinibe induz autofagia e tem suas atividades antineoplásicas 
potencializadas pela combinação com a inibição farmacológica da autofagia em 
linhagens celulares de LMA 

 

 
Figura 14 - (A) A autofagia foi determinada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2 e 
Kasumi-1 tratadas ou não com linsitinibe durante 72 horas utilizando o método de coloração 
por laranja de acridina. Gráficos de barras representam a média e desvio padrão de pelo 
menos quatro experimentos independentes de autofagia e quantificam a fração celular contida 
gate. (B) Análise de Western blot para os níveis de p62, LC3I/II e Beclina-1 nos extratos 
celulares totais de células NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 tratadas ou não com linsitinibe; as 
membranas foram incubadas com anticorpo para detecção da proteína tubulina, e reveladas 
com o sistema Supersignal West Dura Extended Substrat system e Gel Doc XR+. (C) A 
apoptose foi determinada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 tratadas 
ou não com linsitinibe (10µM) e/ou cloroquina (20mM) durante 72 horas utilizando o método 
de coloração de anexina V/PI. Gráficos de barra representam a média com desvio padrão de 
ao menos quatro experimentos independentes. Os valores de P, linhagens celulares e as 
doses utilizadas estão indicadas. 
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; CHQ: Cloroquina. 
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Figura 15: O tratamento com linsitinibe modula as vias de sinalização IGF1R/IRS, 
PI3K/Akt/mTOR e MAPK em linhagens celulares de LMA 

 
Figura 15 - Análise por Western blot dos níveis de p-IGF1RY1135, p-IRS1/2Y612, p-mTORS2448, 
p-AKT1/2/3S473, p-P70S6KT421/S424, p-4EBP1T70,p-ERK1/2T183/Y185, p62/SQSTM1, Beclina 1, 
LC3I/II, p-histona H2A.X e caspase 3 (total e clivada) em extratos celulares totais de células 
NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 tratadas ou não com linsitinibe (40µM) de maneira tempo-
dependedente; as membranas foram incubadas com o anticorpo para detecção da respectiva 
proteína total ou α-tubulina e reveladas com o sistema SuperSignal West Dura Extended 
Duration Substrate System e Gel Doc XR+. 
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4.7 7Investigação de mecanismos moleculares relacionados a expressão 

diferencial dos componentes da via IGF1R-IRS 

A análise de enriquecimento de conjuntos é um método computacional 

que permite a avaliação de diferenças concordantes de conjuntos gênicos 

(previamente construídos) com dois estados biológicos. No presente projeto, a 

avaliação levou em consideração como parâmetros de análise a alta ou baixa 

expressão, segundo a estratificação pela curva ROC, para os genes IGF1R, 

IGF2R em pacientes com LMA do estudo do TCGA.  

O método exploratório do GSEA permitiu a descoberta de assinaturas 

moleculares associadas com a expressão diferencial de IGF1R e IGF2R (Figura 

16). A principal função predita para IGF2R, como regulador da via de sinalização 

mediada pelas citocinas IGF1 e IGF2, é ainda especulativa e limitada a alguns 

modelos (BERGMAN et al., 2013; IAMS; LOVLY, 2015). Através do GSEA 

reconhecemos que os conjuntos gênicos negativamente enriquecidos com a 

expressão de IGF1R são semelhantes com aqueles positivamente enriquecidos 

com a expressão de IGF2R (Figura 16A). Isso corrobora com a ideia de IGF1R 

e IGF2R desempenharem funções celulares antagônicas, uma vez que suas 

expressões estão associadas a conjuntos gênicos igualmente antagônicos. Não 

obtivemos número significativo (n=3) de conjuntos gênicos positivamente 

enriquecidos com a expressão de IGF1R. Os elementos B, D e F da Figura 16 

sumarizam os processos celulares ranqueados segundo suas frequências para 

cada gene. Exemplos de gráficos de enriquecimento são demonstrados para 

cada gene nos elementos C, E e G da Figura 16. 
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Figura 16: Análise de enriquecimento gênico adiciona novas perspectivas no 
conhecimento de processos biológicos regulados por IGF1R e IGF2R em LMA 

 

Figura 16 - (A) Diagrama de Venn com o número de assinaturas gênicas negativamente 
enriquecidas com a expressão de IGF1R (verde) e de assinaturas gênicas positivamente 
enriquecidas com a expressão de IGF2R (vermelho) com a respectiva sobreposição entre 
esses processos ao centro. (B, D e F) Gráficos de pizza que sumarizam os processos celulares 
associados com a expressão de IGF1R ou IGF2R. Reactome signaling com FDR q-value<0.25 
foram incluídos; a proporção para cada categoria está ilustrada em cores diferentes. (C, E e 
G) Gráficos de enriquecimento representativos para os resultados de negativamente 
enriquecidos com IGF1R, positivamente enriquecidos com IGF2R e negativamente 
enriquecidos com IGF2R. Os valores de NES, FDR-q-value e P estão indicados. 
Nota: NES: índice de enriquecimento normalizado; FDR: taxa de falsa descoberta.  
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4.8 Impacto prognóstico de IRS1 e IRS2 em pacientes com leucemia 

mieloide aguda 

A análise de sobrevida dos pacientes da coorte do TCGA evidenciou que 

pacientes com alta expressão de IRS1, dicotomizados segundo a curva ROC, 

possuem melhores índices de sobrevida global (P=0,009) e sobrevida livre de 

doença (p<0,001) (Figura 17 A e B). A baixa expressão de IRS1 foi 

independentemente associada a pior sobrevida livre de doença em pacientes 

com LMA utilizando idade, contagem de leucócitos ao diagnóstico e risco 

integrado como confundidores (Tabela 11). A expressão de IRS2 não foi capaz 

de predizer risco para sobrevida global (P=0,258) e sobrevida livre de doença 

(P=0,085) (Figura 17 C e D).  

Figura 17: Desfechos clínicos para pacientes com leucemia mieloide aguda de acordo 
com a expressão de IRS1 

  

Figura 17 - (A e C) Análise de sobrevida global e (B e D) sobrevida livre de doença para 
pacientes com LMA provenientes do estudo The Cancer Genome Atlas (TCGA) e 
disponibilizados online no Cbio portal for cancer genomics. Pacientes com baixa expressão de 
IRS1apresentam prognóstico desfavorável quanto a sobrevida global e livre de doença (todos 
P<0.05). A expressão de IRS2 não prediz prognóstico quanto a sobrevida global e livre de 
doença (todos P>0.05). As curvas de sobrevida foram construídas pelo método de Kaplan-
Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank. 
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Tabela 11: Análises univariadas e multivariadas para sobrevida global e sobrevida livre doença para 
pacientes com LMA do estudo TCGA. 

 Análise univariada 

 Sobrevida livre de doença Sobrevida Global 

Fatores 
Hazard 
Ratio1 

(95% I.C.)  p 
Hazard 
Ratio1 

(95% I.C.) p 

Idade 1.01 0.99 – 1.02 0.078 1.03 1.02 – 1.05 <0.001 
Risco citogenético       

 
Alto vs Intermediário vs 
Baixo 

1.69 1.22 – 2.32 <0.001 1.99 1.51 – 2.65 <0.001 

Leucócitos (X109/L) 1.01 1.001 – 1.02 0.009 1.01 1.001 – 1.1 0.021 
Expressão IRS1        
 Variável contínua 0.99 0.98 – 1.003 0.627 0.99 0.99 – 1.001 0.408 
 Variável categórica 0.51 0.32 – 0.79 0.003 0.61 0.42 – 0.89 0.012 

 Análise multivariada 

 Sobrevida livre de doença Sobrevida Global 

 
Hazard 
Ratio1 

(95% I.C.)  p 
Hazard 
Ratio1 

(95% I.C.) p 

Idade 1.01 0.99 – 1.02 0.072 1.04 1.02 – 1.05 <0.001 
Risco citogenético       

 
Alto vs Intermediário vs 
Baixo 

1.72 1.19 – 2.49 0.003 1.88 1.36 – 2.61 <0.001 

Leucócitos (X109/L) 1.006 1.001 – 1.01 0.012 1.01 1.002 – 1.02 0.003 
Expressão IRS1        
 Variável categórica 0.58 0.34 – 0.94 0.028 0.69 0.46 – 1.05 0.089 

Abbreviations: IC: Intervalo de confiança. 1Hazard ratios >1 indica que o primeiro fator tem pior 
prognóstico. 

Separando os pacientes com LMA disponibilizados pela plataforma 

Amazonia! de acordo com alterações moleculares recorrentes, observamos que 

a expressão de IRS2 é maior em pacientes com LPA t(15;17) (P<0,001) e 

associados a Inv(16) ou t(16;16). A expressão de IRS1 não foi diferente entre as 

alterações citogenéticas recorrentes de LMA (Figura 18). 
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Figura 18: Associação de expressão de IRS1 e IRS2 de acordo com alterações 
citogenéticas recorrentes em LMA 

  

Figura 18 - (A) Gráfico de dispersão de acordo com a expressão de IRS1, (B) IRS2 para 
pacientes com LMA caracterizados através de alterações citogenéticas recorrentes. Os 
subtipos de LMA e valores de p estão indicados; teste de Kruskall-Wallis.  
Nota:  *P<0,05; ***P<0,001. 

4.9 Investigação da oportunidade terapêutica da inibição farmacológica de 

IGF1R-IRS1/2 em modelos pré-clinicos de LMA 

Amostras de pacientes com LMA foram utilizadas para avaliação da 

eficiência terapêutica do inibidor farmacológico de IGF1R-IRS1/2 NT157 ex vivo. 

Para tanto, células mononucleares da medula óssea foram utilizadas para 

determinação da viabilidade (ensaio de MTT) e apoptose (através de coloração 

com Anexina V/PI). Também foram utilizadas as linhagens celulares de LMA 

NB4, NB4-R2, Kasumi-1 e THP-1 para investigação dos efeitos funcionais.  

4.9.1 A inibição farmacológica de IGF1R-IRS1/2 possui efeitos 

antineoplásicos em células de pacientes com LMA 

Amostras de cinco pacientes com LMA foram utilizadas para verificação 

da atividade antineoplásica ex vivo do inibidor farmacológico de IGF1R-IRS1/2. 



87 
 

 
 

NT157 diminuiu a viabilidade e induziu apoptose de uma maneira dose 

dependente (Figura 19). 

Figura 19: NT157 possui efeitos antineoplásicos em células primárias de pacientes com 
LMA 

 
Figura 19 - A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células primárias de pacientes 
com LMA tratadas ou não com NT157 por 72 horas usando o método de coloração com 
Anexina V/PI. Os gráficos de barra representam a média com desvio padrão dos resultados 
de quatro pacientes. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT em células de 
pacientes com LMA tratadas ou não com NT157 por 72 horas e normalizada por células não 
tratadas correspondentes. Os gráficos de barras representam a média com desvio padrão de 
cinco pacientes. Teste de ANOVA com pós-teste de Bonferroni  
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 

 

4.9.2 NT157 reduz a viabilidade de linhagens celulares de LMA 

NT157 reduziu a viabilidade celular das linhagens celulares NB4, NB4-R2, 

Kasumi-1 e THP-1 de maneira dose e tempo-dependente (Figura 20).  
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Figura 20: A inibição farmacológica de IGF1R diminui a viabilidade celular de linhagens 
celulares de LMA 

 
Figura 20 - A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT nas linhagens celulares 
NB4, NB4-R2, Kasumi-1 e THP-1 tratadas ou não com NT157 por 24, 48 e 72 horas e 
normalizadas pelas células não tratadas correspondentes. Os gráficos de barras representam 
a média com desvio padrão de quatro experimentos independentes. Os valores de P, as 
linhagens celulares e doses estão indicadas nos gráficos. Teste de ANOVA com pós-teste de 
Bonferroni. 
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 

 

4.9.3 NT157 induz apoptose em linhagens celulares de LMA 

Estimulados pelos resultados anteriores da viabilidade celular, motivamo-

nos a investigar se o NT157 induziria apoptose nas linhagens NB4, NB4-R2, 

Kasumi-1 e THP-1. A inibição farmacológica de IGF1R induziu apoptose nas 

quatro linhagens em maneira dose dependente (Figura 21). 
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Figura 21: NT157 induz apoptose em linhagens celulares de LMA 

 
Figura 21 - A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2, Kasumi-
1 e THP-1 tratadas ou não com NT157 por 24 horas usando o método de coloração Anexina 
V/PI. Os gráficos de barra representam a média com desvio padrão de ao menos quatro 
experimentos independentes. Os valores de P, linhagens celulares e dose de NT157 utilizadas 
estão indicadas. 
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 

4.9.4 NT157 afeta a função mitocondrial em linhagens celulares de LMA 

O tratamento com NT157 induziu a produção de ERO total e mitocondrial, 

aumentou a massa mitocondrial e induziu a despolarização do potencial de 

membrana mitocondrial (Figura 22). Coletivamente, esses dados sugerem que 

há envolvimento mitocondrial nos mecanismos de ação do NT157, 

possivelmente através da indução de apoptose pela via intrínseca mitocondrial.  
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Figura 22: NT157 afeta a função mitocondrial em linhagens celulares de LMA. 

 
Figura 22 - (A) a produção de ERO total, (B) massa mitocondrial, (C) potencial de polarização 
mitocondrial e (D) produção de ERO mitocondrial foi determinada por citometria de fluxo em 
células NB4, NB4-R2, Kasumi-1 e THP-1 tratadas ou não com NT157 durante 24 horas 
utilizando os regentes: DCFDA, Mitotracker, JC-1 e Mitosox, respectivamente. Gráficos de 
barras representam a média e desvio padrão de quatro experimentos independentes para 
cada uma das reações.  
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; MFI: Intensidade Média de Fluorescência. As linhagens 
celulares e doses estão indicadas. 

4.9.5 A inibição farmacológica de IGF1R-IRS1/2 inibe as vias 

PI3K/Akt/mTOR e MAPK em linhagens de LMA 

NT157 diminuiu a fosforilação de IGF1R no sítio de ativação Y1105 de 

maneira tempo dependente, e em decorrência disso inibiu a expressão/ativação 

de IRS1 e IR2, efetores da via IGF1R/IRS, de mTOR, AKT, P70S6K e 4EBP1, 

efetores da via PI3K, e de ERK1/2, efetor da via MAPK. Os efeitos citotóxicos do 

tratamento com NT157 foram também demonstrados pela clivagem de caspase 

3 e da fosforilação da Histona H2A.X mais pronunciados nas linhagens NB4, 

NB4-R2 e Kasumi-1. Baseado na indução de p-H2A.X, investigamos a ativação 

do mecanismo de resposta a dano celular AP-1, composto pelos fatores de 
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transcrição c-fos e c-jun, através dos efetores p-JNK e da MAP quinase de 

estresse celular p-P38. NT157 rapidamente (a partir de1 hora) induziu a ativação 

de P38 e JNK (a partir de 6 horas) (Figura 23). 

Figura 23: O tratamento com NT157 modula as vias de sinalização IGF1R/IRS, PI3K/AKT/mTOR e 
MAPK em linhagens celulares de LMA. 

 
Figura 23 - Análise por Western blot dos níveis de p-IGF1RY1135, p-IRS1/2Y612, p-mTORS2448, p-
AKT1/2/3S473, p-P70S6KT421/S424, p-4EBP1T70,p-ERK1/2T183/Y185, p62/SQSTM1, Beclina 1, LC3I/II, p-
histona H2A.X e caspase 3 (total e clivada) em extratos celulares totais de células NB4, NB4-R2 e 
Kasumi-1 tratadas ou não com linsitinibe (40µM) de maneira tempo-dependedente; as membranas 
foram incubadas com o anticorpo para detecção da respectiva proteína total ou actin e reveladas com o 
sistema SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate System e Gel Doc XR+. 
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4.10 Investigação da participação da via de sinalização IGF1R-IRS1/2 na 

LMA associada a mutações em FLT3 

Refinando nossas avaliações entre os grupos molecularmente 

homogêneos de LMA, iniciamos a investigação da expressão gênica de 

componentes relacionados a via de sinalização de IGF1R-IRS1/2 nos pacientes 

incluídos no estudo do TCGA para LMA. Essa avaliação foi inspirada pelo 

mecanismo fisiopatológico das mutações em FLT3, um receptor com capacidade 

tisorinoquinase intrínseca, que, hipoteticamente, pode se beneficiar da 

participação coadjuvante de outras proteínas envolvidas em processos de 

proliferação celular. Os genes INSR, IGF1R, IGF1, IGF2, IRS1 e IRS2 foram 

expressos em níveis inferiores em pacientes com mutação em FLT3 (Figura 24). 

Os genes de interesse foram também testados para capacidade de predição 

prognóstica entre os pacientes com mutações em FLT3. Alta expressão de 

IGF1R foi preditor de pior sobrevida livre de doença (P=0,032), enquanto os 

pacientes com baixa expressão de IRS1 tiveram tendência de piores sobrevida 

global e sobrevida livre de doença (P=0,120; P=0,057, respectivamente) (Figura 

25). 

Figura 24: Associação de expressão de componentes da via de sinalização IGF1R-
IRS1/2 de acordo com o status mutacional de FLT3. 

  
Figura 24 - Gráficos de dispersão de acordo com a expressão de (A) INSR, (B) IGF1R, (C) 
IGF2R, (D) IGF1, (E) IGF2, (F) IRS1 e (G) IRS2 para pacientes com LMA dicotomizados de 
acordo com mutação em FLT3. Valores de P estão indicados; teste de Mann-Withney. 
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Figura 25: Desfechos clínicos para pacientes com LMA FLT3 mutado de acordo com a 
expressão de IGF1R e IRS1 

 
Figura 25 - (A e C) Análise de sobrevida global e (B e D) sobrevida livre de doença para 
pacientes com LMA provenientes do estudo TCGA e disponibilizados online no Cbio portal for 
cancer genomics. Pacientes com alta expressão de IGF1R (painéis superiores) e baixa 
expressão de IRS1 (painéis inferiores) apresentam prognóstico desfavorável quanto a 
sobrevida livre de doença. As curvas de sobrevida foram construídas pelo método de Kaplan-
Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank. Valores de P estão discriminados na figura. 

4.11 Investigação pré-clínica da inibição farmacológica da via de 

sinalização IGF1R-IRS1/2 em modelos celulares de LMA associadas a 

mutação em FLT3 

A investigação da participação funcional da via IGF1R-IRS1/2 como 

modificador clínico da LMA associada a mutação em FLT3, bem como sua 

inibição como estratégia terapêutica foi também tema de nosso interesse. 

Demonstramos previamente que os componentes da via IGF1R-IRS1/2 tem 

expressão reduzida e que a expressão aumentada de IGF1R e diminuída de 

IRS1 prediz prognóstico desfavorável quanto a sobrevida livre de doença em 

LMA FLT3MUT. Apresentaremos os ensaios funcionais e vias de sinalização 

moduladas pela inibição de IGF1R-IRS1/2 nas linhagens celulares Molm13 e 

MV4;11. 
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4.11.1 A inibição farmacológica de IGF1R-IRS1/2 desempenha efeito 

antineoplásico em linhagens celulares de LMA FLT3MUT 

Utilizamos os inibidores linsitinibe, inibidor tirosinoquinase de IGF1R/IR, e 

NT157, inibidor alostérico de IGF1R-IRS1/2. A Figura 26A reflete a curva dose 

resposta para os inibidores nas linhagens Molm13 e MV4;11. Ambos os 

inibidores foram citotóxicos de maneira dose- e tempo dependente. As 

concentrações inibitórias de 50% estão ilustradas. A seguir, exploramos se a 

exposição por 24 horas a linsitinibe e NT157 seriam capazes de induzir apoptose 

em monoterapia ou em associação com os inibidores de FLT3 midostaurin ou 

quizartinibe (Figura 26B). NT157 foi notavelmente mais eficiente em induzir 

apoptose que linsitinibe e que os inibidores de FLT3 em ambas as linhagens 

(P<0.05). Linsitinibe 10µM e NT157 1µM apresentaram efeito aditivo a inibição 

farmacológica combinada com quizartinibe (P<0,05). 
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Figura 26. A inibição farmacológica de IGF1R-IRS1/2 tem efeitos citotóxicos em linhagens celulares de LMA com FLT3 mutado. 

  

Figura 26 - (A) A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT nas linhagens Molm13 e MV4;11 tratadas ou não com linsitinbe ou NT157 por 24, 
48 e 72 horas e normalizadas pelas células não tratadas correspondentes. As curvas de dose-resposta representam a média com desvio padrão de quatro 
experimentos independentes. O IC50 foi determinado por regressão linear. (B) A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células Molm13 e MV4;11 
tratadas ou não com linsitinbe, NT157, midostaurin e/ou quizartinibe por 24 horas utilizando o método de Anexina V/PI. Os gráficos de barra representam a 
média com desvio padrão de quatro experimentos independentes. Os valores de P estão indicados.  
Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 
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4.11.2 A inibição farmacológica de FLT3 inibem vias de crescimento celular 

Os inibidores farmacológicos de FLT3 midostaurin e quizartinib reduziram 

a fosforilação de FLT3 no sítio de ativação Y591 de maneira dose dependente, 

bem como reduziram a ativação da via Akt/mTOR e STAT5 (Figura 27). Ambos 

os inibidores aboliram a fosforilação de IGF1R em Y1135 e a expressão de IRS1 

nas linhagens Molm13 e MV4;11, assim como diminuíram a expressão de BCL-

xL. Similarmente ao observado com o linsitinibe, os inibidores de FLT3 induziram 

autofagia, conforme demonstrado pelo acúmulo de Beclin-1 e degradação de 

p62 (Figura 27). 

4.11.3 IGF1R-IRS1/2 interferem em vias de sinalização de crescimento 

celular 

Os inibidores de IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157 foram capazes de inibir 

a fosforilação de IGF1R em seu sítio de ativação Y1135, bem como reprimiram 

IRS1/2 de maneira tempo dependente (Figura 28). Ambos os inibidores foram 

capazes de reprimir a ativação de STAT5, principal efetor de FLT3 mutado, mas 

apenas o NT157 reduziu a ativação e expressão de FLT3. Enquanto o linsitinibe 

induziu autofagia, conforme demonstrado pela ativação de mTORC2, 

demonstrado pelo aumento da fosforilação de Rictor, ativação de ULK1, 

aumento da expressão de Beclin1 e degradação de P62, NT157 demonstrou sua 

superioridade citotóxica através da indução do complexo AP-1 (p-SAPK/JNK) e 

de MAPK de estresse celular (P38), bem como clivagem de Caspase 3 

proeminentemente maior que linsitinibe. Com a finalidade de comparar 

diretamente os mecanismos envolvidos nos processos moleculares regulados 

por linsitinibe e NT157 nas linhagens celulares com mutação em FLT3, 

realizamos um estudo de proteômica global livre de marcação em colaboração 

com os professores Vítor Marcel Faça da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto e Marcus Bustamante Smolka da Cornell University. Os dados estão sendo 

minerados no momento da conclusão da tese e serão incorporados ao artigo 

científico. 
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Figura 27. A inibição farmacológica de FLT3 modula as vias IGF1R/IRS, PI3K/Akt/mTOR 
em linhagens celulares de LMA com FLT3 mutado. 

 

Figura 27 - Análise por Western blotting dos níveis de p-FLT3Y591, p-STAT5Y594, p-IGF1RY1135, 
, p-mTORS2448, p-AKT1/2/3S473, p-ERK1/2T183/Y185, IRS1, p62/SQSTM1, Beclin-1, LC3I/II, BCL2, 
BCL-xL e caspase 3 (total e clivada) em extratos celulares totais de células Molm13 e MV4;11 
tratadas ou não com Midostaurin ou Quizartinibe (24h) de maneira dose-dependedente; as 
membranas foram incubadas com o anticorpo para detecção da respectiva proteína total ou 
GAPDH ou ACTIN e reveladas com o sistema SuperSignal West Dura Extended Duration 
Substrate System e Gel Doc XR+. 
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Figura 28. O tratamento com inibidores de IGF1R-IRS1/2 tem efeitos em diversos 
processos celulares em linhagens de LMA com FLT3 mutado. 

 

Figura 28 - Análise por Western blot dos níveis de p-IGF1RY1135, p-IRS1/2S1101/1149, p-IRS1Y895, 
p-IRS2S731, p-FLT3Y591, p-STAT5Y694, p-mTORS2448, p-AKT1/2/3S473, p-RaptorS792, p-
RictorT1135,p-ERK1/2T183/Y185, p-P38T180/Y182, p-SAPK/JNK T183/Y185, p-ULK1S757, ATG13, 
p62/SQSTM1, Beclin-1, LC3I/II, BCL-xL, BCL2, PARP e caspase 3 (total e clivada) em extratos 
celulares totais de células Molm13 e MV4;11 tratadas ou não com linsitinbe (20µM) ou NT157 
(1 µM) de maneira tempo-dependedente; as membranas foram incubadas com o anticorpo 
para detecção da respectiva proteína total ou GAPDH ou Tubulina e reveladas com o sistema 
Super Signal West Dura Extended Duration Substrate System e Gel Doc XR+. 
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5. DISCUSSÃO 

A compreensão sobre a fisiopatologia das neoplasias mieloides tem sido 

objeto de grande interesse acadêmico e médico, especialmente em virtude das 

necessidades clínicas não atendias. O tratamento de pacientes com leucemia 

mieloide aguda é frustrante, com escassas opções terapêuticas e resultados 

clínicos insatisfatórios; a história natural das síndromes mielodisplásicas não foi 

alterada a despeito do conhecimento da fisiopatologia molecular das entidades e 

aprimorar a estratificação de risco permanece relevante para proposição de 

terapias ajustadas ao risco, enquanto as neoplasias mieloproliferativas ainda se 

constituem em uma condição clínica limitante em razão da carga de sintomas 

constitucionais. É necessário, portanto, ampliar as iniciativas de investigação que 

objetivem elucidar mecanismos não explícitos a fim de lançar luz à novas 

oportunidades terapêuticas e ferramentas clinicamente úteis. No desenvolvimento 

do presente projeto, utilizamos a estratégia de reposicionamento de drogas e 

investigamos os efeitos da metformina em modelo murino de NMP JAK2V617F; 

através de análise transcriptômica, propusemos um índice prognóstico para 

pacientes com SMD; e investigamos a oportunidade terapêutica de inibidores da 

via de IGF1R-IRS1/2 em modelos pré-clínicos de LMA. 

O reposicionamento de drogas tem o objetivo de identificar novos usos para 

drogas aprovadas ou experimentais fora do escopo da indicação médica original. 

Como vantagens, o reposicionamento possui risco de falha menor e encurta o 

tempo de implementação, uma vez que geralmente já foi testado em modelos pré-

clínicos e possui dados de estudos clínicos de fase 1 e 2, resultando em menos 

investimentos (ASHBURN; THOR, 2004; PUSHPAKOM et al., 2018).  

A metformina é considerada um composto promissor para aplicações 

outras além de como hipoglicemiante (CORSELLO et al., 2020; YU et al., 2019). 

Nosso grupo de pesquisa determinou que a metformina foi citotóxica e 

comprometeu a respiração mitocondrial em modelos celulares com mutação em 

JAK2V617F (MACHADO-NETO et al., 2018). Molecularmente, a metformina afetou 

vias de sinalização relacionadas a progressão do ciclo celular e proliferação, 

entretanto, a dependência da ativação de AMPK é controversa (KAWASHIMA; 

KIRITO, 2016). Em modelos murinos, metformina reduziu a proliferação tumoral 

induzido por Ba/F3 JAK2V617F e reduziu a esplenomegalia em modelo de PV. Dois 

estudos clínicos brasileiros estão investigando os benefícios da metformina em 
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monoterapia para pacientes com mielofibrose quanto a capacidade de redução da 

esplenomegalia (MetforMF; Rebec: #RBR-5g38dt) ou como agente antifibrótico 

(FibroMet; #RBR-52ty66). Resultado de análise de ínterim do estudo FibroMet 

sugerem que o tratamento com metformina reduziu o grau de fibrose da medula 

óssea dos pacientes (CAMPOS et al., 2019). A função da metformina como agente 

modulador de fibrose foi determinada em outros tecidos, tais como pulmão, fígado, 

rim e coração (CAVAGLIERI et al., 2015; RANGARAJAN et al., 2018; 

SHANKARAIAH et al., 2019; XIAO et al., 2010). O modelo murino utilizado no 

presente trabalho não permite a avaliação do desenvolvimento de fibrose da 

medula óssea (MULLALLY et al., 2010). 

A redução da esplenomegalia foi validada em nosso segundo conjunto de 

experimentos totalmente refeitos. A esplenomegalia representa uma importante 

condição clínica para os pacientes com NMP (HARRISON, 2010; SPIVAK, 2017; 

TEFFERI, 2018) e está associada ao desenvolvimento de outros sintomas como a 

sensação de plenitude gástrica e consequente perda de peso (GEYER et al., 2014). 

O desenvolvimento de esplenomegalia nas NMP está diretamente relacionado a 

hematopoiese extramedular causada pelo tráfico de células hematopoiéticas 

clonais em razão do microambiente alterado da medula óssea (SONG; PARK; 

UHM, 2018). Diversos dados identificam a participação de diversas citocinas com 

o desenvolvimento de esplenomegalia. A expressão do fator de células tronco em 

células endoteliais e estromais positivas para Tcf21 da polpa vermelha do baço 

induziu esplenomegalia em modelo murino (INRA et al., 2015). Analogamente, a 

presença do fator de necrose tumoral α aumenta a expansão de células 

JAK2V617F e do tamanho do baço (FLEISCHMAN et al., 2011). Sobretudo, as 

citocinas fibrogênicas, tais como fator de crescimento derivado de plaquetas, fator 

de crescimento transformante β e fator de crescimento de fibroblasto, são 

envolvidas no desenvolvimento tanto da mielofibrose quanto da hematopoiese 

extramedular (LATAILLADE et al., 2008; LE BOUSSE-KERDILÈS; MARTYRÉ, 

1999). Em nosso modelo, foi possível determinar que os animais tratados com 

metformina apresentaram menor frequência de precursores eritroides precoces 

(mais imaturos), e, proporcionalmente, maior frequência dos elementos finais da 

diferenciação. Os efeitos da metformina na modulação de citocinas envolvidas no 

processo de hematopoiese extramedular será objetivo de estudos futuros de nosso 

grupo de pesquisa. 
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O principal objetivo do novo conjunto de experimentos foi determinar os 

efeitos do tratamento com metformina no conjunto de células tronco e progenitoras 

hematopoiéticas, responsáveis pela manutenção do fenótipo e que servem como 

reservatório para evolução clonal. Os animais tratados com metformina 

apresentaram frequência diminuída do conjunto de CTPH em virtude da redução 

de progenitores multipotentes. Esse dado pode justificar a redução da capacidade 

de formação de colônia ex vivo. Em contraste, Zhang e colaboradores 

demonstraram em modelo murino de falência de medula óssea nocaute para Fanc2 

que o tratamento com metformina aumentou a frequência de CTPH e melhorou os 

parâmetros hematológicos (ZHANG et al., 2016). Em nosso modelo, o tratamento 

com metformina reduziu a contagem de plaquetas sem afetar outros parâmetros 

hematológicos.  

Os dados de PCR-Array identificaram 30 genes com expressão diminuída 

e 47 genes com expressão aumentada em células Kit positivas de animais tratados 

com metformina. Consistente com nosso dado prévio, a metformina reduziu a 

expressão de Ccnd1 e E2f3 e aumentou a expressão de Cdkn1a, reforçando seu 

efeito na progressão do ciclo celular (MACHADO-NETO et al., 2018). O tratamento 

com metformina aumentou a expressão de importantes componentes 

antiapoptóticos e da família Bcl2, tais como Xiap, Bcl2l11, Bcl2l2 e Bcl2l10, 

enquanto induziu a expressão dos componentes pró-apoptóticos Fas e Faslg. 

Coletivamente, os dados sugerem que o tratamento com metformina pode limitar a 

capacidade de autor-renovação e diferenciação de células Kit no modelo estudado. 

A implicação de elementos reguladores da progressão do ciclo celular foi 

identificada previamente como potencial vulnerabilidade nas NMP. A deleção de 

Cdk6 atenuou o fenótipo de NMP induzida por Jak2V617F através da diminuição 

da produção de NF-κβ (URAS et al., 2019) e a deleção de Hdac11, mas não de 

Hdac6, afetou a progressão do ciclo celular de progenitores hematopoiéticos em 

modelos murinos de NMP (YUE et al., 2020). Recentemente, foi demonstrado que 

a metformina é particularmente eficaz em modelos de câncer colorretal associados 

a mutação em KRAS em um mecanismo dependente da repressão da expressão 

da bomba de drogas MATE1 (XIE et al., 2020). Em virtude das similaridades 

moleculares compartilhadas pelas mutações em JAK2 e Ras, é concebível que 

mecanismos análogos sejam induzidos pelas mutações fenotípicas de NMP, 

adicionando um efeito potencializado para as células clonais. 
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Como produto do desenvolvimento do presente trabalho, desenvolvemos 

um índice prognóstico para pacientes com SMD baseado na expressão de 5 genes 

relacionados a energética celular (COELHO-SILVA et al., 2021). Apesar da ampla 

utilidade clínica do IPSS-R para estratificação de risco em SMD (GREENBERG et 

al., 2012), refinar sua capacidade prognóstica com informações clínicas adicionais, 

imunofenotipagem ou mutações tem sido de grande interesse (ALHAN et al., 2016; 

BEJAR et al., 2011; BRAVO et al., 2014; TEFFERI et al., 2017b). O MBS 

discriminou pacientes em três grupos com desfechos distintos e refinou a 

estratificação para os pacientes de risco muito baixo e baixo do IPSS-R. Há outros 

2 índices de risco prognóstico baseado em expressão gênica para pacientes com 

SMD, entretanto, como ambos os estudos utilizaram células totais da medula 

óssea, a tradução para conhecimento da fisiopatologia da SMD é limitada (THOL 

et al., 2012; YAO et al., 2017). Em nosso índice prognóstico, a desregulação de 

expressão de ao menos 2 genes é suficiente para identificar os pacientes com risco 

desfavorável independentemente de idade, sexo e categoria IPSS-R. É digno de 

nota que, apesar da dificuldade em implementar metodologias baseadas em 

expressão gênica no contexto clínico, algumas iniciativas obtiveram sucesso em 

estabelecer protocolos de testes moleculares validados para estratificação de risco 

em outras neoplasias mieloides (NG et al., 2016; NOMDEDÉU et al., 2017).  

O alto grau de complexidade molecular da SMD representa um desafio para 

definir apropriadamente a contribuição de cada alteração molecular na 

fisiopatologia de cada entidade. A capacidade preditiva do MBS em todo espectro 

de entidades e categorias de risco indica que as alterações moleculares fundadoras 

da SMD resultam em reprogramação metabólica e são eficientemente identificados 

pelas categorias do MBS. Em concordância, as entidades do MBS apresentam 

diferentes programas transcricionais associados a aumento da capacidade de 

respiração mitocondrial, síntese de proteínas e a progenitores hematopoiéticos 

mais maduros nos pacientes com risco favorável e intermediário em comparação 

aos pacientes com risco adverso. Assinatura transcricional associada a 

indiferenciação de CTPH foi determinada como importante preditor de curso clínico 

desfavorável em LMA (NG et al., 2016). De maneira consistente, já foi demonstrado 

que progenitores hematopoiéticos mais maduros possuem aumento do consumo 

basal de oxigênio, produção de ATP e capacidade respiratória mitocondrial em 

comparação a células mais imaturas (DE ALMEIDA et al., 2017). É concebível 
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propor, portanto, que pacientes com risco aumentado segundo o MBS possuem 

células CD34+ mais indiferenciadas, redução da capacidade de respiração 

mitocondrial e atraso na progressão do ciclo celular, resultando em retardo na 

hematopoiese, citopenias mais graves e acúmulo de blastos na medula óssea. 

O compartimento de células CD34+CD123+ foi demonstrado como sendo 

responsável pela manutenção e expansão clonal e se constitui em um conjunto 

primitivo de células tronco. A contraparte CD34+CD123- possui características 

metabólicas distintas, com diminuição da maquinaria de síntese proteica e da 

capacidade de fosforilação oxidativa (STEVENS et al., 2018). Nossos dados 

indicam que os pacientes com risco menor segundo o MBS possuem ativação 

desses processos moleculares. Entretanto, como todos os pacientes incluídos no 

estudo de Stevens e colaboradores foram de alto risco, elaboramos a hipótese que 

a reprogramação metabólica em células CD123+ ocorre diferente entre pacientes 

com baixo ou alto risco. Adicionalmente, a expressão ectópica de mutantes de 

SF3B1 em células de mama foi associada com diminuição da capacidade de 

respiração mitocondrial (BRIAN DALTON et al., 2019). SMD com mutação em 

SF3B1 é atualmente proposta como sendo um subtipo específico e os pacientes 

possuem prognóstico favorável (MALCOVATI et al., 2020). Os pacientes com risco 

favorável pelo MBS foram associados com presença de mutações em SF3B1 e 

possuem assinatura molecular associada a fosforilação oxidativa. Entretanto, os 

efeitos da mutação em SF3B1 podem ser dependentes do contexto celular e as 

consequências metabólicas das mutações em SF3B1 permanecem como de 

grande importância.  

A validação de um novo modelo prognóstico deve ser, sempre que 

possível, realizado em um conjunto de dados diferente. Entretanto, a validação 

externa não é possível em algumas situações. A coorte utilizada para o 

desenvolvimento deste objetivo do projeto possui algumas particularidades, entre 

as quais destacam-se: dados transcriptômicos de microarranjo de células CD34+ e 

disponibilidade de dados clínicos, demográficos e moleculares adicionais para as 

análises de desfecho (GERSTUNG et al., 2015). Realizamos o método de validação 

interna por reamostragem com Bootstrap para avaliar ambas a acurácia da 

capacidade preditiva e de sobreajuste dos dados. Os dados indicam dados de 

desfechos vitualmente idênticos entre a coorte original e da reamostragem. Este 

método tem sido utilizado em diversos contextos em que não é possível validar os 
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dados externamente (MARCUS; FIELD, 2017; MULLER; JOHANSSON; 

BRENNAN, 2017; SUTHANTHIRAN et al., 2013).  

Nosso grupo de pesquisa foi pioneiro na investigação da participação da 

via de sinalização de IGF1R-IRS1/2 no contexto das neoplasias hematológicas 

(TRAINA et al., 2003). Mais recentemente, investigamos a participação funcional 

dos componentes da via nos processos fisiológico de hematopoiese ou patológico 

em SMD e NMP, assim como a participação não canônica de IRS1 na regulação 

das expressão gênica de oncogenes em leucemia linfoide aguda (LLA) (CAMPOS 

et al., 2016; FERNANDES et al., 2017; MACHADO-NETO et al., 2011, 2012). Com 

a demonstração da relevância da via em diferentes contextos celulares e 

moleculares para as neoplasias hematológicas, nosso grupo investigou a 

capacidade antineoplásicos dos inibidores farmacológicos da via em modelos pré-

clínicos de NMP, LLA e leucemia mieloide crônica (FENERICH et al., 2020; 

RODRIGUES ALVES et al., 2019; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2021). A importância 

da ativação de IGF1R para manutenção da célula tronco da LMA e como 

responsável pela ativação da via de PI3K/Akt em blastos da LMA foi previamente 

investigada (CHAPUIS et al., 2010; TAMBURINI et al., 2007; XU et al., 2018). Com 

o desenvolvimento do presente projeto nós investigamos os efeitos antineoplásicos 

dos inibidores de IGF1R-IRS1/2 em modelos celulares de LMA assim como a 

associação clínica da expressão dos genes da via com os desfechos clínicos e 

processos moleculares em dados transcriptômicos.  

A expressão aumentada de IGF1R foi identificada como preditora de 

prognóstico desfavorável em diversos tipos de câncer, especialmente tumores 

sólidos (AL-SAAD et al., 2017; ALEKSIC et al., 2017; BECKER et al., 2016; WANG 

et al., 2018). Em LMA, a expressão de IGF1R foi associada a ativação da via de 

PI3K/Akt (CHAPUIS et al., 2010). A função de IGF2R é bem menos investigada que 

a de IGF1R em ambos os contextos fisiológico e patológico. O conceito mais 

amplamente difundido é o de que o IGF2R exerce controle negativo sobre a 

ativação de IGF1R por IGF2. Neste sentido, IGF2R se liga a IGF2 e induz a 

degradação lisossomal do complexo receptor/fator de crescimento, sem possuir 

atividade catalítica intrínseca (IAMS; LOVLY, 2015). Em razão disso, sugere-se 

IGF2R como supressor tumoral, tendo sido sua expressão associada a melhores 

desfechos clínicos em pacientes com câncer de pulmão, cervical, carcinoma 

hepatocelular e bexiga (LAUTEM et al., 2019; LIU et al., 2020; TAKEDA et al., 2019; 
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TIAN et al., 2014). Nosso estudo demonstrou de maneira original que a razão de 

expressão gênica de IGF1R/IGF2R possui capacidade preditiva superior aos genes 

individualmente em LMA e LPA para desfechos clínicos. 

A inibição de vias relacionadas aos mecanismos que conferem vantagem 

proliferativa as células neoplásicas suporta o conceito de terapia complementar 

mais eficaz. Em LMA, especial atenção tem sido dada a inibição da via PI3K/Akt 

(NEPSTAD et al., 2018; SU et al., 2018b; TABE et al., 2017), para adaptação de 

protocolos quimioterápicos, sobretudo para pacientes de risco aumentado 

(NEPSTAD et al., 2018). Linsitinibe foi capaz de inibir os efetores das vias MAPK e 

PI3K/Akt/mTOR nas linhagens celulares testadas NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 e 

apresentou efeitos citotóxicos moderados em concentrações mais baixas. A 

inibição farmacológica de IGF1R induziu autofagia nas linhagens celulares, 

provavelmente em decorrência da inibição de mTOR, reconhecidamente um 

potente regulador da autofagia (DUNLOP; TEE, 2014; JUNG et al., 2010; 

SCHMEISSER; PARKER, 2019). A autofagia compreende um mecanismo celular 

catabólico relacionado a reciclagem de proteínas e organelas para obtenção de 

substratos para manutenção do metabolismo basal (LEVINE; KROEMER, 2008). 

Sob o ponto de vista da fisiopatologia das neoplasias, a autofagia pode ser 

interpretada como mecanismo promotor ou supressor tumoral (MULCAHY LEVY; 

THORBURN, 2020; SINGH et al., 2018). No contexto avaliado no presente projeto, 

a autofagia pode ocorrer como mecanismo limitante da eficiência terapêutica, uma 

vez que a inibição da autofagia combinada a de IGF1R apresentou efeito superior 

às monoterapias. O linsitinibe foi testado em diversos contextos de estudos clínicos, 

e falhou em demonstrar superioridade terapêutica em vasta maioria dos ensaios 

(VON MEHREN et al., 2020). Será importante avaliar se a indução de autofagia 

mediada pelo linsitinibe é consistente em outros contextos celulares e moleculares 

e se a inibição combinada da autofagia poderá ressignificar o uso desse composto. 

Aprofundando os resultados clínicos e funcionais que obtivemos da 

participação de IGF1R em LMA, realizamos a análise de enriquecimento de 

conjuntos gênicos com o propósito de elucidar processos biológicos desconhecidos 

relacionados a expressão de IGF1R e IGF2R. A função como supressor tumoral de 

IGF2R (ALEKSIC et al., 2010b; LAUTEM et al., 2019; TAKEDA et al., 2019), ainda 

hipotética devido à escassez de estudos funcionais que avaliaram sua função no 

contexto neoplásico, foi reforçada pela alta frequência de processos 
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simultaneamente positivamente enriquecidos com expressão IGF2R e 

negativamente enriquecidos com a expressão de IGF1R. A expressão gênica de 

IGF2 e IGF2R é regulada por processos epigenéticos, tais como impriting (LATHAM 

et al., 1994; MARCHO et al., 2015; WUTZ et al., 1997). Os dados obtidos pelo 

desenvolvimento do presente projeto não determinaram os mecanismos envolvidos 

no controle da expressão de IGF2R ou os mecanismos por ele regulados. Esses 

dados lançaram luz sobre o significado do impacto clínico de IGF2R em LMA. 

A alta expressão de IRS1 identificou pacientes com risco favorável em 

LMA. De maneira controversa, a expressão aumentada de IRS1 foi associada 

previamente a prognóstico desfavorável em pacientes pediátricos com LLA (JURIC 

et al., 2007). A expressão gênica de IRS2 não foi capaz de identificar pacientes 

com risco diferencial. É bem documentado para tumores sólidos, tais como em 

pulmão e mama, que IRS1 e IRS2 desempenham papéis antagônicos. Enquanto 

IRS2 é tido como pro-metastático, IRS1 parece ser um supressor tumoral (GIBSON; 

MA; SHAW, 2007; KIM et al., 2018; PIPER et al., 2019). 

A inibição farmacológica de IGF1R-IRS1/2 com NT157, reduziu a 

viabilidade e induziu apoptose em células primárias de pacientes com LMA e em 

linhagens celulares. A inibição de vias relacionadas aos mecanismos que conferem 

vantagem proliferativa as células neoplásicas suporta o conceito de terapia 

complementar mais eficaz. NT157 foi capaz de inibir importantes eixos de 

crescimento celular, tais como PI3K/Akt/mTOR e MAPK, similarmente a linsitinibe. 

Coletivamente, os dados sugerem que a inibição farmacológica de IGF1R-IRS1/2 

é promissora para contornar a ativação autócrina de Akt em blastos leucêmicos de 

LMA (CHAPUIS et al., 2010; TAMBURINI et al., 2007). Identificamos novos 

mecanismos de ação da droga NT157, principalmente em dois eixos: 1) 

investigação da ação do NT157 sobre a função mitocondrial e 2) ativação do 

mecanismo de resposta a estresse celular AP-1 (SHAULIAN; KARIN, 2002). 

Inicialmente, o mecanismo de ação do NT157 foi descrito como decorrente de uma 

alteração conformacional em IGF1R responsável por ativar ERK1/2 que então seria 

responsável por fosforilar IRS1/2 em resíduos de serina para degradação via 

proteassomo (REUVENI et al., 2013). Posteriormente, Su e colaboradores(SU et 

al., 2018a), utilizando fosfoproteoma global identificaram que o tratamento com 

NT157 é capaz de induzir a ativação de P38 e JNK, reconhecidamente relacionado 

a fosforilação em resíduos serina e degradação de IRS1/2 (HERR; DEBATIN, 2001; 
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LEE et al., 2003). Nosso grupo de pesquisa também demonstrou que o tratamento 

com NT157 induz parada do ciclo celular em G2/M e aumenta a expressão de p21, 

c-Jun e c-Fos, quadro molecular associado a ativação do complexo AP-1 em 

linhagens celulares de LLA, LMC e NMP JAK2V617F (FENERICH et al., 2020; 

RODRIGUES ALVES et al., 2019; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2021). Com os 

resultados que produzimos, identificamos a ativação de P38 e JNK em LMA, 

corroborando esse como sendo um mecanismo de ação da droga independente de 

ERK1/2. A respeito da função mitocondrial, identificamos que o NT157 aumenta a 

massa mitocondrial, induz a produção de espécies reativas de oxigênio total e 

mitocondrial e afeta a capacidade de polarização do potencial de membrana 

mitocondrial. Coletivamente, esses dados sugerem que a citotoxicidade mediada 

por NT157 possivelmente induz fissão mitocondrial e como consequência ativa a 

apoptose através da via intrínseca (LOPEZ; TAIT, 2015; WANG; YOULE, 2009).  

Os componentes selecionados da via de IGF1R-IRS1/2, com exceção de 

IGF2R, tiveram expressão diminuída em pacientes com LMA com mutação em 

FLT3. Por se tratar de um receptor de fator de crescimento bastante relevante na 

autorrenovação e diferenciação de progenitores mieloides, o FLT3 pode ser 

suficiente para transformação e a expressão de outros fatores de crescimento é 

menos necessária em LMA (GARY GILLILAND; GRIFFIN, 2002; KIKUSHIGE et al., 

2008; TSAPOGAS et al., 2017). Entretanto, as necessidades de fatores de 

crescimento adicionais para a transformação relacionada ao FLT3 mutante 

permanece ponto de debate. Em virtude de mutações em FLT3 serem identificadas 

em aproximadamente 25% dos pacientes com LMA (DÖHNER et al., 2017; TCGA, 

2013), foram desenvolvidos inibidores seletivos para este alvo. Atualmente, dois 

compostos são aprovados para os pacientes com mutação em FLT3 (PERL et al., 

2019; STONE et al., 2017). Estes inibidores apresentaram melhoria na sobrevida 

global, mesmo quando administrados após recidiva em protocolos de quimioterapia 

de resgate. Entretanto, o desenvolvimento de resistência aos inibidores é um 

problema relevante clinicamente que demanda a identificação de protocolos mais 

eficazes (TYNER et al., 2018; ZHANG et al., 2019).  

Os inibidores de IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157 foram citotóxicos nas 

linhagens de LMA com mutação em FLT3 de maneira similar as demais testadas. 

Em combinação com os inibidores de FLT3, a combinação de linsitinibe com 

midostaurin ou quizartinibe teve efeito aditivo, enquanto o NT157 em monoterapia 
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apresentou citotoxicidade bastante pronunciada. É teoricamente possível que as 

proteínas IRS1/2 participem do processo de transdução de sinal mediado por FLT3, 

amplificando sua sinalização, e em razão disso a combinação de NT157 e FLT3 

não possuem significativo incremento em combinação. Por outro lado, a ativação 

de IGF1R pode desempenhar função relevante no contexto de células com 

mutação em FLT3 e em razão disso a combinação de inibidores de IGF1R e FLT3 

pode ser relevante clinicamente. Digno de nota, os inibidores de FLT3 foram 

capazes de abolir a ativação de IGF1R, enquanto o NT157 foi capaz de inibir a 

ativação de FLT3, sugerindo que as vias podem estar conectadas nesse contexto 

celular. Outra possível explicação seria a identificação de ação em outros alvos (off-

target), fato bem demonstrado para midostaurin (WANDER; FATHI; LEVIS, 2014; 

WEIS et al., 2019). Comparados diretamente, identificamos que o linsitinibe induz 

autofagia e o NT157 ativa o complexo AP-1, como mecanismos particulares de 

cada composto. Foi realizado um ensaio de proteômica com o objetivo de identificar 

processos celulares e moleculares especificamente relacionados a cada composto 

e, quando finalizada, esta análise lançará luz sobre novos processos e 

oportunidades terapêuticas. 
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5. CONCLUSÕES 

- Confirmamos o benefício clínico da metformina na redução da esplenomegalia 

em modelo murino de NMP, e demonstramos que seus efeitos não foram capazes de 

afetar a frequência dos progenitores hematopoiéticos na NMP Jak2V617F; 

 

- Modelamos um índice prognóstico baseado em assinatura transcriptômica para 

pacientes com SMD com capacidade preditiva para sobrevida global superior ao índice 

IPSS-R amplamente utilizados na prática clínica. 

 

- A alta razão de expressão gênica de IGF1R/IGF2R é capaz de distinguir 

pacientes com LMA e LPA com prognóstico desfavorável; 

 

- A baixa expressão de IRS1 identifica pacientes com LMA com sobrevida global 

e sobrevida livre de doença inferiores; 

 

- A alta expressão de IGF1R e baixa expressão de IRS1 prediz sobrevida livre 

de doença inferior em pacientes com LMA associadas a mutação em FLT3; 

 

- Os inibidores de IGF1R/IR, linsitinibe, e de IGF1R/IRS1-2, NT157, são 

citotóxicos em modelos celulares de LMA, mas possuem efeitos celulares distintos. 

Linsitinibe induz autofagia como mecanismo limitante de sua eficiência, enquanto 

NT157 é citotóxico através da indução da apoptose, afeta a função mitocondrial e ativa 

vias de estresse celular. 
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7.3 Anexo C 
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