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RESUMO

As Neoplasias Mieloproliferativas Crénicas (NMPC) configuram-se como um
grupo de doencas clonais da célula-tronco hematopoética que resultam em acumulo
das células mieloide. Dentre elas incluem-se a Policitemia vera (PV), a Trombocitemia
essencial (TE) e a Mielofibrose Primaria (MF). A identificacdo da mutacao adquirida
JAK2V617F em pacientes com PV, TE e MF permitiu o melhor entendimento da
patogénese dessas doencas, visto que a ativagdo constitutiva da tirosina quinase
JAK2 tem papel importante no aumento da proliferacao celular e resisténcia a
apoptose. No entanto, ainda nao existe um tratamento farmacolégico que leve todos
0s pacientes a remissdo molecular, justificando o estudo de novos alvos moleculares.
Por sua vez, a proteina Quinase de Adesao Focal (FAK), possui importante influéncia
nos processos de proliferagcao, migracao, sobrevivéncia celular e apoptose e, por estar
superexpressa em diversas neoplasias, configura-se um alvo promissor no
desenvolvimento de farmacos contra o cancer. O presente estudo propde avaliar o
papel da proteina FAK na proliferacéo e apoptose da linhagem celular SET-2, positiva
para a mutagdo JAK2V617F. Assim, foram analisados: (1) interagao entre FAK e SRC
por imunoprecipitagéo; (2) o efeito do inibidor da FAK (PF 562,271) na viabilidade e
proliferagéo celular por MTT; (3) efeito do inibidor da FAK na indugédo da apoptose
avaliando-se a expressao de PARP clivado e Caspase 3 Clivada por Western Blotting;
(4) efeito do inibidor da JAK (ruxolitinibe) na expresséo de p-SRC e SRC. Além disso,
um banco de dados de RNAseq da linhagem SET-2 tratada com INC424 (ruxolitinibe)
por 4h e 48h (GSE 69827), disponivel no banco de dados publico "Gene Expression
Omnibus" foi analisado. A expressdo génica diferencial e a correlagdo entre a
expressdao do gene PTK2 e outros 65 genes envolvidos em proliferagao,
sobrevivéncia, apoptose e adesao foi feita utilizando-se o software R studio. Os
resultados indicam que o inibidor da FAK PF 562,271 reduziu significativamente a
viabilidade celular e a proliferagéo das células SET-2 a partir da concentragao de 5
MM, sendo 71,5%, 85,5%, 83,7% e 86,3% a redugcdo da viabilidade para os
tratamentos com 5 yM,10uM, 25 uM e 50 uM, respectivamente. O inibidor também
induziu apoptose, pois houve aumento na expressao de PARP clivada e Caspase 3
clivada apds tratamento. As analises do banco de dados de RNAseq demonstraram
que o inibidor da JAK modulou a expressdo do gene PTK2 e de outros genes

envolvidos nos processos de proliferagéo, apoptose e adesao celular. Com relagéo



aos genes relacionados com adeséao celular, os genes PTK2, SRC, PXN, TLN1, DCC,
ITPKC e FLNA apresentaram aumento da expressédo e CRK, PTRH2, VCL, CASS4,
ACTB, ZYX, VASP, CTNNB1 e BCAR1 apresentaram expressao diminuida. Com isso,
os resultados do presente trabalho apontam que a inibicdo da FAK sensibiliza a
linhagem celular SET-2 a sofrer apoptose, reduzindo assim a viabilidade e o
tratamento com o inibidor da JAK INC424 influencia na expressao do gene PTK2 e de

outros genes relacionados com a via de adesao focal.

Palavras chaves: FAK. Neoplasias Mieloproliferativas Crbnicas. Janus Quinase 2.

Apoptose.



ABSTRACT

Chronic Myeloproliferative Neoplasms (NMPC), which includes Polycythemia
vera (PV), Essential Thrombocythemia (ET) and Primary Myelofibrosis (PMF), are
clonal disorders characterized by excess of proliferation and apoptosis resistance,
leading to accumulation of myeloid cells. The identification of the acquired JAK2V617F
mutation in patients with PV, ET and PMF allowed a better understanding about this
disease pathogenesis, as the constitutive activation of JAK2 tyrosine kinase plays an
important role in increasing cell proliferation and resistance to apoptosis. However,
there is still no pharmacological treatment that leads all patients to molecular
remission, justifying the study of new molecular targets. In turn, the Focal Adhesion
Kinase (FAK) protein has an important influence on the processes of proliferation,
migration and cell survival and, as it is overexpressed in several neoplasms, it
becomes a promising target in the development of drugs cancer. The present study
proposes to evaluate the role of FAK in the proliferation and apoptosis of SET-2 cells,
a JAK2V617F positive cell line. With this purpose, the following were analyzed: (1)
interaction between FAK and SRC by immunoprecipitation; (2) the effect of the FAK
inhibitor (PF 562,271) on the viability and cell proliferation by MTT; (3) the effect of the
FAK inhibitor on apoptosis induction by evaluating the expression of cleaved PARP
and cleaved Caspase 3 by Western Blotting, (4) the effect of JAK inhibitor (ruxolitinib)
on the expression of p-SRC and SRC. In addition, a RNAseq dataset from SET-2 cells
treated with INC424 (ruxolitinib) for 4h and 48h (GSE 69827), available in "Gene
Expression Omnibus" was analyzed. The differential gene expression and correlation
of PTK2 gene and other 65 genes related to proliferation, survival, apoptosis and
adhesion were performed using the software R studio. The results indicate that the
inhibitor of FAK PF 562,271 significantly reduced in 71.5%, 85.5%, 83.7% and 86.3%
the cell viability at 5uM, 10uM, 25uM and 50uM, respectively. The inhibitor also
induced apoptosis, since there was an increase in the expression of cleaved PARP
and cleaved Caspase 3 after treatment with the inhibitor. The analysis of the RNAseq
database showed that the JAK inhibitor modulated the expression of PTK2 gene and
other genes involved in proliferation, apoptosis and cell adhesion processes.
Regarding the genes related to cell adhesion, the genes PTK2, SRC, PXN, TLN1,
DCC, ITPKC and FLNA showed increased expression and CRK, PTRH2, VCL,
CASS4, ACTB, ZYX, VASP, CTNNB1 and BCAR1 showed decreased expression. In



conclusion, the results indicate that FAK inhibition sensibilizes SET-2 to apoptosis,
reducing cell viability and JAK inhibition with INC424 seems to have influence in PTK2

gene expression and other genes related to focal adhesion pathway.

Keywords: FAK. Chronic Myeloproliferative Neoplasms. Janus Kinase 2. Apoptosis.
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1. INTRODUGCAO

As células normais crescem, multiplicam-se e morrem de maneira ordenada,
processo este finamente regulado e dependente de fatores estimulantes e inibidores
de crescimento. O desequilibrio e disfungdo desses fatores podem ocasionar o
surgimento de neoplasias, na qual apresentam um tecido anormal, onde as células
tém crescimento ndo controlado, autbnomo, resistente a morte que tende a perda de
funcdo (INCA, 2011; MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015; IRANZO;
MARTINCORENA; KOONIN, 2018).

O estabelecimento das neoplasias se da em trés etapas: iniciagdo, promogéo
e progressao (BASLAN; HICKS, 2017; HAUSMAN, 2019; ROY; SAIKIA, 2016).
Dentre os diversos tipos de céncer, segundo a estimativa do Instituto Nacional de
Cancer (INCA) 2020, no Brasil, os canceres de prostata; colon e reto; traqueia,
bronquio e pulméo; estdbmago; cavidade oral; eséfago; bexiga; laringe; leucemias
(neoplasias hematoldgicas) e sistema nervoso central sdo os mais incidentes em
homens, nessa ordem. Em mulheres sdo os cadnceres de mama; colon e reto; colo do
utero; traqueia, brénquio e pulméo; glandula tireoide; estémago; ovario; corpo do
utero e Linfoma nao-Hodgkin, com excecao do cancer de pele ndo melanoma. As
Neoplasias Hematoldgicas diferem dos tumores sodlidos, pois elas configuram
doencas que envolvem comprometimento da medula 6ssea e do sangue periférico.
(RUSS et al., 2018; TORRES; SOARES, 2015).

A desregulagdo da apoptose € um dos mecanismos envolvidos na
fisiopatologia das Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas (NMPC), um subgrupo das
Neoplasias Hematolégicas Mieloides (ARBER et al., 2016). O desequilibrio entre
proteinas pré-apoptéticas e anti-apoptéticas, a falha na sinalizagéo do receptor de
morte, a disfuncdo das caspases e da proteina supressora de tumor p53 s&o
mecanismos envolvidos na desregulagéo da apoptose nas neoplasias. A resisténcia
a morte esta relacionada com o desenvolvimento e progressdo da neoplasia e
também a resisténcia ao tratamento (PISTRITTO et al., 2016; XU; LAl; HUA, 2019).

As proteinas quinase de adeséo focal (FAK) e proto-oncogene proteina tirosina
quinase (SRC) possuem influéncia nas vias relacionadas a proliferagdo e morte
celular, além de estarem envolvidas em outros processos como adesdo e migragao.

A FAK interage com moléculas reguladoras da apoptose e da proliferagédo, como por
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exemplo, como a proteina p53, com a RIP (proteina de interagdo com receptor), PI3K
e AKT (KURENOVA et al., 2004).

A expressdo aumentada da proteina FAK foi descrita em diversos tipos de
canceres, como nas leucemias, contribuindo com a progresséo da doenga (CARTER
et al., 2017; CHATTERJEE et al., 2014; CHURCHMAN et al., 2016; GUSTAFSSON
et al., 2014).

A compreensédo da fisiopatologia e os avangos terapéuticos nos ultimos anos
possibilitaram o controle dos sintomas com melhora moderada na sobrevida geral em
pacientes com NMPC, entretanto, o medicamento, ruxolitinibe, disponivel para
tratamento de pacientes com mielofibrose de risco intermediario 2 e alto, apresenta
um elevado valor de compra. Além disso, ainda n&o existem tratamentos
medicamentosos capazes de levar a remissdo molecular completa ou cura, sendo o
transplante de medula éssea a Unica alternativa curativa (GREENFIELD G. et al.,
2018; BRASIL, 2020). Assim, os estudos de vias de sinalizagdo envolvidas nos
processos de proliferagdo e apoptose possibilitam a melhor compreensao da

fisiopatologia das doengas e a identificagdo de novos alvos terapéuticos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neoplasias Mieloproliferativas

As Neoplasias Mieloproliferativas Crénicas (NMPC) configuram um grupo de
doencgas clonais da célula-tronco hematopoética, na qual ocorre a proliferacao
aumentada das células da linhagem mieloide ocasionando leucocitose, aumento da
massa eritrocitaria e/ou trombocitose (PORTO-SOARES et al., 2020).

As linhagens afetadas nesses disturbios sao as eritréides, megacariociticas e
granulociticas (ARBER et al., 2016). De acordo com a classificagdo das Neoplasias
Mieldides publicadas em 2022 pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as NMPC
estdo divididas em dois grupos: as BCR::ABL1 positivas, que inclui a Leucemia
Mielodide Croénica (LMC) e as NMPC BCR:ABL1 negativas, as quais incluem a
Policitemia vera (PV), a Trombocitemia essencial (TE) e a Mielofibrose primaria (MF),
classificadas também como cromossomo Philadelphia negativas (Ph-). Ademais,
também fazem parte do grupo de NMPC a Leucemia Neutrofilica Crénica (LNC) e a
Leucemia Eosinofilica Crénica (ARBER et al., 2016; KHOURY et al., 2022). ALNC é
caracterizada por leucocitose e hipercelularidade da medula 6ssea consistindo
predominantemente de células granulociticas (neutrofilia) e a presenga da mutagao
CSF3R e auséncia do cromossomo Philadelphia. A “Leucemia Eosinofilica Cronica -
nao especificada de outra forma” & caracterizada pelo aumento de eosindéfilos no
sangue periférico, auséncia do cromossomo Philadelphia e apresenta um aumento
de blastos na medula 6ssea ou no sangue (mas menos de 20% para excluir leucemia
aguda como diagndstico), e a presenga de uma anormalidade citogenética clonal. Ha,
também, as NMPC inclassificaveis que incluem neoplasias semelhantes, porém, ndo
podem ser claramente classificadas como os outros subgrupos. A Mastocitose fazia
parte desse grupo na classificagdo de 2008, no entanto em 2016 deixou de ser
considerada devido as suas caracteristicas clinicas e patolégicas unicas (ARBER et
al., 2016; BARBUI et al., 2018; KHOURY et al., 2022).

A PV é caracterizada pelo aumento da massa eritrocitaria, leucocitos e
plaquetas, com hiperplasia das células hematopoiéticas de modo independente da
acao da eritropoetina (EPO) (VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017). Apesar da

expectativa de sobrevida em torno de 15 anos, os eventos tromboembdlicos
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apresentam grande impacto na qualidade de vida do paciente. Além disso, a doenga
pode evoluir para Leucemia Mieloide Aguda (transformagdo em leucémica) e para
Mielofibrose Pd&s-PV (secundaria) (LEVINE; GILLILAND, 2008; MACEDO et al.,
2015). Sua fisiopatologia é caracterizada por uma mutagdo adquirida na tirosina
quinase JAK2 (JAK2V617F), presente em 95% dos pacientes, que resulta no
aumento da proliferacdo e da diferenciagdo celular mieloide, acompanhado pela
diminuigédo da apoptose. Os 5% restantes apresentam mutagao no éxon 12 do gene
JAK2 que conduz a uma eritrocitose predominante (GREENFIELD et al., 2018;
VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017).

A TE é caracterizada pelo elevado numero de plaquetas e aparecimento de
alteragdes qualitativas (morfoldgicas) na linhagem megacariocitica. O curso clinico
da TE caracteriza-se por complicagcbes vasculares que se relacionam a
morbimortalidade na TE, estando associadas ao maior risco de trombose venosa
profunda e embolia pulmonar (TEFFERI; BARBUI, 2017). O quadro clinico é variavel,
sendo um tergco dos pacientes assintomaticos e os demais apresentam achados
clinicos e laboratoriais como o aumento persistente de plaquetas no sangue
periférico, quadros hemorragicos, esplenomegalia, sintomas como sincope, dor
toracica atipica e disturbios visuais (BARBUI et. al., 2018; TEFFERI et al., 2018). A
evolugéo de TE para PV, MF ou LMA ocorre em cerca de 2,7%, 4% e 1,4% dos casos,
respectivamente (LEITE et al., 2001; RUMI; CAZZOLA, 2017).

A MF é caracterizada por hiperplasia de megacariécitos e granulocitos que
liberam fatores de crescimento fibrogénico, resultando em fibrose difusa da medula
6ssea. E caracterizada também pela produgdo de glébulos vermelhos com
anisopoiquilocitose, esplenomegalia, eritropoese ineficaz, leucoeritroblastos na
extensdo sanguinea, hematopoese extramedular e sintomas secundarios a anemia
como fraqueza, cansacgo, palpitacao e dispneia (BARBUI et al., 2018; TEFFERI,
PARDANANI, 2015). Acredita-se que as células clonais e a resposta imune produzem
exacerbadamente citocinas que cooperam para alteragbes da medula Ossea,
hematopoese extramedular e sintomas constitucionais (TEFFERI, 2018). A
leucoeritroblastose é uma caracteristica da MF primaria, mas na MF pré-fibrética
esses leucoeritroblastos podem nao ser tao evidentes. Com o desenvolver da doenca
aumentam os blastos no sangue periférico e na medula éssea, sendo que uma

porcentagem acima de 20% de blastos indica transformacgao para Leucemia Mieloide
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Aguda (LMA). Assim, a avaliacdo de blastos no sangue periférico auxilia no
prognéstico de pacientes com MF, uma vez que a presenca de blastos 10% a 19%
define uma fase acelerada da doengca (MASAROVA et al., 2020). Das NMPC BCR-
ABL negativas a MF é a que apresenta maior taxa de transformacao leucémica e
fibrose medular, sendo a causa de morte em aproximadamente 20% dos pacientes
(MASAROVA et al., 2020; SCHERBER; MESA, 2018).

A longo prazo, as NMPC caracterizam-se pela manifestacdo de
esplenomegalia, fibrose medular e/ou transformag¢ao em leucemia aguda (TEFFERI,
2018; YOGARAJAH; TEFFERI, 2017;).

A PV, TE e MF sao desordens mais frequentes em adultos entre 50-70 anos
com sobrevida mediana estimada de 10 a 15, 15 a 20 e 2 a 5 anos, respectivamente
(MOULARD et al., 2013; RUMI; CAZZOLA, 2017). A nivel global, a MF, PV e TE
apresentam taxas de incidéncia de 0,3-1,5; 1,5-2,0 e 1,03-2,5 por 100.000 / ano,
respectivamente (HARRISON et al.,, 2017). Na Europa, um estudo estimou a
incidéncia de PV sendo de 0,68 a 2,6 de 100.000 habitantes, 0,38 a 1,7 para TE e
0,1 a 1,00 para MF e a prevaléncia estimada foi de 4,96 a 30,00 para PV, 4,00 e 24,00
para TE e 0,51 a 2,7 para MF por 100.000 habitantes (MOULARD et al., 2013). Além
da existéncia de uma grande variacado nas estimativas de prevaléncia e incidéncia,
até o momento ndo ha dados referentes a América do Sul na literatura. Um estudo
realizado na Coreia avaliando o periodo de 2004 a 2013, mostrou um aumento da
prevaléncia das NMPC ao longo dos anos (BYUN et al., 2017). A respeito da etnia,
brancos apresentaram a maior incidéncia geral das NMPC, sendo a PV a mais
incidente nesse grupo étnico. Os Leste asiaticos apresentaram menor incidéncia,
sendo mais frequente o acometimento por TE (BYUN et al., 2017). Hispanicos e
negros apresentaram maior incidéncia para PV e TE, respectivamente (BYUN et al.,
2017). Vale ressaltar que em varios paises as NMPC sao subnotificadas ou
classificadas de maneira incorreta, pois a classificagcdo dessas patologias depende
de critérios clinicos e laboratoriais que sofreram alteragdes com a evolugdo das
descobertas a respeito dessas doencas (TITMARSH et al., 2014).

2.2 Mutacées JAK2V617F, CALR e MPL
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Diferentes mutagdes somaticas adquiridas sdo responsaveis pela expanséo
clonal da célula-tronco hematopoiética nas NMPC, e resultam em uma grande
variabilidade no fendtipo clinico dos pacientes (VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017).

Mutagbes no gene da tirosina quinase JAK2, no gene do receptor de
trombopoetina (MPL) e no gene da calreticulina (CALR) sdo denominadas “driver
mutations”, isto €, sdo mutacdes essenciais para o aparecimento do fendtipo de
NMPC e, quando presentes sdo diretamente responsaveis pela ativacao constitutiva
de cascatas de sinalizagdo intracelulares que induzem proliferagdo, invasao e
resisténcia a apoptose. Existem outras mutag¢des, chamadas de mutag¢des adicionais
ou cooperantes, que podem contribuir para a progresséo da doenga e transformagéo
leucémica (TEFFERI, 2018).

Todas as mutagdes “driver” ativam constitutivamente a via de sinalizagao
JAK/STAT que é responsavel pelo desenvolvimento do fenétipo NMPC. A
identificagdo das mutacdes “driver” e cooperantes, bem como suas correlagdes entre
si e com as alteragdes morfolégicas das linhagens celulares hematopoéticas,
auxiliam no esclarecimento sobre as relagcbes genoma e o fendtipo, bem como no
tratamento especifico para pacientes, podendo ter como alvo esses genes mutados.

A mutacao JAK2V617F no éxon 14 pode ser encontrada em cerca de 70% das
NMPC, esta presente em cerca de 95% dos pacientes com PV e 50% a 60% nos
pacientes com TE e MF. Aproximadamente 3% a 5% dos casos de PV, séo
JAK2V617F negativo, neles ocorrem mutagdes no éxon 12 de JAK2. A mutagdo no
éxon 9 do gene da CALR pode ocorrer em 25% na TE e 36% na MF, e a mutag&o no
gene do MPL ocorre em 4% na TE e 6% na MF. Essas patologias podem ser triplo
negativas, ou seja, ndo ter nenhuma dessas mutacbes (GRABEK et al., 2020;
PORTO-SOARES et al., 2020; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017).

A JAK2V617F € uma mutag&o somatica recorrente com grande relevancia, sua
identificagcao permitiu o melhor entendimento da patogénese dessas doencgas. O gene
Janus Kinase 2, esta localizado no brago curto do cromossomo 9 e codifica a proteina
JAK2 (BAXTER et al.,, 2005). A mutacdo no gene JAKZ2 consiste na troca do
nucleotideo guanina (G) por uma timina (T) na posi¢ao 1849 do exén 14, acarretando
uma mutagdo pontual, em que ocorre a substituicdo do aminoacido valina por
fenilalanina no dominio pseudoquinase JH2 da sequéncia polipeptidica da JAK2,
localizada no cédon 617 (GRABEK et al., 2020).
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A proteina JAK2 é uma tirosina quinase envolvida na sinalizagdo celular,
possuindo papel fundamental na transdugao de sinal a partir de diversos receptores
hematopoéticos (SANTOS; VERSTOVSEK, 2012). A estrutura da proteina possui
sete dominios homodlogos e uma regiao carboxi terminal e amino terminal. Apresenta
um dominio quinase JH1 (homologia Jak) e um dominio pseudoquinase JH2, sendo
que este ultimo nao apresenta atividade catalitica, mas regula negativamente a
atividade do dominio JH1. A mutagdo JAK2V617F no dominio JH2 da JAKZ2 acarreta
na perda da fungcao desse dominio, tornando a proteina constitutivamente ativa. Ha
também um dominio semelhante a SH2 (Homologia com Src 2) composto por regides
JH3-JH4 e o dominio FERM (JH5-JH7 que tem homologia com a banda 4.1, dominio
ezrina / radixina / moesina) (GRABEK et al., 2020). Essa tirosina quinase participa na
sinalizagdo das citocinas mieldides como receptor de EPO (EPOR), receptor de
trombopoetina e receptor de fator estimulante de colénias de granulécitos (GCSFR),
entre outros que atuam no desenvolvimento das células da linhagem mieloide e estéo
associados aos fendtipos de NMPC (BAXTER et al., 2005). Em decorréncia da
mutacado JAK2V617F, a proteina torna-se constitutivamente ativada, aumentando a
sinalizagdo da via JAK/STAT e de outras vias de sinalizagdo como PI3K/AKT/mTOR,
RAS, MAPK/ERK. Desta forma, as células se proliferam de modo independente de
citocinas e se tornam resistentes a morte. (GRABEK et al., 2020). Como
consequéncia, ocorre a superprodu¢cdo de uma ou mais linhagens de células
mieldides na medula 6ssea (MO), ocasionando o acumulo de células maduras no
sangue periférico e associando-se clinicamente a um risco de complicagdes
trombdticas, hemorragicas e evolugdo a transformagéo fibrética ou leucémica
(BAXTER et al., 2005). O aumento da carga alélica da mutagcao JAK2V617F em PV
e TE, foi correlacionada com a progressao para MF em estudos realizados em modelo
animal, além disso, a mutagao esta associada a maiores chances de os pacientes
apresentarem eventos trombéticos (GRABEK et al., 2020). Dessa forma, a carga do
alelo mutante JAK2V617F pode ajudar a determinar o fenétipo da doenca.

Apesar da maioria dos pacientes com PV apresentar a mutagao V671F no
exon 14 da JAK2, em alguns casos a mutagao ocorre no eéxon 12 da JAK2, localizado
entre o dominio SH2 (homologia Src2) e o dominio pseudoquinase, afetando os
residuos de aminoacidos entre K537 e E543. Essa mutagédo também resulta em altos

niveis de fosforilagdo da via JAK2/STAT, conferindo proliferagdo celular
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independente de citocinas (GRABEK et al., 2020; VAINCHENKER; KRALOVICS,
2017).

A mutacado JAK2V617F € a mais comumente encontrada nos pacientes com
NMPC. Entretanto, eles podem apresentar outras mutagdes, por exemplo no gene
MPL, localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p34.2), que possui 12 éxons e 2
dominios de receptor de citocina, dominio transmembrana e um dominio
citoplasmatico (GRABEK et al., 2020). Ele codifica uma proteina que é homdloga a
outros membros da superfamilia de receptores hematopoiéticos, o receptor de
trombopoetina (GRABEK et al., 2020). Seu ligante, a TPO, atua como regulador da
megacariocitopoese e da formagéo de plaquetas, dimerizando o receptor de TPO e
fosforilando o residuo de tirosina da JAK, STAT e MAPK. Ha diversas mutagdes de
MPL, mas as principais foram identificadas no éxon 10 que levam a mutagao de troca
do aminoacido triptofano por leucina W515L ou lisina W515K. Essas mutagbes
acarretam a ativagao constitutiva do receptor de TPO e fosforilagdo da via de
sinalizacdo JAK/STAT, AKT e ERK com isso, o crescimento se torna independente
da presenga de citocinas (LEE; GODFREY; NANGALIA, 2020). Essas alteragdes
conduzem a proliferagdo exacerbada de megacariécitos na medula éssea com
consequente trombocitose no sangue periférico. As plaquetas produzidas sao
anormais e n&o sao capazes de diminuir essa ativagao através de uma
retroalimentac&o negativa. Por essa razao, a mutagao no gene MPL pode conduzir a
um fendtipo de TE e MF (LANNUTTI et al., 2009; TIEDT, et al., 2009)

O gene CALR, localizado no cromossomo 19, no locus p13.13, codifica uma
proteina que participa da regulagéo do calcio intracelular (GRABEK et al., 2020). E
uma proteina de ligacdo e armazenamento de calcio no lumen do reticulo
endoplasmatico (RE) que desempenha fungbes no processamento e transporte de
proteinas e a calreticulina atua garantindo o dobramento adequado dessas proteinas,
além disso, acredita-se que ela possua atividade relacionada a proliferacao,
migracado, adesdo e apoptose celular, através da regulacdo do calcio (LEE;
GODFREY; NANGALIA, 2020). Mutagdes somaticas de insercéo e/ou delegédo de
pares de bases (pb) no éxon 9 do gene CALR sé&o divididas em dois tipos: a
CALRdel52 (delecdo de 52pb) ou tipo 1 e CALRIns5 (inser¢ao de 5pb) ou tipo 2. Elas
culminam na produg&o da proteina calreticulina alterada, com modificagdo na carga

dos aminoacidos localizado na regido C-terminal, que & responsavel pela interagéo
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de CALR com o MPL. Com isso, ocorre a ativagao defeituosa do MPL induzindo um
fendtipo proliferativo das NMPC (GRABEK et al., 2020). O fendtipo pode variar
dependendo do tipo de mutag&o. As do tipo 1 sado vistas mais comumente na MF e
as mutagdes do tipo 2 mais comumente na TE. Vale ressaltar que a CALR nao esta
associada a um fendtipo de PV (CHACHOUA et al, 2016; HOW; HOBBS;
MULLALLY, 2019; MASUBUCHI et al., 2019). Rumi e colaboradores (2014) relataram
que a presenga da mutagdo CALR apresenta um risco de trombose menor quando
comparado com a mutagdo JAK2V617F para os pacientes com MF, por essa razao
aparenta oferecer protecdo (RUMI et al., 2014).

Ademais, outras mutagdes genéticas adquiridas em diversos genes como
TET2, CBL, AXSL1, SH2B3, SF3B1, U2AF1, TP53, IDH2 e EZH2, também podem
ser encontradas em pacientes com NMPC, sendo consideradas mutagdes
cooperantes (GRABEK et al., 2020). Sistemas de pontuag¢ado de progndstico utilizam
a identificagdo das mutagdes nos pacientes para prever o diagnéstico nas NMPC com
foco especifico em cada fendtipo dessas doengas. Por exemplo, a carga alélica de
JAK2V617F e a presenca das mutagdes de alto risco, ASXL1, SRSF2, IDH2, SH2B3,
SF3B1, U2AF1 e TP53, influenciam diretamente na patologia ocasionando uma piora
no prognédstico (GRABEK et al., 2020).

Podem ocorrer diferentes tipos de combinagdes de mutacdes “driver’ e
cooperantes em uma célula. Isso implica na grande diversidade fenotipica encontrada
em pacientes com NMPC. Ainda, é possivel que pacientes que possuem o mesmo
perfil gendmico apresentem diferentes fendtipos pois, as alteragbes das células ndo
se ddo apenas entre as multiplas mutagdes que podem acomete-las, mas também a
interagdo com o microambiente (LEE; GODFREY; NANGALIA, 2020), como
demonstrado na figura 1 abaixo, a PV, TE e MF apresentam achados clinicos,

hematoldgicos e moleculares que diferem entre elas.
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Figura 1 - Representagdo esquematica das alteragdes moleculares que ocorrem na Célula Tronco Hematopoética (CTH) e
principais achados clinicos, morfolégicos e moleculares na Policitemia Vera (PV), Trombocitemia Essencial (TE) e Mielofibrose
(MF).
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Fonte: Proprio Autor, com base nas informag¢des de BARBUI et. al., 2018; GREENFIELD et al., 2018; TEFFERI; BARBUI, 2017;
TEFFERI et al., 2018; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017.
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Os avancos cientificos alcangados nos ultimos 20 anos, bem como a
descoberta da mutagdo JAK2V617F, auxiliaram na maior precisao do diagndstico,
novas classificacbées de risco e atualizagbes da abordagem terapéutica. No entanto,
com o decorrer do tempo, o arsenal terapéutico dessas doengas permaneceu
consideravelmente semelhante, consistindo no uso de medicamentos que
possibilitam o controle dos sintomas e aumento da sobrevida, sendo eles o
tratamento com o ruxolitinibe (inibidor da JAK), hidroxiureia, interferon, anagrelide,
acido acetil salicilico, bussulfano. Alguns pacientes alcangam diferentes taxas de
remissdo hematoldgica, porém, apenas uma pequena porcentagem dos pacientes
atinge a remissao molecular, além disso o unico tratamento curativo é o transplante
alogénico de medula 6ssea (TAVARES et al., 2019).

A indicagao atual para terapia medicamentosa em PV e TE é prevenir
complicagcbes trombdticas, especialmente em situagbes de alto risco (TEFFERI,
BARBUI, 2017). Nesse sentido, a terapia com aspirina € muito importante para
pacientes com mutagdo JAK2, devido ao risco aumentado de trombose arterial. Além
disso, a flebotomia crénica intermitente em pacientes com PV é realizada com o
objetivo de manter o hematdcrito abaixo de 45%. A hidroxiureia apresenta atividade
capaz de controlar a eritrocitose, trombocitose e levar a redugcéo esplenomegalia e
controle sintomatico (MARCHIOLI et al., 2013; TAVARES et al., 2019; TEFFERI et
al., 2018). Ja para os pacientes com MF com esplenomegalia e sintomas
constitucionais, € indicado como tratamento de primeira linha o ruxolitinibe, inibidor
seletivo para JAK1 e JAK2. Da mesma forma, esta indicado o ruxolitinibe para
pacientes com PV que apresentam intolerancia ou resisténcia a hidroxiuréia
(TAVARES et al., 2019).

2.3 Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, € regulada a nivel genético por
mecanismos complexos das vias extrinsecas e intrinsecas de sinalizagdo, ambas
convergem para a ativacdo das caspases e consequente morte celular por clivagem
de proteinas celulares (D’ARCY, 2019; GREEN; LLAMBI, 2015).



31

A via extrinseca, também chamada de via do receptor de morte, esta
relacionada com ativacdo de receptores transmembrana. Esses receptores,
membros da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), apresentam dominios
de morte responsaveis pela transmissédo do sinal de morte. Seus ligantes incluem
FASL / FASR, TNF-A / TNFR1, APO3L / DR3, APO2L / DR4 E APO2L / DR5. A
interagdo do ligante com o receptor de morte promove a dimerizacdo do dominio
efetor de morte e o recrutamento de proteinas adaptadoras que irdo estimular a
ativacado da pro-Caspase 8. Por exemplo, a ligagdo do FASL ao seu receptor FAS
leva ao recrutamento da proteina adaptadora FADD, enquanto a ligagdo de TNF ao
seu receptor promove o recrutamento da proteina adaptadora TRADD. A proteina
FADD ou TRADD associa-se a pro-Caspase 8 formando um complexo de sinalizagdo
indutor de morte chamado DISC. Este é capaz de induzir a apoptose através da
ativacdo auto catalitica da pro-caspase 8 que cliva diretamente as caspases
executoras (Caspase 3 e 7), iniciando a apoptose. Essa via pode ser inibida por c-
FLIP, uma proteina que se liga a FADD e Caspase-8 tornando-as inativas
(CARNEIRO; EL-DEIRY 2020; D’ARCY, 2019; PISTRITTO et al., 2016)

A via intrinseca ou mitocondrial, por sua vez, & disparada a partir de estimulos
externos, como auséncia de fatores de crescimento, citocinas e horménios, ou pela
presenca de fatores como as toxinas, radiacao, hipdxia, espécies reativas de
oxigénio, virus e outras moléculas. Esses estimulos sdo capazes de causar
mudang¢as na membrana mitocondrial interna, alterando a sua permeabilidade e
liberando proteinas pré-apoptoéticas, como o citocromo ¢, Smac/DIABLO, HtrA2 / Omi
(CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020; D’ARCY, 2019; KALE; OSTERLUND; ANDREWS,
2018; PISTRITTO et al., 2016).

Destacam-se na via intrinseca a participacéo das proteinas da familia BCL-2,
que sédo divididas em pré-apoptoticas (BCL-10, BAX, BAK, BID, BAD, BIM, BIK E
BLK, PUMA e NOXA) e anti-apoptéticas (BCL-2, BCL-X, BCL-XL, BCL-XS, BCL-W,
BAG, MCLA1). A proteina BAD, por exemplo, quando n&o fosforilada, se transloca para
mitocéndria e induz a liberagcdo do citocromo ¢ ao se associar e inibir as proteinas
anti-apoptéticas BCLXL e BCL-2 (KALE; OSTERLUND; ANDREWS, 2018;
WARREN; WONG-BROWN; BOWDEN, 2019).

O citocromo c se liga ao APAF-1 (Fator de Ativagao 1 da Protease Apoptdtica)
ocasionando uma mudanga conformacional na qual varias outras APAF-1 se

associam e formam um complexo chamado apoptossomo. Esse complexo recruta e
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ativa varias pro-caspases-9 que por sua vez ativam caspases executoras (Caspase
3) que induzem a apoptose. A participacdo de Smac/DIABLO e HitrA2 / Omi na
apoptose é atribuida a sua capacidade de inibir a atividade de IAP (inibidores de
proteinas de apoptose) (CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020; D’ARCY, 2019; XU; LAI; HUA,
2019).

Da mesma forma, as moléculas pro-apoptéticas como PUMA, NOXA apéds
serem ativadas, acarreta a perda da supressao apoptoética e desencadeia a apoptose
mediada por P53, proteina supressora de tumor, e liberagdo do citocromo ¢ apos a
interagdo com BAX (pré-apoptética) e inibigdo de BCL-2 (anti-apoptotica) (D’ARCY,
2019; MORTEZAEE et al., 2019; PISTRITTO et al., 2016; XU; LAI; HUA, 2019). O
dano ao DNA, hipdxia e a expressao de oncoproteinas (MYC, RAS) também sao
capazes de ativar a via apoptotica dependente de P53 (XU; LAI; HUA, 2019). O P53
€ um fator de transcrigdo que atua no ciclo celular, de forma a garantir uma divisdo
celular sem erros, através da indug&o da parada do ciclo, reparo dos danos ao DNA
e iniciagdo da apoptose com a participagéo das proteinas citadas acima. Em resposta
ao estresse, mutacdes e aumento da expressdo de oncogenes as moléculas
envolvidas na via extrinseca e intrinsecas sédo reguladas, tratando-se de uma via
apoptotica dependente de P53 (SEVER; BRUGGE, 2015). Em relagdo a via
intrinseca, o P53 desempenha papel modulador em BAX, NOXA, PUMA E BID
(PISTRITTO et al., 2016). Portanto, sua atividade previne o desenvolvimento de
diversos tipos de canceres e por essa razao a presenca da mutacao no gene p53,
presente em mais de 50% dos canceres, torna a sua atividade comprometida,
ocasionando maior probabilidade do surgimento de doengas. Ha outros reguladores
do ciclo celular além do P53 que pode influenciar a apoptose, por exemplo o P21
(MORTEZAEE et al., 2018; XU; LAIl; HUA, 2019). Representagcdo das vias

apoptaéticas na figura 2.
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Figura 2 - Esquema das vias extrinseca e intrinseca da apoptose, com representagao das moléculas envolvidas no processo.
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A apoptose é caracterizada por mudangas na morfologia celular, incluindo
condensagcdo da cromatina, aparecimento de corpos apoptoticos associados a
membrana, fragmentacdao do DNA e clivagem da polimerase poli (ADP-ribose)
(PARP). A PARP é uma proteina nuclear de 116 kDa que apresenta um papel crucial
no reparo e replicagcdo do DNA. PARP-1 € o primeiro a responder aos danos no DNA,
ele se liga a regido danificada e inicia-se a sintese de poli (ADP-ribose) e
recrutamento de outras proteinas necessarias para reparo do DNA (PRASAD et al.,
2019). Além disso, PARP participa nos processos de necrose e apoptose celular em
resposta ao estresse (SHIN et al., 2015). No primeiro caso, células expostas a grave
dano ao DNA tem aumento na atividade de PARP-1, resultando deple¢ao do pool de
NAD + e ATP da célula, isto acarreta a morte celular necrética, a ndo ser que ocorra
a clivagem que inativa PARP-1, e promova a apoptose (CHAITANYA; STEVEN,;
BABU, 2010). Deste modo, PARP-1 desempenha um papel central na apoptose
determinando o destino celular. PARP é um substrato da caspase 3 e 7 e a sua
clivagem resulta na formagéao de fragmentos de 89kD e 24kD. O fragmento de 89 kDa
néo consegue se ligar ao DNA e é transportado para o citosol, o outro fragmento fica
retido no nucleo e atua como inibidor da PARP-1 ativa (AKPOLAT et al., 2020;
CHAITANYA; STEVEN; BABU, 2010; PANAGIOTIS et al., 2014). Por essa razéo, a
presenca de PARP clivada (c-PARP) pode ser considerada um indicador de apoptose
(AKPOLAT et al., 2020; SHIN et al., 2015).

O que determina se uma célula ira sofrer apoptose é, portanto, o equilibrio
entre fatores pro e anti-apoptoticos. A desregulacao desse processo de morte esta
associada a proliferagéo celular ndo controlada, desenvolvimento e progressao do
cancer e resisténcia as terapias medicamentosas (PISTRITTO et al.,, 2016;
TOGNON; NUNES; CASTRO, 2013). Sabe-se que a desregulagédo da apoptose esta
envolvida na fisiopatologia de diversas patologias, como doengas degenerativas,
autoimunes e neoplasias (PISTRITTO et al., 2016).

A atividade aumentada de tirosinas quinases influenciam na resisténcia a
apoptose das células. O gene de fusdo BCR-ABL presente na LMC, por exemplo,
ocasiona ativagao de tirosinas quinases favorecendo o surgimento da doenga por
desregulagdo da apoptose, além da proliferacdo e migracdo (CHEREDA; MELO,
2015). Na PV, Fernandez-Luna (1999), demonstrou que a expressdo alterada de

BCL-XL contribui para a resisténcia a apoptose das células. Na PV células eritréides
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podem ser estimuladas mesmo na auséncia de EPO, e essas células demonstraram
expressar BCL-XL, principalmente nos eritroblastos mais maduros (FERNANDEZ-
LUNA, 1999).

Estudo realizado por Tognon e colaboradores (2012) relatam desregulagéo
nos genes anti-apoptéticos (A1, MCL1, BCLW, BCL2) e pré-apoptéticos (BID, BIK,
BAX), em células CD34+ e leucécitos de paciente com TE e MF. Pacientes com a
presenca da mutagao JAK2V617F na TE apresentaram uma expressao aumentada
de genes anti-apoptéticos e diminuicdo de pro-apoptédticos que apresentaram
correlagdo negativa com a carga alélica (TOGNON et al.,, 2012). Outros grupos
também demonstraram alteracéo de apoptose nas NMPC. Trelinski e colaboradores
(2012) mostraram que megacariocitos de pacientes com TE apresentam resisténcia
a apoptose induzida por caspase, devido a regulacdo positiva de BCL-2 e regulagéo
negativa de BAX (TRELINSKI et al., 2012). A mutagdo CALR também exerce efeito
na resisténcia apoptose por meio da regulagdo da expressao, localizagédo e fungéo
de P53 (VARRICCHIO; MIGLIACCIO, 2014). Portanto, a desregulagdo da apoptose

esta diretamente relacionada com a patogénese das NMPC.

2.4 Ciclo celular

O ciclo celular € um processo complexo que envolve diversas moléculas
reguladoras e sua desregulagao esta relacionada com o surgimento das neoplasias.
O ciclo celular é dividido em 3 fases. A interfase é a fase na qual ocorre a duplicagao
dos cromossomos e o crescimento celular, sendo subdividida em Fase G1, fase S, e
fase G2. A fase mitética é a fase onde a célula sofre divisdo do nucleo e citocinese,
na qual ocorre a fissdo celular dando origem a duas células filhas. Existe ainda a fase
GO0, que corresponde ao momento em que as células estdo quiescentes , ou seja,
ndo estéo realizando mitose (VAN DEN HEUVEL, 2015). A passagem por essa
sequéncia de fases é regulada por diversas proteinas que controlam a entrada em
G1 e a transigédo entre demais etapas (GAO; LIU, 2019). Destacam-se as quinases
dependentes de ciclina (Cdks) e os inibidores de CDK. Tem ainda papel muito
importante nesse processo a proteina P53, supressora de tumor (GAO; LIU, 2019).

Desregulacédo de moléculas envolvidas no controle do ciclo celular esta
sabidamente ligada ao desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas, incluindo as
NMPC. A mutagdo JAK2 V617F promove alteragéo da expresséo e atividade de

proteinas reguladoras de ciclo celular como CDC25A, ciclina D2 e CDKG,
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contribuindo para a mieloproliferagdo (RAMPAL et al., 2021). Também j& foram
descritos aumento de expresséao de inibidores de CDK em pacientes com PV (DAI,
KRANTZ, 2001), alteragdes no P27 e P53 nas NMPC (FURUHATA et al., 2009;
TOGNON et al., 2016).

2.5 Quinase de adeséo focal (FAK)

A FAK é uma tirosina quinase codificada pelo gene denominado PTK2, que se
localiza na regido cromossémica 8q24.3 e que tem sua expressdo regulada por
fatores de transcricdo como NF-kB e P53 (SULZMAIER; JEAN; SCHLAEPFER,
2014).

A proteina FAK contém trés dominios: o dominio N-terminal (FERM), composto
por uma banda 4.1, ezrina, radixina, homologia de moesina; o dominio quinase
central rico em prolina e o dominio C- terminal, FAT, conforme demonstrado na figura
3 (CHEN, CHENG, 2018; MOUSSON et al., 2018).

Figura 3 - Esquema representativo da estrutura linear da FAK, demonstrando os 3
dominios (FERM, QUINASE E FAT), os residuos de tirosina e regides ricas em

prolina.

FAK

Fonte: Proprio autor (Adaptado de CHEN H., CHENG C.Y. (2018)).

A FAK se localiza no meio citoplasmatico, conectada com as integrinas,
podendo ser ativada por elas e por fatores de crescimentos (DEVAUD et al., 2019).
Ao interagir com as integrinas e com redes de actina, ela desempenha atividade
estrutural, de adesao celular e interagcédo célula-ambiente. A FAK apresenta também
atividade enzimatica (DEVAUD et al.,, 2019). A ativacdo da FAK ocorre por
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mecanismo de autofosforilagdo da tirosina 397 (Y397) e transfosforilagdo por
interacao direta com o dominio FERM N-terminal da FAK nas tirosinas Y861 e Y925,
por exemplo, por interacdo da SRC, PI3K e GRB2 nesse dominio (MITRA;
SCHLAEPFER, 2006; STAHL et al., 2020).

A FAK pode fosforilar diretamente quinases da familia SRC e formar um
complexo de heterodimero (PAUL et al., 2020; SULZMAIER; JEAN; SCHLAEPFER,
2014). Estudo realizado por Frolov e colaboradores (2016) observaram que a inibigdo
da SRC em glioblastoma anula a fosforilagdo de FAK em células tratadas com
imatinibe e nilotinibe (FROLOV et al., 2016).

O complexo FAK-SRC ativado apresenta participagdo em diversas fungdes
celulares normais como sobrevivéncia, proliferagéo, adeséo e motilidade celular. Por
exemplo, as proteinas adaptadoras PAXILINA (PXN) e p130Cas s&o alvos do
complexo FAK-SRC e estdo envolvidas nos ultimos dois processos citados acima
(MITRA; SCHLAEPFER, 2006). As proteinas FAK-SRC-PXN estdo associadas ao
prognostico desfavoravel das neoplasias (KRATIMENOS et al.,, 2017). A via de
sinalizagéao ITGB1/FAK/PXN/AKT regula a adesao focal de células de cancer gastrico
(ZHANG L et al., 2021) e a proteina talin-1 influencia o desenvolvimento do cancer
gastrico através do eixo de sinal PTK2-PXN-VCL-E-Cadherin-CAPN2-MAPK1 (YAN
et al., 2020).

Dessa forma, contribuem para progressao do cancer através da regulagéo
positiva de vias envolvidas nesses processos, por exemplo alterando o
microambiente favorecendo a angiogénese e metastase (KURENOVA, et al. 2004;
MITRA; SCHLAEPFER, 2006; MOUSSON, et. al. 2018; OLIVEIRA, 2013).

Estudos sugerem que a FAK pode atuar regulando a atividade de P33,
interferindo na apoptose celular. Na auséncia da expressdo de FAK, parece haver
um aumento da apoptose, uma vez que a FAK promove a degradagédo de P53
mediada por MDM2 (GILLORY et al., 2015; PAUL et al., 2020). Ademais, os fatores
de transcricao p53 e NF-kB ativam e reprimem o promotor PTK2, respectivamente
(SULZMAIER; JEAN; SCHLAEPFER, 2014).

Além disso, sugere-se que a FAK iniba apoptose relacionada ao receptor de
morte. Estudo realizado por Kurenova e colaboradores (2004), demonstrou que RIP
uma serina / treonina quinase que contém um dominio de morte, quando associada
a FAK esta relacionada com a ativagdo de TNF alfa e do NF-kB. A associag¢do da

FAK com RIP favorecem a resisténcia a apoptose e promovem a sobrevivéncia de
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células tumorais (KURENOVA et al., 2004). A FAK também ativa a via PI3K-AKT que
possui papel de promover sobrevivéncia e protecdo contra a morte celular
programada (SULZMAIER; JEAN; SCHLAEPFER, 2014). Assim como a ativagao de
JAK / STAT3 é importante contribuinte para a progressdo e invasao tumoral, a
sinalizagdo da FAK/STAT3 também exerce efeito na migragéo e invasao de células
cancerigenas (PAUL et al., 2020; CHO et al., 2018).

O complexo FAK-SRC ativado participam da regulagdo de moléculas
envolvidas na progressédo do ciclo celular, podendo desta forma participarem da
progressao tumoral (REISKE et al., 2000). Uma fung¢ao bastante importante da FAK
nesse contexto de ciclo celular € sua interagao com as proteinas P53 e MDM2. P53
€ uma proteina supressora de tumor, com papel muito importante no controle do ciclo
celular. FAK, por sua vez, pode se deslocar para o nucleo e interagir diretamente com
P53, limitando sua atividade, além de promover a degradacdo de P53 pelo
mecanismo dependente de MDM2 (MITRA; SCHLAEPFER, 2006). Além disso, FAK
pode aumentar a expressao de p21 e p27, proteinas inibidoras do ciclo celular, e inibir
a progressao da fase G1-S (MITRA; SCHLAEPFER, 2006). Também ja foi
demonstrado na literatura que FAK pode regular a progresséo do ciclo celular ao
interagir e regular a atividade de proteinas que participam da regulacédo do ciclo
celular, como CDC42 e RUNX1 (CANEL et al., 2017; VAN NIMWEGEN; VAN DE
WATER, 2007). Desta forma, a participagdo da FAK nas neoplasias pode também
envolver o controle do ciclo celular e, portanto, na proliferagdo, além de
adesdo/migragéo e apoptose.

FAK é altamente expressa em varios tipos de cancer, como mama, ovario,
intestino, leucemia mieloide aguda (PAUL et al., 2020). Sulzmaier, Jean e Schlaepfer
(2014) mostram niveis aumentados de mMRNA da FAK em vérias doengas malignas
como tumores ovarianos serosos (~ 37%) 5 e canceres de mama invasivos (~ 26%)
a partir de analise do banco de dados Atlas do Genoma do Cancer (SULZMAIER,;
JEAN; SCHLAEPFER, 2014).

Tem sido demonstrado na literatura que a superexpressao da FAK aumenta a
motilidade e invasdo de células tumorais, acarretando maior capacidade de
metastase do cancer, por meio de mecanismos independentes e dependentes de
quinase (FROLOV et al., 2016; PAUL et al., 2020) e que a FAK tem papel importante
no desenvolvimento, migragdo e invasdao, uma vez que sua inibicdo limitou a

metastase e o crescimento do cancer (STAHL et al., 2020). A FAK regula vias como
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APC / B-catenina, Raf / Ras, PI3K /Akt/ mTOR e BMP / Smad que estdo desreguladas
no cancer. Participa também de vias de sinalizagao proliferativas e anti-apoptdticas,
que quando reguladas positivamente, favorecem a progressdo do tumor. Essa
regulagdo pode ocorrer em células tumorais, hematopoéticas, fibroblastos e
endoteliais, essa ultima esta envolvida com a angiogénese tumoral (DEVAUD et al.,
2020; SULZMAIER; JEAN; SCHLAEPFER, 2014; SOQOD et al., 2010; WARD et al.,
2013).

Gustafsson e colaboradores (2014) demonstraram o envolvimento da atividade
proteina FAK no aumento do numero de células mieléides em modelo knockout para
a proteina Shb em células BCR-ABL positivas, contribuindo para a progressao
leucémica (GUSTAFSSON et al., 2014). Ja foi demonstrado também que a proteina
quimérica BCR-ABL, presente na LMC, é capaz de interagir com FAK, alterando a
adesao celular, culminando na liberagéo prematura das células da medula dssea,
desregulando a hematopoese (MAIA et al., 2013). Além disso, cerca de 40% dos
pacientes com LMA tém expressdo de FAK aumentada, estando associada ao
aumento da proliferacao de blastos, celularidade aumentada e prognésticos ruins
(CARTER et al., 2017).

Apesar dos avangos na identificagdo de mutagbes e desenvolvimento de
medicamentos para as NMPC, mais estudos relacionados a fisiopatologia dessas
doencas se justificam pelo fato das mutagdes identificadas ndo explicarem como uma
mesma alteracao leva a trés doencas com fenétipos diferentes e como pacientes com
a mesma doenga podem ou ndo apresentar determinada mutag&o. Além disso, ainda
nao existe um tratamento farmacoldgico que leve todos os pacientes a remissao
molecular (redugédo da carga alélica) e modifique a histdria natural dessas doencas,
sendo o transplante de medula dssea o unico tratamento curativo (TAVARES et al.,
2019).

Desta forma, considerando que as proteinas FAK e SRC possuem influéncia
nas vias relacionadas a proliferagdo e morte celular, além de ades&o e migragéo, o
presente estudo propde avaliar o papel da via de sinalizagdo FAK/SRC na
proliferacdo e apoptose de linhagem celular JAK2V617F positiva, a fim de obter
melhor compreenséo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessas doencas,

possibilitando no futuro a identificagdo de novos alvos terapéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das proteinas FAK e SRC na proliferagéo e apoptose na

linhagem celular JAK2V617F positiva.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar interacdo das proteinas FAK e SRC utilizando a técnica de

imunoprecipitagao;

2. Avaliar o efeito do inibidor da FAK na viabilidade e proliferacao celular;

3. Avaliar o efeito do inibidor da FAK na apoptose celular avaliando-se a
expressao de PARP clivado e CASPASE-3 clivada por western blotting apés o

tratamento;

4. Avaliar o efeito do inibidor da JAK na via de sinalizagdo da FAK/SRC

através da analise de expressédo das proteinas SRC e P-SRC por western blotting;

5. Avaliar, por meio de analises in silico de bancos publicos, a expressao
génica do gene PTK2 e a sua correlagdo com genes relacionados a proliferacao,

sobrevivéncia e apoptose.

4 METODOLOGIA

Nesta segdo, serao apresentadas as metodologias utilizadas para execugao
desse trabalho. Foram realizados ensaios in vitro de cultura celular para avaliar o
papel da proteina FAK nas células, com uso dos inibidores da FAK PF-562,271 (PF-
271) e da JAK (ruxolitinibe). Em paralelo, foi realizada uma analise de banco de dados
de expressao génica que continham dados de expresséo do gene PTK2, codificador
da proteina FAK.
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A seguir, o delineamento experimental do projeto esta representado em dois

fluxogramas para facilitar a compreenséo (Figura 4A e 4B):

Figura 4 - Fluxograma do delineamento experimental. (A) Esquema representativo
dos experimentos in vitro com a linhagem celular SET-2. (B) Esquema
representativo dos experimentos in silico com banco de dados de expresséo génica

da linhagem SET-2.

(A) :_ - _'"__ ____________ ~/ C:It:ra celular
: Linhagem celular: SET-2
I (JAK2V617F +)
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Fm——mm e ——- 1
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| \‘\,/
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| | Inibidor da FAK: PF 562,271 |
1 | Inibidor da JAK: Ruxolitinibe :
| iy
| \
Ensaio de viabilidade, Extragdo e quantificagdo
proliferacio e IC50 de proteinas
R
Imunoprecipitagdo Western Blotting

\\‘ ///

s

Western Blotting



42

(B) e ————————— e Seleciodobancode dados —————=———ccmmmmaa A

+ (GSE69827, publicado por

Meyeret al (2015)

* Buscano banco de dados publico v" Dadosde RNAseq
“Gene Expression Omnibus” v' SET-2
v" Myeloproliferative v PTK2

¥" com e sem tratamento
com o inibidor da JAK
INC424 (ruxolitinibe)

l RStudio

Analise de Componentes

B diferencial global
Principais (PCA)

‘ Analise de expressdo génica
(DESeq2)

Selecdo dos genes de interesse

=

KEGG (Kyoto Encyclopedia |
of Genes and Genomes) e
Genemania

1 u RStudio

Andlise de expressdo génica 7
diferencial dos genes de interesse ‘
(DESeq2)

Analise de correlagao
(Pearson)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Legenda: MTT: 4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolio;  INC424:
ruxolitinibe, inibidor da JAK; PF-271: Inibidor da FAK; NMPC: neoplasias
mieloproliferativas cronicas; IC50: concentracdo inibitéria de crescimento em 50%.

4.1 Cultura Celular:

Neste estudo foi utilizada a linhagem celular SET-2 como modelo para NMPC.
E uma linhagem megacariocitica isolada de um paciente com Trombocitemia
Essencial, heterozigota para mutagao JAK2V617F. Esta linhagem tem capacidade de
amadurecimento e produz particulas semelhantes a plaquetas sem adicao de TPO e
IL6. Portanto, € adequada para estudos de proliferagdo e mecanismos de
diferenciagéo de células leucémicas (UOZUMI et al., 2000). Foi gentilmente cedida
pela Profa. Fabiola Attié de Castro (FCFRP- USP). A cultura celular foi realizada em
meio RPMI 1640 (LONZA, 12-702F) adicionado de 1% de Penicilina/Estreptomicina
(LONZA, 21F095302) e 20% de soro bovino fetal (LGC Biotecnologia, 10-BIO500)
previamente inativado por tratamento em banho maria a 56°C por 30 minutos. As
células foram mantidas a 37°C em estufa de CO2, sempre na concentragao de 0,5 x

108 por ml. A avaliacdo de sua viabilidade e numero de células foi realizada por
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contagem em Azul de Tripan (Sigma Aldrich, 15250-061) em céamara de neubauer
(Hausser Scientific 3100).

4.2 Ensaio de inibicdo da FAK

O ensaio de inibigdo da FAK com o inibidor PF-562,271 (PF-271) (cddigo
PZ0387, Sigma Aldrich), que tem agao ATP- competitiva (ROBERTS et al., 2008), foi
padronizado apés o teste com varias concentragdes (1 uM; 2,5 yM; 5 pM; 10 uM; 25
MM e 50 uM), por 72 horas e feito o calculo de IC50. A escolha do numero de células
e do tempo de tratamento foi baseada na literatura (DE MARINIS et al., 2019). O
inibidor da JAK INC424, denominado ruxolitinibe (MedChemExpress, codigo
HY50856) foi utilizado na concentragdo de 300nM por 72 horas (MACHADO-NETO et
al., 2018). A escolha da concentragao do inibidor do ruxolitinibe foi baseada na
literatura em que se obteve efeito sobre as células SET-2 (LIMA, LOPES, MACHADO-
NETO, 2021; MACHADO-NETO et al., 2018).

Ap6s os tratamentos, foram realizados os ensaios com MTT para determinagéo
da viabilidade, proliferagdo e IC50 do inibidor da FAK PF-271. Também foi realizada

a analise de expresséo proteica por Western Blotting, conforme detalhado abaixo.

4.3 Ensaio de viabilidade e proliferagcéo

Para avaliagdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio com brometo de
(3(4,5-Dimetiltiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolio (MTT) (Sigma Aldrich, M5655), que
possui uma coloragao amarelada e em células viaveis é reduzido a cristais de
formazan de cor purpura, através de enzimas chamadas redutases. A concentragéo
de cristais formados é diretamente proporcional a concentracao de células viaveis
(KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). Para isso, foram plaqueadas 4 x 10* células
por pogco em placa de 96 pogos de forma que, considerando o volume de inibidor,
DMSO (para controle negativo) ou doxorrubicina (controle positivo), o volume final
fosse 180 pL. Os tratamentos foram realizados em triplicata e foram realizados 3
experimentos independentes. Ressalta-se que a viabilidade celular antes do

experimento foi verificada por azul de tripan, estando acima de 90%. A droga
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doxorrubicina a 10 pM foi utilizada como controle positivo para morte. Apds o tempo
72 horas de tratamento, foram adicionados 20 yL de uma solugéo a 5mg/mL de MTT
e incubou a 37°C em estufa de CO2, durante quatro horas. Posteriormente, foram
centrifugadas a 2000rpm, durante trés minutos, em temperatura ambiente. Apds a
centrifugagao, retirou o sobrenadante e adicionou 200 pyL de DMSO (Sigma Aldrich,
D8418). Foram incubadas novamente a 37°C em estufa durante 30 minutos.
Terminado o periodo de incubacao, foi realizada a leitura em leitor de microplaca
(ThermoFisher Multiskan FC 51119000) a 570nm. Desta leitura, foi calculada a média
da absorbéncia das triplicatas, subtraida da média da absorbéancia do branco e entéo
os controles foram considerados 100% de viabilidade para a confecgao dos gréficos

de viabilidade celular em porcentagem.

Para a determinag&o do IC50 do PF-271, 4 x10* células foram tratadas com o
inibidor da FAK nas concentragdes de 1 uyM; 2,5 pM; 5 uyM; 10 pM; 25 uM e 50 pM por
72 horas. Em seguida, foi realizado o mesmo procedimento para determinacdo da
viabilidade pelo teste MTT, como descrito anteriormente nessa mesma sec¢do. A

determinacgao do IC50 foi feita conforme descrito na seg¢ao “Analise Estatistica”.

Para estimar o quanto da proliferagéo estava sendo reduzida ao se inibir FAK,
os valores de absorbancia ap6s o ensaio de MTT foram plotados na equacgao obtida
a partir de uma curva padrao para se estimar o numero de células em cada poco.
Para fazer a curva padrdo, foram plaqueadas 1x10%, 2x10%, 4x10%, 8x10* e 16x10*
células em uma placa de 96 pogos, em triplicata e realizou-se o ensaio de MTT. Foram
obtidas as absorbancias para cada ponto. A partir desta curva, foi realizada a analise
de regresséo linear e obtida uma equagao, que permitiu estimar o nimero de células
para cada tratamento. Posteriormente, realizou-se a analise estatistica para verificar
a reducdo no numero de célula nos pocgos tratados e dessa forma estimou-se a
reducédo da proliferagdo (MOSMANN, 1983).

4.4 Extracdo e quantificacdo de proteinas

Apés o tratamento, as células foram recuperadas, centrifugadas a 1500 rpm
por 10 minutos a 4°C, o meio foi retirado e entao foi realizada uma lavagem com PBS

estéril por 2 vezes, centrifugando-se a 1500rpm/5minutos/4°C. O lisado celular
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proteico foi obtido adicionando-se 200 yL de Tampéao RIPA (ThermoFisher, 89900),
acrescido no momento da utilizagdo dos seguintes inibidores de fosfatases:
Pirofosfato de Sdédio 2,5mM (Sigma Aldrich, 221368); Ortovanadato de Sédio 1mM
(Sigma Aldrich, S6508) e B-glicerofosfato 1mM (Sigma Aldrich, G9422) e 1% do
coquetel inibidor de protease -PIC (Sigma Aldrich, P8340). Apds a lise, foi realizado o
processo de flushing com seringa de insulina, por 10 vezes e centrifugagdo a 6000
rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi recuperado e o pellet descartado. O lisado
foi armazenado a -80C. Para quantificagédo de proteinas utilizou-se o kit BCA Protein
Assay Kit (Pierce™, 23227), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a
quantificagéo, foi adicionado ao lisado o tampao Laemmli (Tris 1M, SDS 10%, Glicerol
20%, Azul de bromofenol, Beta mercaptoetanol 10%, Agua Milli Q gsp) na proporgéo
para diluir de 5x para 1x e fervido a 95°C por cinco minutos, procedendo-se em

seguida o armazenamento a -20°C ou o SDS-PAGE (Western blotting).

4.5 Imunoprecipitacéo:

Para o ensaio de imunoprecipitacdo, que teve como objetivo analisar a
interagcéo entre FAK e SRC, foram adicionados 10 pL do anticorpo anti-FAK policlonal
(ThermoFisher, AH00502), 30 uL de proteina A-G plus (Merck, US11P05) e 500ug de
extrato proteico em um microtubo de 1,5mL. A mistura foi incubada a 4°C overnight
sob agitac&o. No dia seguinte, as amostras contendo o lisado foram centrifugadas por
um minuto a 800 rpm. Apds recolher e armazenar o sobrenadante, o imunoprecipitado
obtido foi entdo submetido a cinco sucessivos processos de lavagem com a solugéo
tampéo de lavagem constituida por: TRIS-HCI pH 7,5 a 0,1M, EDTA a 0,001M, Triton
100-X a 0,5%yvV/v (Sigma Aldrich, T8787) e Ortovanadato de Sddio a 0,002M (Sigma
Aldrich, S6508). A cada lavagem foi adicionado 1mL de tamp&o de lavagem, seguido
de centrifugacdo por 1 minuto a 800rpm, e posterior retirada do sobrenadante,
preservando o pellet. Ao final das lavagens, foram adicionados 40uL de tampao de
amostra Laemmli ao imunoprecipitado e ao sobrenadante, seguido de fervura a 95°C
por cinco minutos e posteriormente armazenados a - 20°C até a realizagdo do Western

blotting.
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4.6 Western Blotting

As proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), sendo a corrida realizada a 80mV nos primeiros 30 minutos, e 100mV por
cerca de uma hora e meia e 120 V por cerca de duas horas na cuba de eletroforese
(Digel, codigo DGV10). Para a realizagédo da corrida um tamp&o constituido por Tris
25 Mm pH 8.3, Glicina 192 mM, SDS 0,1%, agua Milli Q gsp, foi usado. Para a etapa
de transferéncia foi utilizada uma membrana de PVDF (Amersham Hybond P0.45),
com dimensdes iguais a do gel de poliacrilamida. A membrana foi ativada por dez
segundos em metanol, cinco minutos em agua destilada e dez minutos em tampé&o de
transferéncia (Tris 25 mM pH 8.4, Glicina 192 mM, 20% de metanol, agua Milli Q gsp)
seguida pela montagem do sandwich. A transferéncia foi feita por 2,5h a 0,35A
utiizando a cuba de transferéncia e fonte da BIORAD. Apds a transferéncia, a
membrana foi incubada por duas horas com solugdo de bloqueio constituida por
albumina bovina (BSA) (Sigma Aldrich A2153) 1%, 3% ou 5% diluido em TBS-Tween
0,1% (Tris 20mM, NaCl 150 mM, 0,1% Tween 20), de acordo com o padronizado para
a proteina em questdo (Quadro 1). A incubagdo com anticorpo primario foi feita
overnight a 4 °C, de acordo com as condi¢cdes padronizadas para cada anticorpo
(Quadro 1). Apds a incubacgéo overnight com o anticorpo primario, foram realizadas
trés lavagens de dez minutos com TBS-T e a membrana foi incubada por 45 minutos
com o anticorpo secundario. Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-mouse
IgG (GE Amersham, NA934V) ou anti-rabbit (GE Amersham, NA931V). Apés a
incubacao, foram realizadas trés lavagens de dez minutos com TBS-T e em seguida
foi utilizado o kit Amersham ECL Prime (GE Health Care, RPN2232), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. Na sequéncia, o sinal quimioluminescente foi detectado em
filme fotografico iniciando-se com 1 minuto de exposicdo e adequando o tempo
conforme a necessidade. A revelacdo e fixagdo realizada utilizando-se revelador
(Carestream Dental, 6850051) e fixador (Carestream Denta, 6850069) radiografico.
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47

Anticorpo | Espécie | Marca, cédigo | Solugao Diluicado do Diluicao do
de primario/Diluente | secundario/Diluente
bloqueio
(TBS-
Tween
0,1%)
Anti-FAK | Rabbit | Thermo BSA 3% | 1:1000/BSA1% 1:5000/BSA5%
Fisher
Scientific,
AHO0502
Anti- Rabbit | Cell Signaling | BSA 3% | *n&o padronizado | 1:5000/BSA3%
pFAK Technology,
(y387) 3283S
Anti-SRC | Rabbit | Cell Signaling | BSA 3% | 1:1000/BSA5% 1:5000/BSA5%
Technology,
2108S
Anti-p- Rabbit | Cell Signaling | BSA5% | 1:1000/BSA5% 1:5000/BSA5%
SRC Technology,
2101S
Anti- Rabbit | Cell Signaling | BSA3% | 1:1000/BSA5% 1:5000/BSA5%
PARPc Technology,
9541S
Anti- Rabbit | Cell Signaling | BSA3% | 1:1000/BSA1% 1:2000/BSA5%
Caspase3 Technology,
Clivada 9664S
Anti- Mouse | BIORAD BSA 5% | 1:5000/ leite 5% 1:5000/BSA 5%

Legenda: BSA: albumina de soro bovino.

4.7 Selecéo e analise de banco de dados publico de expressao génica (RNAseq)

Com o objetivo de se analisar a expressao do gene PTK2, codificante da FAK,

em NMPC, foi realizada uma busca no banco de dados publico “Gene Expression

Omnibus”

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)

utilizando-se

palavra-chave

“myeloproliferative”. Dos trabalhos analisados, o banco de dados GSE69827,

publicado por Meyer e colaboradores (2015) foi selecionado por trazer dados de
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RNAseq da linhagem celular SET-2 com e sem tratamento com o inibidor da JAK

INC424 (ruxolitinibe), em diversos esquemas de tratamento.

Primeiramente, foi realizada a Analise de Componentes Principais (PCA) com
todos os genes e todos os grupos de amostras do banco de dados, sendo elas
BMS911543, CYT387, DMSO, 48h INC424, 4h INC424, SAR302503 e NAIVE, para
permitir a visualizagdo global do agrupamento das triplicatas de cada grupo de
amostra e a distribuicdo dos grupos de acordo com a expressdo génica (ABDI,
WILLIAMS, 2010). Foram selecionados entdo os seguintes grupos de amostras para
analise: controle DMSO (GSM1817329, GSM1817330, GSM1817331), tratamento
ruxolitinibe (700nM) INC 48h (GSM1817332, GSM1817333, GSM1817334),
tratamento ruxolitinibe INC 4h (GSM1817335, GSM1817336, GSM1817337). Cada
grupo é composto por suas triplicatas. A seguir, o grafico do PCA, usado para auxiliar

na definicdo dos grupos a serem estudados (Figura 5).

Figura 5 - Ordenacéo produzida por Analise de Componentes Principais (PCA) para

os grupos de amostras do banco GSE69827.
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Legenda: s SET2 BMS _per: Pacientes tratados e resistentes ao inibidor da JAK;
s _SET2_CYT _per: Pacientes tratados e resistentes ao inibidor da JAK1/2;
s_SET2_DMSOQ_4h: Controle DMSO; s SET2_INC_48h: Pacientes tratados com inibidor da
JAK' ruxolitinibe por 48h; s SET2_INC_4h: Pacientes tratados com inibidor da JAK
ruxolitinibe por 4h; s SET2 naive: Controle; s SET2_SAR_per: Pacientes tratados e
resistentes ao inibidor seletivo da JAK2.

Para a sele¢do dos genes a serem avaliados quanto a expressao diferencial e

correlagdo com o gene PTK2, foi realizada uma busca por “PTK2” na base de dados
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KEGG PATHWAY Database (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), uma base
de dados que contém informacdes das fungdes dos genes ou moléculas, das vias que
estao envolvidos e como estédo associadas (KANEHISA; FURUMICHI; SATO, 2021).
Foram selecionados 66 genes que codificam proteinas que participam de vias
relacionadas a proliferacao, sobrevivéncia, apoptose, inflamagéo e adesdo, sendo a
maioria deles participantes das vias “Focal Adhesion (kKO04510)” e “PI3K/AKT”
(KO04151). Alguns genes nao foram selecionados pela sua auséncia no banco de
dados trabalhado. Os 66 genes selecionados foram: PTK2, ACTB, AKT1, BAD, BCAR,
BCL2, BID, BMF, CAPN1, CAPS7, CASP3, CASP8, CASP9, CASS4, CCNA1,
CDC42, CDKN1A, CDKN1B, CRK, CTNNB1, DCC, DOCK1, EDIL3, EFS, ELK1, FAS,
FLNA, FYN, GRB2, GRB7, HRAS, IL12RB2, ITPKC, JAK2, JUN, KRAS, MCL1,
MDM2, MTOR, PAK, PARP1, PARVA, PDGFRB, PDK1, PIK3IP1, PTEN, PTRH2,
PXN, RAC, RAP1B, RASGRF2, RHOA, ROCK, RPTOR, SHC1, SMEK1, SOS1, SRC,
STAT1, STAT5A, TLN1, TP53, VASP, VAV1, VCL e ZYX.

4.8 Anadlise Estatistica

O IC50 foi obtido apds analise de regressao nao linear entre a viabilidade
versus logaritmo da concentragdo molar do PF-271 utilizando-se os softwares livres
R e R studio (R CORE TEAM, 2021) e o pacote “drc” (RITZ et al., 2015). Para analise
dos dados de viabilidade, foi empregado o teste de ANOVA seguido de pds-teste de
Tukey e para andlise da proliferacéo foi realizada a regresséo linear. Ambas as
analises foram realizadas no software JAMOVI (THE JAMOVI PROJECT, 2021). Para
as analises de expressdo proteica, utilizou-se o software Imaged (SCHNEIDER,;
RASBAND; ELICEIRI, 2012).

Com relagao as analises de expressao génica no banco publico de RNAseq,
foram utilizados os softwares livres R e R studio (R CORE TEAM, 2021). Para
avaliagdo da distribuicdo das amostras de acordo com a expressao génica global foi
realizada a anadlise de componente principal (PCA), uma técnica de andlise
multivariada que pode ser usada para analisar interrelagdes entre um grande numero
de variaveis e explicar essas variaveis em termos de seus componentes (ABDI;
WILLIAMS, 2010). Para a andlise da expressao génica diferencial (DEG), foi utilizado
o pacote DESeq2, no R (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Para a confec¢do do
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heatmap referente aos resultados da DEG global, foram selecionados os 40 genes
mais significativos (p<0,01) e usado Log de “Fold Change” (logFC) > 2 como critério
de selegédo e utilizou-se o pacote ComplexHeatmap (GU; EILS; SCHLESNER, 2016).

A partir dos resultados da DEG global, foram plotados os heatmaps, volcanoplot
e diagrama de caixas (“boxplot’) dos 66 genes selecionados. Posteriormente,
realizou-se a analise de correlag&o de Pearson entre o gene PTK2 e os demais genes.

Foram consideradas significantes as analises que apresentaram p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Interacéao proteinas FAK e SRC

Com o objetivo de confirmar a interagéo das proteinas FAK e SRC na linhagem
celular SET-2, foi realizado o preparo do lisado celular, seguido de imunoprecipitacao

da proteina FAK e imunoblotting para SRC (Figura 6).

Figura 6 - Imunoprecipitagdo da FAK e imunoblotting da FAK e da SRC (resultado

de um unico experimento).

Sobrenadante
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Legenda: IP: Imunoprecipitado; ~: aproximadamente

Conforme mostrado na Figura 6, foi possivel observar a presenca da FAK (125
KDa) e da SRC (60 KDa) no lisado, mostrando que a linhagem SET-2 expressa
ambas as proteinas. No entanto, nao foi possivel visualizar a presenca da SRC no
IP, apenas no sobrenadante. Dessa forma, nao foi possivel demostrar a interagéo
FAK e SRC nesta linhagem. Destaca-se que a banda de aproximadamente 55kDa
correspondente a cadeia pesada da 1gG, que é a anti-FAK utilizada para realizagao
do IP, pois as cadeias pesadas de |gG aparecem em aproximadamente 55 kDa,
enquanto as cadeias leves de IgG aparecem em aproximadamente na regido de 28
kDa (DECAPRIO; KOHL, 2017).
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5.2 Ensaio de determinacédo do IC50 do inibidor da FAK (PF271)

O valor do IC50 do inibidor PF-271 foi determinado a partir do tratamento das
células SET-2 por 72 horas nas concentragdes de 1 uM, 2,5 uM, 5 uyM, 10 uM, 25 yM
e 50 uyM e ensaio com MTT. Posteriormente, foi feita analise de regressao nao linear
e plotado um gréafico com a viabilidade em porcentagem versus log da concentracao

de PF-271 (Figura 7).

Figura 7 - Gréafico de dose-resposta usado para célculo do valor de IC50.

(Resultado de trés experimentos independentes).
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Legenda: ICso: Concentracao Inibitéria de 50% da viabilidade das células. Error:

Desvio padrao.

Conforme indicado na figura 7, a concentragdo que reduziu em 50% a

viabilidade das células SET- 2 foi de 3.1183 uM.

5.3 Avaliagcdo do efeito inibidor da FAK PF-271 na proliferacdo celular de
linhagem celular SET-2

Avaliou-se o efeito do inibidor da FAK (PF-271) e inibidor da JAK (ruxolitinibe)
na proliferacao das células SET-2 nas concentrag¢des 1 uM, 2,5 uyM, 5 pM, 10 uM, 25
MM e 50 yM para PF-271 e 300 nM para ruxolitinibe, por 72 horas. A figura 8
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representa a proliferagao celular em porcentagem (%) para cada amostra, tratadas e
nao tratadas.
Figura 8 - Efeito do inibidor PF-271 na proliferagao celular da linhagem SET2.
Porcentagem da proliferagéo celular para cada tratamento em relagéo ao controle

(resultado de trés experimentos independentes).
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Legenda: CTRL: Controle; PF: inibidor da FAK e suas concentragbes; RUXO:
ruxolitinibe, inibidor da JAK utilizado na concentragcdo 300 nM. ***p<0.001; Barras
representam desvio padrao.

Considerando a absorbancia e o numero de células, pode-se estimar uma
redugéo de 12,3%, 70,1%, 80%, 78%, e 85,6% na proliferagdo apds tratamento com
PF-271 nas concentragbes 1 uM, 2,5 yM, 5 pM, 10 puM, 25 pM e 50 uM,
respectivamente (Figura 8). Para o tratamento com ruxolitinibe 300 nM, a redugéo na
proliferacéo foi de 88,5 % (Figura 8) e 80,6% para doxorrubicina. A concentragdo de

1 M do inibidor da FAK n&o diminuiu a viabilidade celular.

5.4 Avaliacdo do efeito inibidor da FAK PF-271 na viabilidade da linhagem
celular SET-2

Os resultados dos ensaios de viabilidade celular apds tratamento com PF-271
nas concentragbes 1 yM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 pM e 50 pM, ruxolitinibe 300 nM
e doxorrubicina 10 uM (controle positivo), por 72 horas, estédo representados na figura
9.
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Figura 9 - Efeito do inibidor PF-271 na viabilidade da linhagem SET-2. (Resultado

de trés experimentos independentes).
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Legenda: ***: p<0,001 em comparagéo ao controle. CTRL: Controle; PF-271: inibidor
da FAK; DOXO: Doxorrubicina; RUXO: Ruxolitinibe. Foi feita analise estatistica utilizando-
se o teste de ANOVA seguido de post-test de Tukey.

O tratamento com PF-271 nas concentragbes 1 uyM e 2,5 yM n&o induziram
alteracédo significativa da viabilidade, tendo apresentado aumento de 10,3% e
diminuigdo de 23,3%, respectivamente. Os tratamentos com 5 pM, 10 uM, 25 pM e
50 pyM de PF-217 reduziram significativamente a viabilidade celular, sendo a redugéo
de 71,5%, 85,5%, 83,7% e 86,3% respectivamente. O ruxolitinibe reduziu 85% da
viabilidade celular. A doxorrubicina reduziu a viabilidade em 83,2% (Figura 9). A figura
10 ilustra o aspecto das células SET-2 no controle, apds o tratamento com PF-271
na concentragdao de 10 pM e apdés o tratamento com doxorrubicina 10 pM,
evidenciando a redugédo do numero e alteragdo da morfologia no tratamento com PF-
217.
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Figura 10 - Comparagéo da cultura celular SET-2 apds tratamento com PF-271 e

doxorrubicina.

Legenda: PF 10 pM: Inibidor da FAK PF-271 na concentragdo 10 yM; DOXO:
Doxorrubicina, controle positivo de morte.

5.5 Efeito do inibidor da FAK PF-271 na apoptose da linhagem celular SET-2.

Apos tratamento com PF-271, nas concentragbes 5 yM e 10 yM, assim como
com o ruxolitinibe, na concentragdo 300 nM, foi realizada a detec¢do da proteina
PARP clivada (PARPc, 89 kDa), SRC (60 kDa), p-SRC (60 kDa) e Actina (42 kDa)
por western blotting (WB), representadas na figura 11A. Foi feita analise
semiquantitativa do WB normalizando-se os valores de PARPc e caspase3 clivada
pela actina e p-SRC pela SRC, conforme mostrado nas figuras 11B e 11C.

Figura 11 - Efeito do inibidor PF-271 na apoptose da linhagem SET-2. Andlise da

expressao de PARP clivada, Caspase3 clivada, p-SRC e SRC apds tratamento com
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PF-271 5 yM e 10 pM, ruxolitinibe 300 nM e doxorrubicina 10 pM. A actina foi

utilizada como controle endégeno.
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Legenda: CTRL: Controle; PF-271: inibidor da FAK; DOXO: doxorrubicina; RUXO:
ruxolitinibe. Actina: Controle endégeno. PARPc: PARP clivada; kDa: Quilo Dalton.

A fim de se avaliar o efeito dos inibidores na atividade da proteina FAK, foi
realizada a detecgdo das proteinas p-SRC e SRC, conforme mostrado na figura 11A,
por WB. Foi possivel verificar a diminuigdo da fosforilagdo de SRC nas células
tratadas com inibidor PF-217, demonstrando que o tratamento com o inibidor teve
efeito na sinalizagdo FAK/SRC (Figura 11A). Foi possivel observar que o ruxolitinibe
também levou a redugéo da p-SRC, assim como a doxorrubicina. Por meio da analise

de densitometria no programa ImagedJ, foi observada diminui¢do da fosforilagdo
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sendo a razdo P-SRC/SRC nos tratamentos com PF-271 5 yM e 10 pM de 0,334 e
0,339 vezes a razao no controle. O tratamento com ruxolitinibe levou a uma
diminuicdo mais intensa da fosforilagdo, sendo 0,126 vezes em comparagéo ao
controle (Figura 11B).

A fim de verificar a ocorréncia de apoptose na linhagem celular SET-2 apés o
tratamento com o inibidor PF-271, foi realizada a marcagédo de PARPc. Como pode
ser observado na figura 11A, foi detectada a expressdo da PARPc nas amostras
tratadas com PF-271 nas duas concentragdes (5 pM e 10 pM), assim como no
controle positivo (doxorrubicina 10 yM) e no tratamento com ruxolitinibe a 300 nM,
indicando a indugao da apoptose.

Ao realizar-se a quantificagao por densitometria das bandas, foi observado que
houve um aumento de aproximadamente 8,08 e 11,70 vezes de PARPc nos
tratamentos com PF-271 nas concentragdes 5 uM e 10 yM com relagao ao controle,
respectivamente. Por sua vez, a amostra tratada com doxorrubicina apresentou
aumento de aproximadamente 21,73 vezes em relagdo ao controle e o ruxolitinibe
apresentou aumento de 6,58 vezes (Figura 11C).

Ainda analisando se a inibicdo de FAK induz apoptose, a expresséo da
caspase3 clivada foi 61,25 vezes e 20,09 vezes maior nas células tratadas com PF-
271 nas concentragcdes 5 pM e 10 pM respectivamente, 10,5 vezes nas células
tratadas com ruxolitinibe 300nM e 54,34 vezes nas células tratadas com

doxorrubicina 10 yM (Figura 11D).

5.6 Analise in silico de banco de expressao génica da linhagem SET-2

Com o objetivo de analisar o perfil de expressdo génica do gene PTK2, que
codifica a proteina FAK, tal como a sua correlagcédo com genes envolvidos em vias de
proliferacdo, apoptose e adesado, optou-se em trabalhar com o banco de dados
GSE69827 que se trata de um banco de dados de RNAseq da linhagem celular SET-
2.

5.6.1 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL GLOBAL
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A andlise da expressado génica diferencial global (DEG) entre os grupos
Controle (DMSO) e INC 4h resultou em 3623 genes diferencialmente expressos
(P<0.01). Ja a analise de DEG entre o grupo Controle (DMSQO) e o grupo INC 48h
resultou em 8539 genes diferencialmente expressos e 5615 entre grupo INC 4h e INC
48h. A partir destas analises, foram confeccionados heatmaps (mapa de calor) com
0s 40 genes com maior LogFC (Figura 12). A seguir constam as tabelas contendo os
top10 genes que apresentaram maiores LogFC na analise entre os grupos (Tabelas
1,2e3).



Tabela 1 - Lista dos 10 genes que apresentaram maior valor de LogFC quando
comparada a expressao génica entre o grupo controle e INC 4h.

CONTROLE DMSO x INC 4h

Genes Log2FoldChange
SOCS3 -3,4558
PIM1 -2,3140
CCNG2 2,99394
EGR1 -3,9409
CISH -2,4774
HSPAS8 -1,6423
ANKZF1 1,5898
RFX3 2,1568
ID1 -3,3286
PFKFB4 1,4948

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 2 - Lista dos 10 genes que apresentaram maior valor de LogFC quando
comparada a expressao génica entre o grupo controle e INC 48h.

CONTROLE DMSO x INC 48h

Genes log2FoldChange
TXNIP 2,6230
DUOX2 3,7434
WARS -2,3462
TP53INP1 5,3451
ALAS2 3,0194
TIMP3 -2,1443
ZFP36L2 2,5038

UBASH3B -2,2331



CALCOCO1 2,6730
PSAT1 -3,3796
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 3 - Lista dos 10 genes que apresentaram maior valor de LogFC quando
comparada a expressao génica entre o grupo INC4h e INC 48h.
INC 4h x INC 48h

Genes log2FoldChange
CBS 2,6306
ALAS2 -2,5916
RNASE1 -3,1419
DUOX2 -2,8675
PSAT1 3,6050
PHGDH 3,0067
WARS 2,4820
TXNIP -1,7970
EPB42 -2,1367
ACSM3 -1,7917

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 12- HeatMap demonstrado a analise da expresséo génica diferencial global dos 40 mais significativos/diferencialmente

expressos, comparando o grupo controle DMSO e os tratamentos com INC 4h e INC 48h.
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azul a diminuigdo da expresséo génica
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E possivel observar alteragées no padrdo de expressdo génica entre os
diferentes grupos analisados. E notavel que essas alteragées foram mais evidentes
quando foram comparados o grupo controle (DMSQO) com o tratamento em maior
tempo, INC 48h (Figura 12). A diferenca entre os grupos INC 4h e INC 48h também

fica evidente neste mapa de calor.

5.6.2 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DOS GENES
SELECIONADOS

A analise de expressao génica global realizada pelo DESeq2, apresentou os
seguintes resultados para os 66 genes selecionados: 21 genes se mostraram
diferencialmente expressos entre o grupo controle (DMSQO) e INC 4h, sendo eles
CDKN1B, PIK3IP1, BMF, MCL1, PDK1, STAT1, STAT5A, PTRH2, ZYX, ACTB,
CASS4, CRK, JAK2, TP53, PXN, SOS1, RPTOR, EDIL3, CDKN1A, MDM2 e BID
(p<0,05). Quando comparados os grupos controle (DMSO) e INC 48h, 42 genes se
mostraram diferencialmente expressos, sendo eles PIK3IP1, STAT1, ZYX, ACTB,
STATS5A, SOS1, JAK2, CDKN1B, BMF, RAP1B, VASP, MCL1, HRAS, IL12RB2,
MDM2, PARP1, MTOR, CRK, CASS4, KRAS, VAV1, BID, SMEK1, CDKN1A, BCL2,
PTRH2, GRB2. CTNNB1, BCAR1, CDC42, TLN1, FLNA, BAD, ITPKC, RACT,
CAPN1, VCL, PTK2, SHC1, SRC, PXN e PTEN (p<0,05). Em relagao a comparagéo
entre os grupos INC 4h e INC 48h, 38 genes apresentaram diferenga na expresséo,
sendo eles, STAT1, ZYX, PIK3IP1, RAP1B, VASP, ACTB, PDK1, CDKN1A, MTOR,
FLNA, STAT5A, IL12RB2, TP53, SOS1, JAK2, HRAS, KRAS, MDM2, VAV1, VCL,
PARP1, SRC, GRB2, CDC42, FYN, RPTOR, SMEK1, BID, CASPS8, ITPKC, RHOA,
CTNNB1, BCL2, MCL1, BCAR1, BAD, ROCK1 e CASP7 (p<0,05). Os resultados da
expressao diferencial dos 66 genes foram utilizados para a confecgédo do heatmap,

conforme mostrado na figura 13.
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Figura 13 - HeatMap demonstrado a andlise da expresséo génica diferencial dos genes selecionados comparando o grupo
controle DMSO com o tratamento INC 4h e tratamento INC 48h.
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Legenda: s SET2_DMSOQO_4h: Controle DMSO; s_SET2_INC_4h: Pacientes tratados com inibidor da JAK ruxolitinibe por 4 horas;
s_SET2_INC_48h: Pacientes tratados com inibidor da JAK ruxolitinibe por 48 horas. Em vermelho observamos aumento da expressao e
em azul a diminuicdo da expresséo dos genes
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Conforme demonstrado na figura 13, o tratamento com INC 48h levou a
alteragbes mais evidentes na expressao génica quando comparado ao controle

(DMSO), tendo perfil semelhante ao resultado da analise de expresséo génica global.

Foi realizada a plotagem do grafico Volcano plot para possibilitar melhor
visualizacdo dos genes que apresentaram diferencialmente expressos, sendo
possivel constatar se os genes foram regulados mais positivamente ou

negativamente, conforme demonstrado na figura 14.



65

Figura 14 - Genes regulados positivamente e negativamente dos 66 genes selecionados, entre os grupos controle DMSO,
tratamento INC 4h e tratamento INC 48h. (A) Comparacéo entre INC 4h e INC48h. (B) Comparagéo entre controle DMSO e
INC48h. (C) Comparacéo entre controle DMSO e INC4h

(A) (B) (€)
DEG analysis DEG analysis DEG analysis
40~
= 25 . [
® § 100 8
% 30 8 e 20
& - o
_(%” 7] -(%’15
. s G 50 e =
o = . g 10
o b2 o
2 qp- . .. :—D - o 7
x — 29 ° s 5 .
5 o * ' = '
. . .
... - [} .
o 58 KV
0 LA * 0 ee ® h » 0 .
L T A0 g 3 2
Fold Change Fold Change Fold Change

Legenda: Em preto: Genes nao significativos; Vermelho: regulados positivamente; Verde: Regulados negativamente. Significancia p<0,05.
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Os diagramas de caixa (“boxplot’) mostrados a seguir (Figuras 15, 16, 17 e 18),
representam a expressao dos genes de interesse nos trés grupos, divididos por seus
papeis relacionados a apoptose, proliferagdo/sobrevivéncia, ciclo celular e

ades&o/migragao.



67

Figura 15 - Analise de expressao diferencial dos genes relacionados com ades&o/migragao nos grupos controle DMSO,

tratamento ruxolitinibe (INC424) 4 horas e 48 horas.
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Legenda: * <0,05; ** <0,01; ***<0,001. Valores significativos entre tratamento 4 horas e 48 horas em comparagao ao controle DMSO.
CTRL.DMSO: controle positivo; INC.4.HRS: tratamento com inibidor da JAK, ruxolitinibe (INC424) por 4 horas; INC.48.HRS: tratamento com
inibidor da JAK, ruxolitinibe (INC424) por 48 horas.
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Figura 16 - Analise de expressao diferencial dos genes relacionados com proliferagdo/sobrevivéncia nos grupos controle DMSO,

tratamento ruxolitinibe (INC424) 4 horas e 48 horas.
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Legenda: * <0,05; ** <0,01; ***<0,001. Valores significativos entre tratamento 4 horas e 48 horas em comparag&o ao controle DMSO.
CTRL.DMSO: controle positivo; INC.4.HRS: tratamento com inibidor da JAK, ruxolitinibe (INC424) por 4 horas; INC.48.HRS: tratamento com
inibidor da JAK, ruxolitinibe (INC424) por 48 horas.
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Figura 17 - Analise de expressao diferencial dos genes relacionados com ciclo celular nos grupos controle DMSO, tratamento
ruxolitinibe (INC424) 4 horas e 48 horas.
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Legenda: * <0,05; ** <0,01; ***<0,001. Valores significativos entre tratamento 4 horas e 48 horas em comparag¢ao ao controle DMSO.
CTRL.DMSO: controle positivo; INC.4.HRS: tratamento com inibidor da JAK, ruxolitinibe (INC424) por 4 horas; INC.48.HRS: tratamento com
inibidor da JAK, ruxolitinibe (INC424) por 48 horas.
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Figura 18 - Analise de expresséo diferencial dos genes relacionados com a apoptose nos grupos controle DMSO, tratamento
ruxolitinibe (INC424) 4 horas e 48 horas.
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A expressdo do gene PTK2 apresentou-se aumentada no grupo INC 48h
comparado ao controle (DMSO) (p = 0,012). Da mesma maneira, os genes PXN,
SRC, TLN1, DCC, ITPKC, FLNA, IL12RB2, JAK2, PTEN, STAT5A, PIK3IP1, SOS1,
CAPN1, CDKN1A, CDKN1B, BAD, BMF e SHC1 apresentaram expressao
aumentada enquanto os genes BCL2, BID, CASS4, CRK, GRB2, KRAS, MCL1,
MDM2, MTOR, PARP1, PTRH2, RAP1B, STAT1, VCL, ACTB, ZYX, VASP, CTNNB1,
BCAR1, SMEK1, RAC1, VAV1, HRAS e CDC42 apresentaram expressao diminuida
apo6s tratamento de 48 horas com INC em comparagéo ao controle DMSO (Figuras
15 a 18). Comparando o grupo controle DMSO e INC 4h, os genes CDKN1B, BMF,
PXN, STAT5A, TP53, JAK2, PIK3IP1, RPTOR, SOS1 e PDK1 tiveram sua expresséo
aumentada e os genes CASS4, MCL1, PTRH2, STAT1, BID, CRK, EDIL3, ACTB,
ZYX, BCAR1, CDKN1A e MDM2 mostraram-se com a expressao diminuida. No que
concerne a comparacgéo INC 4horas x INC 48 horas os genes STAT1, ZYX, RAP1B,
VASP, ACTB, PDK1, MTOR, TP53, HRAS, KRAS, MDM2, VAV1, VCL, PARP1,
GRB2, CDC42, FYN, RPTOR, SMEK1, BID, CASP8, RHOA, CTNNB1, BCL2, BCAR1
e ROCK1 apresentaram aumento da expressdo e os genes PIK3IP1, CDKN1A,
FLNA, STAT5A, IL12RB2, SOS1, JAK2, SRC, ITPKC, MCL1, BAD e CASP7

diminuiram (Figuras 15 a 18).

5.6.3 ANALISE DE CORRELACAQO

A analise da correlagdo entre a expressao do gene PTK2 com os 65 genes
selecionados foi feita utilizando-se o teste de Correlagao de Pearson e foram plotados
os graficos dos genes que apresentaram significancia, separados pelas vias em que

suas fungbes estao relacionadas (p<0,05) (Figura 19).
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Figura 19 - Correlagcéo entre a expresséo do gene PTK2 e os genes ACTB, BCAR1, BCL2, BID, BMF, CASS4, CDKN1B, CRK,
JAK2, MCL1, MDM2, PIK3P1, PTEN, PTRH2, PXN, SOS1, STAT1, STAT5, VASP, VAV1 e ZYX.
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O PTK2 apresentou correlagéo positiva com o gene BMF, pro-apoptético, com
o gene CDK1NB que inibe ciclo celular, com o gene da Paxilina (PXN) que atua no
controle da adesdo e migragcédo celular e com os genes da JAK2, PTEN, STATS,
PIK3P1 e SOS1 que exercem participam da regulagéo da proliferacao celular.

PTK2 apresentou correlagdo negativa com genes anti-apoptéticos BCL-2 e
MCL1, com gene BID um pré-apoptético, com o gene PTRH2 que participa na indugao
da apoptose por perda de adesdo (anoikis), com ACTB, ZYX, BCAR1 e VASP genes
relacionados a ades&o e migracao celular, com gene MDM2 que promove degradacéo
de p53 e com genes CRK, CASS4, VAV1 e STAT1, relacionados com proliferacao
celular.

A tabela 4 a seguir descreve as interagdes que ocorrem entre PTK2 e os 21

genes que apresentaram correlagéo significativa.
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Tabela 4 - Genes com correlacdo significativa e suas respectivas relagbes com o

PTK2.
Genes Correlacao Interacao
PXN Positiva Interacao fisica
Participagdo na mesma
via.
Predicao
JAK2 Positiva Co- expresséao
Interacgéo fisica
Predicao
Dominios de proteina
compartilhados
PTEN Positiva Interacgéo fisica
Predicao
STAT5S Positiva Co- expresséo
PIK3IP1 Positiva Interagéo genética
SOS1 Positiva Interacgao fisica
Participacéao de via
BMF Positiva Interagéo genética
CDKN1B Positiva Co- expresséo
CRK Negativa Interacgéo fisica
PTRH2 Negativa Participacao de via
CASS4 Negativa Interacgéo fisica
ACTB Negativa Interacgéo fisica
ZYX Negativa Participacao de via
VASP Negativa Participacao de via
BCAR1 Negativa Co- expresséo

Interag&o genética

Participacéo de via
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Interacao fisica

Predicao
STAT1 Negativa Interacgéo fisica
Co- localizagao
Predicao
VAV1 Negativa Participacao de via
BCL2 Negativa Interagéo genética
BID Negativa Co- expresséao
MCL1 Negativa Participacéo de via
MDM?2 Negativa Interacao fisica

Fonte: geneMANIA (http://www.genemania.org)

Muitas dessas correlagcdes nao podem ser explicadas considerando apenas o
papel de cada proteina codificada por esses genes na célula. No entanto, os achados
dessas analises abrem a possibilidade de estudar e validar a relagdo entre essas

moléculas e a FAK em células JAK2V617F positivas.

6 DISCUSSAO

O entendimento do papel das proteinas FAK e SRC nas NMPC ¢ interessante
pois, sabe-se que o complexo FAK-SRC tem envolvimento na adesao, migracéo,
sobrevivéncia, apoptose e progressao do ciclo celular. FAK-SRC s&o encontradas
ativadas em células tumorais e foram correlacionadas com a metastase e
angiogénese tumoral por meio de mecanismos dependentes e independentes de
quinase (MITRA, SCHLAEPFER, 2006; SULZMAIER, JEAN, SCHLAEPFER, 2014).

SRC é uma proteina relacionada com a motilidade, apoptose, adesé&o, controle
do ciclo celular, diferenciagéo celular e transducéo de sinal, ela é formada por um
dominio SH N-terminal, um dominio SH3, um dominio SH2, um dominio quinase e
uma regiao reguladora C-terminal e tem 60kDa (VENKATA et al., 2016). A FAK, uma
tirosina quinase ndo receptora, participa de eventos de sinalizagdo capazes de
regular a sobrevivéncia, proliferagdo e migracao celular (LV et al., 2018).

As proteinas FAK e SRC podem fosforilar varias proteinas adaptadoras, além

de se relacionar com outras vias, elas interagem entre si, formando um complexo
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para que elas sejam capazes de exercer suas fungdes nas células. FAK e SRC
interagem por meio dos dominios SH2 e SH3 (VENKATA et al., 2016). Lindfors e
colaboradores (2011), sintetizaram peptideos derivados de FAK (motivos de ligagédo
SH3 e SH2) a fim de compreender a fungéo desses dominios. Eles observaram que
para FAK ser ativada tem que ocorrer a interagédo inicial de SH3 em SRC e posterior
SH2 que estabelece uma interagcao mais forte, juntamente com a auto fosforilagdo de
FAK (LINDFORS et al., 2011). Frolov e colaboradores (2016) relataram que o uso de
inibidor da SRC leva uma inibigéo da fosforilagéo de tirosina da FAK (FROLOV et al.,
2016). Dessa forma, para exercer sua fungéo nas células essas proteinas exercem
interacao entre elas.

A anadlise proteica permite elucidar as fungbes das proteinas em condi¢des
normais e patolégicas. Na avaliagdo da interagao entre FAK e SRC nao foi possivel
detectar banda referente a SRC no IP, apenas. A auséncia da deteccéo da proteina
na amostra do IP pode ser explicada pela baixa quantidade de proteina obtida no
processo de extragao proteica, influéncia do tampéao de lise, perda de afinidade do
anticorpo usado na detecgao, tempo curto de incubacgéo, degradacédo ou perda da
proteina no processo ou pode ser devido a nao fosforilagdo prévia da FAK, ficando
inativada e assim impossibilitando a interacdo com SRC (DECAPRIO; KOHL 2017;
LINDFORS et al., 2011; VENKATA et al., 2016).

Submeter as células a diferentes concentragcées de um determinado composto
e avaliar o seu efeito sobre a viabilidade delas em comparagdo ao controle (nao
tratados) nos permite avaliar a susceptibilidade das células a diferentes moléculas,
sendo possivel verificar se existe uma relagdo entre a dose de um composto e a
resposta do ensaio. Com isso, a partir dessa analise de viabilidade em relagdo ao
logaritmo da concentragcdo do inibidor pode-se obter a curva dose-resposta usada
para estimar o IC50 do inibidor da FAK (SEBAUGH, 2011; VIS et al.,, 2016). A
determinagdo do IC50 é uma pratica laboratorial comumente empregada que
contribui na descoberta de novas drogas por auxiliar na padronizagdo das
concentragdes dos compostos a serem testados in vitro e prever valores a serem
usados em ensaios pré-clinicos. Por essa razao, compreender as fontes de
variabilidade e usar métodos padronizados € importante para o desenvolvimento da
pesquisa (KALLIOKOSKI et al., 2013; VOLPE; HAMED; ZHANG, 2014). O valor da
IC50 do PF-271 na SET-2 foi de 3,1887 uM.
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No presente estudo foi observada redugdo da proliferagcdo e da viabilidade
apés tratamento com o inibidor da FAK, PF-271. Tancioni e colaboradores (2015)
avaliaram efeito desse inibidor a 0,1 uM no cancer de mama e revelaram redugao da
fosforilagdo de AKT e de uma proteina do complexo mTOR, confirmando que FAK
pode estimular a ativagdo dessa via. PISK/AKT/mTOR encontra-se frequentemente
ativada em varios canceres e participa de processos de proliferacéo, angiogénese,
metabolismo, diferenciacdo e sobrevivéncia (FANG et al., 2013; TANCIONI et al.,
2015). O bloqueio dessa via inibe a proliferag&o in vitro de células-tronco do cancer
colorretal (AOKI; FUJISHITA, 2017; FANG et al., 2013; XIA; XU, 2015). O uso do PF-
271 estabilizou o quadro de pacientes com cancer pancreatico, célula escamosa
carcinoma e cancer de prostata resistente a castracdo (INFANTE et al., 2012). Da
mesma forma a inibicdo de FAK com PF-271 diminuiu o crescimento do cancer de
tireoide em modelo animal (KESSLER et al., 2016). Stokes e colaboradores (2011)
correlacionaram o inicio do tratamento com PF-271 com a diminui¢cdo de macréfagos,
proliferacéo de células tumorais e redugdo no volume tumoral no cancer pancreatico
(STOKES et al., 2011). O tratamento com um outro inibidor da FAK (PF-573,228)
diminuiu a viabilidade, migragao, invasao e adesao do cancer cervical por reverter a
regulacdo positiva da glicoproteina de matriz extracelular FN1 que tem papel
importante na diferenciacdo, crescimento, migragdo celular e transformagéo
oncogénica, sugerindo participacdo na via de sinalizagdo da FAK (ZHOU; SHU;
HUANG, 2019). A eficacia do PF-271 na inibi¢gdo da proliferagdo de tumores sdlidos
em modelos animais foi demostrada por estudos que relataram que o crescimento do
tumor e a capacidade do tumor de se recuperar foram afetados apds tratamento
(BAGI; ROBERTS; ANDRESEN, 2008; ROBERTS et al., 2008; SLACK-DAVIS et al.,
2009). O efeito dos inibidores na viabilidade se da pelo envolvimento dessas
proteinas na ativagao de vias a jusante relacionada a sobrevivéncia celular (CHO et
al., 2018; GUO et al, 2020; SAJADIMAJD et al., 2020; TANCIONI et al., 2015; ZHAO;
GUAN, 2011; ZHOU; SHU; HUANG, 2019).

O efeito do ruxolitinibe na diminui¢gao da proliferagéo ja € conhecido visto que foi
desenvolvido para inibir seletivamente a tirosina quinase JAK, mais especificamente
JAK1 e JAK2, pois esta tirosina quinase apresenta a mutagédo V617F, responsavel
pela ativagéo constitutiva da mesma e consequente ativagédo do transdutor de sinal e
ativador da transcricdo denominado STAT e vias a jusante, desregulando a

expressao de genes relacionados a proliferagao e morte celular (XIN et al., 2020). De
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forma semelhante, a fosforilagdo de FAK também leva a ativagdo de STAT3 (CHO et
al., 2018; JOHNSON; O'KEEFE; GRANDIS, 2018). Nossos resultados demonstram
que a inibicdo da JAK levou a diminuicéo da fosforilagdo de SRC. E conhecido que
SRC é capaz de fosforilar JAK2, estando localizada a montante dela (LIU; ZHOU; LI,
2018). Além disso, as quinases da familia SRC juntamente a JAK ativam vias de
sinalizagdo intracelulares, incluindo a fosforilagdo de STAT (SZILVESZTER,
NEMETH; MOCSAI, 2019; TUNDWAL; ALAM, 2012).

De maneira promissora, no presente estudo, o inibidor da FAK nas
concentragdes 5 uyM, 10 uM, 25 pM e 50 M, apresentou efeito bem semelhante ao
ruxolitinibe na concentragéo de 300 nM na linhagem celular SET-2, sugerindo assim
participacao da FAK na sobrevivéncia dessas células.

A verificagcdo e quantificacdo da apoptose pode ser feita por diversas técnicas.
A identificacdo de alteragdes da morfologia nuclear por ensaio de Marcadores de
DNA (DAPI), avaliagdo de modificagdes na composicdo da membrana
(externalizagao da fosfatidilserina) através da detecgéo de Anexina V por citometria
de fluxo e a detecgdo de caspases ativas e de produtos de clivagem de caspases
como PARP clivada (PARPc) e caspase 3 clivada por técnica de WB s&o exemplos
(PALMA, 2005).

A detecgéo de PARPc e Caspase 3 clivada nos tratamentos realizados indicam
que a inibicdo da FAK tem efeito na apoptose das células SET-2. Zhou, Shu e Huang
(2019) demonstraram que o tratamento com inibidor da FAK (PF573,228) diminuiu a
expressao da proteina BCL-2 e aumentou a expressdo de BAX e Caspase-3 clivada
contribuindo para o entendimento que a superexpressao de FAK inibe a apoptose em
células cancerosas, possivelmente, por também atuar nas vias PISK/AKT (ZHOU,
SHU; HUANG, 2019).

Os resultados do WB corroboram com os resultados dos ensaios de viabilidade
e proliferacao, pois como discutido anteriormente, ha indicios da participagcdo da FAK
na proliferagcédo e resisténcia a apoptose nessas células. Em concordancia com os
resultados apresentados, a FAK ja foi descrita como relacionada com proteinas
envolvidas em processos apoptoéticos, proliferativos e de ciclo celular, como BCL2,
STATs, AKT, mTOR, P53, ciclinas, ou seja, participando das mesmas vias através
da regulacdo da atividade dessas vias (BACHS et al.,, 2018; GOLUBOVSKAYA;
CANCE, 2011; SULZMAIER; JEAN; SCHLAEPFER, 2014)
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Zhu e colaboradores (2021), sugerem que AKT pode atuar como um fator a
jusante da FAK, pois ao inibir FAK com PF-562,271 inibiu os niveis basais e de
fosforilagao de AKT (ZHU et al., 2021). A via de sinalizagao FAK/AKT se correlaciona
com a proliferagdo e metastase celular (XU; ZHANG, 2021; QIAO et al., 2021). A FAK
atua na proliferagao do cancer por regulagao do ciclo celular, Canel e colaboradores
(2017) identificaram atraso na fase G1 do ciclo celular em células tumorais que houve
delecido da FAK (CANEL et al., 2017; ZHANG et al., 2019). A proteina ciclo de diviséo
celular 42 (Cdc42) e a proteina quinase B (Akt) sdo ativadas por FAK (VAN
NIMWEGEN; VAN DE WATER, 2007).

Portanto, a redugéo da proliferagdo das células da linhagem SET-2 pode ser
decorrente da diminui¢gao da ativagéo de vias como PI3K/AKT, mTOR e outras vias de
bastante importancia para a proliferacédo de neoplasias mieloides (GUO et al, 2020;
NEPSTAD et al., 2020).

Ainda com a finalidade de avaliar o papel da FAK nas NMPC, de maneira
interessante, os resultados in silico proporcionaram informacdes adicionais.

Utilizou-se um banco de dados na qual foi feito o sequenciamento do
transcriptoma (RNAseq), técnica eficaz na analise de genes diferencialmente
expressos. Essa técnica fornece dados para avaliar altera¢des na expresséo génica
em condi¢cdes patoldgicas ou sobre influéncia de tratamentos (COSTA-SILVA,
DOMINGUES; LOPES, 2017). O RNAseq é uma técnica capaz de analisar dezenas
de amostras através do mapeamento de leitura sendo que seus resultados séo
trabalhados por meio da bioinformatica e, dentre as diversas etapas, as contagens
dos niveis de expressao sdo normalizadas (BARKAS et al., 2019; COSTA-SILVA;
DOMINGUES; LOPES, 2017; GE; SON; YAQO, 2018).

O DESeq2, método utilizado para realizar a analise de expressao diferencial, é
adequado para experimentos com grande numero de amostras, estudos com poucas
réplicas e pode ser usado para amostras de RNAseq (GE; SON; YAO, 2018; LOVE,
HUBER, ANDERS, 2014). Ele apresenta boa precisdo, exatiddo e sensibilidade
quando comparado com resultados obtidos pelo gPCR (COSTA SILVA,
DOMINGUES, LOPES, 2017; LOVE, HUBER, ANDERS, 2014).

Meyer e colaboradores (2015) analisaram a expressdo de 25084 genes e
investigaram se a alterac&o na expressao de genes que participam da sobrevivéncia

celular apresenta relagdo com a persisténcia das células apos tratamento com
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inibidor da JAK, ruxolitinibe (MEYER et al., 2015). A partir da andlise de expressao
génica desse banco de dados, Lima, Lopes e Machado-neto (2021) conseguiram
demonstrar que o tratamento com ruxolitinibe também tem impacto na expresséo de
genes relacionados a sinalizagéo redox (LIMA; LOPES; MACHADO-NETO, 2021).
No presente estudo observamos uma possivel modulagdo na expresséo de genes
envolvidos no processo de adesao e migracao celular apés tratamento com INC424
(ruxolitinibe). Serao abordados a seguir, ha discuss&o, os genes que apresentaram
expressao diferencial significativa entre os grupos controle DMSO e INC 48h.

Proteinas que participam de vias relacionadas a adesao/migragao,
proliferagdo/sobrevivéncia, ciclo celular e apoptose exercem papéis no
estabelecimento e desenvolvimento das neoplasias (HAMIDI, IVASKA, 2018; ZHAO,
GUAN, 2011; CHANG et al., 2020; PARK, PYUN, PARK, 2020; ZHANG et al., 2018;
KNUDSEN et al., 2019; PISTRITTO et al., 2016).

As proteinas de adesao celular participam na progressédo do cancer e na
metastase, devido a possibilidade de sofrerem alteragdes em um microambiente
tumoral. Alteragcbes na expressédo de moléculas de adeséao e seus ligantes afetam a
evasdo imune e a metastase pois, as interagdes célula-célula e célula-matriz
modulam a proliferagédo, a diferenciagéo, a sobrevivéncia e a migragdo da célula
(LAUBLI; BORSIG, 2019; SOUSA; PEREIRA; PAREDES, 2019; ZHAO, GUAN,
2011). A participagdo de proteinas de adesdo nesses processos pode ser
fundamentada no entendimento da anoikis, morte celular apoptética que ocorre por
perda de interacbes entre a célula e matriz extracelular (AYLA;
KARAHUSEYINOGLUC, 2019; CAO; LIVAS; KYPRIANOU, 2016). A morte celular
por interacdes célula-célula e célula-matriz (anoikis) ocorre por meio da via intrinseca
e extrinseca da apoptose, na qual culmina na ativacao de caspases e fragmentagao
do DNA. As caspases atuam clivando moléculas de adesdo como FAK, Cas e PXN,
acarretando na perda da arquitetura de adesio focal e consequentemente do sinal
de sobrevivéncia. Além disso, a clivagem de moléculas de adesao bloqueia o ciclo
celular, como a clivagem de p130Cas regulador da transcricdo do p21 (TADDEI et
al., 2012). As células tumorais adquirem capacidade de resistir a esse processo de
morte, sendo contribuinte para invaséo e metastase de diversos tipos de canceres
(AYLA; KARAHUSEYINOGLUC, 2019; CAO; LIVAS; KYPRIANOU, 2016; WANG et
al., 2018).
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De modo curioso, os genes PTK2, PXN, SRC, TLN1, DCC, ITPKC, FLNA,
CRK, PTRH2, VCL1, CASS4, ACTB, ZYX, VASP, CTNNB1 e BCAR1, que codificam
as proteinas relacionadas aos processos de adesdo e migragdo celular, se
apresentaram significativamente aumentados ou diminuidos apds tratamento com o
inibidor da JAK, quando comparados entre grupo controle e INC48h (CANER; ASIK;
OZOPOLAT, 2021; CHEN et al., 2020; FANG et al., 2021; NOH et al., 2021; WU et
al., 2020; Yl et al., 2021; YOU et al., 2020).

O gene PTK2, codificador da proteina FAK, apresentou aumento da expresséo
apos o tratamento com o inibidor da JAK (INC 48h), o que n&o era esperado visto que
a FAK, assim como a SRC, participa também de vias que promovem proliferagdo. No
entanto, analisando no contexto de migragcao celular, parece existir uma regulagao
positiva de genes que favorecem a migragao celular apds o tratamento com o inibidor
da JAK na linhagem SET-2 por 48 horas. Ainda ha poucos relatos sobre a relagéo de
PTK2 e JAK2, bem como com outros genes envolvidos na migragao/adeséao celular.
Um estudo avaliou o papel do IFNy em controlar o potencial invasivo de sinoviocitos
semelhantes a fibroblastos. E ele demostrou uma relagdo da JAK2 na atividade da
FAK pois o IFNy induziu a fosforilacdo de FAK na tirosina na posi¢cao 925, ao inibir
JAK2 por knockdown com pequeno RNA houve a supressao da ativagdo da FAK
(KARONITSCH et al., 2018).

A PAXILINA, codificada pelo gene PXN, é uma proteina que é fosforilada ap6s
a ativagdo de FAK e SRC pelas integrinas e, entdo, recruta moléculas estruturais e
de sinalizagdo aumentando a movimentacdo e migracdo, ela também tem
participacdo no anoikis (LOPEZ-COLOME et al., 2017; TADDEI et al., 2012). A
proteina Talina, codificada pelo gene TLN1, participa do eixo PTK2-PXN-VCL,
aumentando migracdo e ja foi mostrada como envolvida no desenvolvimento de
cancer gastrico (YAN et al, 2020). Ambos genes PXN e TLN1 apresentaram aumento
da sua expresséo ap6s inibicdo da JAK2.

O gene DCC codifica a proteina conhecida como supressor de céancer
colorretal ou receptor Netrin DCC. Essa proteina participa do processo de migragao
das células e da hematopoese normal e foi mostrado que sua desregulagédo pode
contribuir para a patogénese da LMA e SMD (INOKUCHI et al., 1996; HEDRICK et
al., 1994). O gene FLNA codifica a proteina filamina, ela serve também como andaime
para proteinas de sinalizagdo, como as tirosinas quinases. A mutagdo nesse gene

interfere na linhagem megacariocitica, alterando a producéo de plaquetas, o que
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aumenta o risco de trombose (ROSA, RASLOVA, BRYCKAERT, 2019). Ha uma
interagéo entre as proteinas FLNA e JAK2, na regulagéo do citoesqueleto de actina
e motilidade celular por ativagcdo da prolactina, na qual ha formagdo do complexo
JAK2-PAK1-FLNa (RIDER, DIAKONOVA, 2011). A expressédo desses genes foi
aumentada apos inibigdo da JAK2.

O gene PTRH2 codifica a proteina Peptidil-tRNA hidrolase 2 e participa da
regulagéo da adeséo celular e anoikis (morte celular induzida por perda de ades&o).
Quando a célula esta aderida a matriz extracelular, a proteina PTRH2 se complexa
com FAK na membrana e promove ativagao das vias PISK/AKT e ERK e aumenta a
expressdo de BCL-2. Quando a célula aderente perde a adesdo, ou seja, perde a
sinalizagc&o das integrinas, a proteina PTRH2 passa a interagir com outras proteinas
levando a anoikis. Um estudo demonstrou que o knockdown de PTRH2 em células
aderentes diminui a ativacdo da via PI3K/AKT e a expressao de BLC-2 (CORPUZ;
RAMOS; MATTER, 2020).

Observamos que o tratamento em maior tempo com inibidor da JAK2 modulou
a expresséo de proteinas de ades&o, positivamente principalmente, levando a indagar
o papel dessa via na sobrevivéncia dessas células. Alguns pacientes tratados com
ruxolitinibe apresentam refratariedade ao tratamento apds um tempo. A investigagao
de formas de resisténcia e refratariedade ao tratamento se faz necessaria e
adicionalmente aos resultados obtidos, traz possibilidades da avaliacdo do papel
desses genes nesse processo. Complexos de adeséo focal, interagéo célula e matriz
extracelular demonstraram contribuir para resisténcia das células tumorais a radiagao
e quimioterapia, por exemplo a interacdo de FAK com coractina, um modulador da
actina tem efeito sobre a resisténcia a radiacdo. Relacionando FAK, integrinas e
moléculas de adesédo a resisténcia a tratamentos contra o cancer (EKE; CORDES,
2015). Outro fator importante, relacionado a fisiopatologia das NMPC, na qual as
moléculas de adesdo podem estar relacionadas € na hematopoese extramedular
(CHERNAK; RAMPAL, 2021). As moléculas de adesao medeiam a ligagao de células
precursoras da medula aos componentes da matriz extracelular, dessa forma a
expressdo dessas moléculas em células neoplasicas podem determinar sua
localizagéo e capacidade de migragédo (CHERNAK; RAMPAL, 2021).

Os genes avaliados nesse trabalho relacionados com os processos de

proliferacdo e sobrevivéncia celular, apresentaram diferenca significativa na
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expressao no grupo INC48h em relagdo ao controle, sendo eles IL12RB2, JAK2,
PTEN, STAT5A, PIK3P1, SOS1, CAPN1, GRB2, KRAS, MTOR, STAT1, RAP1B,
SMEK1, RAC1, VAV1 e HRAS (EDIRIWEERA; TENNEKOON; SAMARAKOON, 2019;
FRANKE et al,, 2020; IJAZ et al., 2018; TORNILLO; DEFILIPPI; CABODI, 2014;
UPRETY; ADJEI, 2020; WANG et al., 2019; ZHANG et al., 2020).

Os genes da JAK2 e da STAT5 apresentaram aumento da expressédo apos o
tratamento INC 48h. Este trabalho avaliou a expressé&o de transcritos (RNA) e néo a
expressao das proteinas, fato este, importante para a interpretacdo dos resultados,
pois os efeitos celulares ndo dependem apenas do numero de transcritos, mas
também dos processos pdés transcricionais, como adi¢des quimicas que influenciam
no dobramento e fungcdo do RNA, bem como na sua tradugdo para que entédo a
proteina possa ser ativada para exercer sua fungdo (NACHTERGAELE; HE, 2017).
Com os resultados apresentados, ndo é possivel afirmar, com certeza, por qual motivo
JAK2 e STATS apresentaram aumento da expressao, mas ja é bem estabelecido que
o ruxolitinibe atua inibindo a atividade da proteina JAK2. Entretanto, ha individuos que
apresentam resistentes ao tratamento com o inibidor da JAK2 apéds certo periodo de
uso, sugerindo talvez, que por mecanismo de feedback positivo, ocorra o aumento na

expressao génica de JAK2 e STATS5, o que confere resisténcia ao tratamento.

A resisténcia ao tratamento com ruxolitinibe tem sido associada principalmente
a perda da capacidade da reducao esplénica (HARRISON; SCHAAP; MESA, 2020).
Pacientes em uso do ruxolitinibe demonstraram resisténcia apos 2 a 3 anos de terapia.
Ainda ndo ha uma explicagao exata para a causa da falha do ruxolitinibe, mas alguns
estudos correlacionaram com presenga de 3 ou mais muta¢gdes como em RAS/CBL,
exposi¢do crénica ao inibidor que leva a uma reativagao da sinalizagédo da via JAK-
STAT por heterodimerizagdo de JAK2 com outras quinases (HARRISON; SCHAAP;
MESA, 2020; TEFFERI, 2021). Novos tratamentos e alvos tem sido estudado como
opcbes para pacientes intolerantes, resistentes e refratarios ao ruxolitinibe, por
exemplo o fedratinib, outro inibidor de JAK2, aprovado pela FDA em 2019, para uso
em falhas de ruxolitinibe (TEFFERI, 2021).

Estudos demostram o comportamento das proteinas JAK2 e STATS5 apds a
inibicdo da JAK2, por exemplo, estudo feito por Andraos e colaboradores (2012)
mostrou que ocorre aumento na fosforilagdo da JAK2 apés exposigéo de células SET-

2 a inibidores da JAK, mas a fosforilagdo de STATS encontrava-se diminuida,
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sugerindo diminuigdo da atividade quinase de JAK2 (ANDRAOQOS et al., 2021). Em um
outro estudo que analisou por WB células SET-2 tratadas com ruxolitinibe, foi
detectada diminuigdo da fosforilagdo de STAT3 e STATS5, mas STATs total ndo
apresentou diferenca significativa (MACHADO-NETO et al., 2020). Nieborowska-
Skorska e colaboradores (2017) demonstraram que o ruxolitinibe diminuiu a
fosforilagdo de STATS e ndo STATS total (NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2017).
Dessa forma, o ruxolitinibe parece interferir ndo apenas na atividade proteica, mas

também na transcricdo desses genes.

A patogénese das NMPC esta também relacionada com desregulagdo de
processos inflamatérios, como por exemplo o a expressao e fungéo das citocinas IL-
18, TNF-a, IL-6, IL-8, VEGF, PDGF, IFNs e TGF- B que estdo relacionadas a
progressao e prognoéstico da doenga. Além disso, as plaquetas liberam fatores pro-
inflamatdrios que funcionam como imunoreguladores relacionados com eventos
tromboticos e resultam em piora de doengas, como cancer (MACEDO et al., 2016;
REPSOLD; JOUBERT, 2021; WANG; ZUO, 2019). Os megacariocitos displasicos
também secretam citocinas inflamatérias que atuam na formagéao de tecido fibrético
(BAUMEISTER et al., 2021; HERMOUET; BIGOT-CORBEL; GARDIE, 2015).

O gene IL12RB2 codifica uma subunidade do receptor da interleucina 12 (IL12).
A IL12 participa de processos inflamatoérios, secretada por células dendriticas e
fagécitos, participa da resposta do tipo Th1 e promove a produgao de INF-y e atua na
imunidade antitumoral (BYRNE-HOFFMAN et al., 2020; MIRLEKAR, PYLAYEVA-
GUPTA, 2021). Em um estudo com animais knockout para /L12RB2, foi demonstrado
que em animais mais velhos foi observado plasmocitoma de linfonodo ou carcinoma
de pulmao, sugerindo que o surgimento dos tumores esta associado a deficiéncia de
INF-y, devido a falha na sinalizagéo da IL12 (AIROLDI, 2005). Foi demonstrado que
no modelo celular para melanoma, as células sdo capazes de religar a resposta
candnica a IL-12 para iniciar a sinalizacdo PI3K-AKT, o que promove a sobrevivéncia
da célula. (BYRNE-HOFFMAN et al., 2020). Além disso, camundongos knock-out para
IL12RB2 apresentam predisposicdo ao adenocarcinoma de pulm&o na qual o
polimorfismo desse gene pode estar relacionado ao aumento da suscetibilidade a este
tipo de cancer (PRIGIONE et al., 2016). Ativacao das NF - kB e JAK1/STAT1 estimula
a producgdo da citocina IL12 (BAUMEISTER et al.,, 2021; LUSSANA; RAMBALDI,

2017). Um estudo demonstrou que camundongos knockout STAT3 apresentaram a
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secrecédo reduzida de citocinas bem como a gravidade da doenga (LUSSANA;
RAMBALDI, 2017). Além disso, ha relatos de uma correlagao fenotipica direta em PV
incluiu niveis de IL-12 com hematdcrito (LUSSANA; RAMBALDI, 2017; VAIDYA et al.,
2012). Dessa forma, podemos observar que o tratamento com ruxolitinibe pode atuar
modulando a secregao e atividade de citocinas ao inibir a atividade de JAK2. Apds o
tratamento com inibidor da JAK2 houve aumento da expressao desse gene, sugerindo
uma ativagdo da imunidade antitumoral. Diversos estudos tém demonstrado que o
processo inflamatodrio esta envolvido na fisiopatologia das NMPC como discutido
anteriormente (REPSOLD; JOUBERT, 2021). Todas as células sofrem influéncia do
microambiente tumoral, tanto as com mutagdes genéticas quanto as sem alteracgdes.
Elas secretam citocinas que se relacionam com o perfil clinico e a evolugao da doenga
(BAUMEISTER et al., 2021; WANG; ZUO, 2019). Niveis plasmaticos elevados de IL2R
foram correlacionados com piora da sobrevida em pacientes com PMF (BAUMEISTER
et al., 2021).

O gene PTEN codifica a proteina PTEN, ele regula negativamente a via
PI3K/Akt, inibindo a conversdo de PIP2 em PIP3. Delegdes ou mutagdes nesse gene
estdo presentes em diversos canceres. Mutagcbes foram identificadas com maior
frequéncia na doenca residual do cancer de mama triplo negativo, sugerindo
resisténcia ao tratamento quimioterapico, assim também suprimir a Vvia
PIBK/PTEN/Akt/mTOR auxiliaria no tratamento das leucemias e outros disturbios
hematopoéticos. (WEIN, LOI, 2017; MCCUBREY et al., 2008). A sua expressao foi
aumentada apos o tratamento com ruxolitinibe, sugerindo uma regulagao negativa da
via PI3K/AKT apds tratamento, inibindo a proliferagdo e sobrevivéncia do modelo

células para NMPC.

O gene SOST obteve sua expressdo aumentada apds tratamento com
ruxolitinibe. Esse gene codifica a molécula denominada “Fator de troca de nucleotideo
guanina Son of Sevenless (SOS), ele atua regulando proliferagcao celular por meio da
ativagdo de Ras, sendo associados no desenvolvimento da fibrose, por regular
proliferagéo e migragao de fibroblastos. (FUENTES-CALVO, MARTINEZ-SALGADO,
2021). Entretanto, o KRAS e HRAS, que sé&o regulados pelo SOS1, apresentaram
diminuicao da expresséao génica. O RAS existe em trés isoformas diferentes o K-RAS,
H-RAS e N-RAS. A mutacdo em RAS acarreta na sua ativagdo constitutiva e esta
relacionado a tumorigénese. (UPRETY, ADJEI, 2020) Muta¢cdes em RAS estéo
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presentes em alguns pacientes com MF e que estdo associados a caracteristicas
fenotipicas adversas (COLTRO et al, 2020). Um estudo de bioinformatica
demonstrou que o inibidor de JAK2 e de FLT3 denominado Fedratinib, poderia ter
atividade anticancer em adenocarcinoma ductal pancreatico por, possivelmente,
reverter a assinatura génica orientada por KRAS (LIU, HSIEH, YANG, 2020). RAS e
JAK2 se relacionam, pois, a ativagao da via ERK2/MAPK, apés ligagdo do horménio
de crescimento (GH) ao receptor que acarreta ativagdo de JAK2 é dependente de
RAS e RAF. (WINSTON; HUNTER; 1995).

Quando analisamos os genes relacionados a apoptose modulado pelo
tratamento INC 48h, foi possivel observar que os genes anti-apoptéticos BCL2 e MCL1
apresentaram expressdo diminuida e os genes pro-apoptéticos BAD, BMF
apresentaram expressao aumentada apos tratamento com inibidor da JAK, estando
coerente com o efeito indutor apoptético esperado do inibidor da JAK. O estimulo da
via JAK/STAT por citocinas levam a regulagdo positiva de MCL1 (JOHNSON,;
O'KEEFE; GRANDIS, 2018). No entanto, o gene BID, pro-apoptotico, apresentou

expressao diminuida no tratamento INC 48h.

O gene PARP1, que codifica a proteina PARP, desempenha func¢ao de reparo
a danos a fita dupla de DNA e é clivada por caspase no processo apoptético. Um
estudo mostrou que o ruxolitinibe reduz a atividade de moléculas envolvidas no reparo
aos danos a fita dupla de DNA e sensibiliza as células a inibidores de PARP em
modelo murino, mas ndo detectaram alteragcdo da expressao da proteina PARP
(NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2017).

O gene SHC1 teve sua expressdo aumentada, € um gene que codifica 3
isoformas de proteinas, a p66, p52 e p46. O aumento de sua expressdo esta
relacionado a carcinogénese. Ele atua na via como Ras-ERK e o aumento do p66 foi
associado a promogé&o da apoptose induzida por estresse (SHIH et al., 2012). SHC se
liga a JAK2 ativada por IL6 (GIORDANO et al., 1997).

Aléem da modulagdo de genes envolvidos nas vias relacionadas a migragéo,
proliferacdo e apoptose, o tratamento com o inibidor da JAK também levou ao
aumento da expresséo dos genes CDKN1A e CDKN1B que inibem o ciclo celular e,

dessa forma, podem diminuir a proliferagéo celular.
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O tratamento com ruxolitinibe resultou na diminuicdo da expressdo de MDM2 e
CDC42. CDCA42 é uma proteina envolvida na regulagéo do ciclo celular. A citocina IL6
capaz de ativar JAK2, ocasiona também a rapida ativagdo de CDC42, foi demonstrado
que a perda de JAK2 ou de STAT3 impediu a ativacao de CDC42, indicando que IL6
ativa CDC42 por meio da ativacao de JAK2 e STAT3 (RAZIDLO, BURTON,
MCNIVEN, 2018). Esses resultados evidenciam uma interagao entre a atividade de
JAK2 e CDC42, na qual alteragao da JAK2 pode influenciar na atividade de CDC42 e
até mesmo na expressao do seu gene, na qual apresentou expressao diminuida apés

tratamento com inibidor da JAK2, ruxolitinibe.

A proteina MDM2 é um regulador negativo supressor tumoral p53. MDM2
encontra-se superexpresso em varios canceres A expressao de MDM2 é regulada
positivamente em varios canceres (OLINER; SAIKI; CAENEPEEL, 2016; WANG W. et
al., 2020). Estudos mostraram o aumento de MDM2 em células positivas para
JAK2V617F, em pacientes com PV apresentaram aumento de p-MDM2 (ESKANDARI
et al., 2021; TOGNON et al., 2020). A mutagdo de JAK2 afeta a resposta de p53 por
aumentar o mRNA de MDM2, ocasionando a degradacao de p53. Sua inativagéo esta
relacionada a progressédo da doenga (NAKATAKE et al.,, 2012). O bloqueio da
atividade de MDM2 favorece as células NMPC CD34+ a morte celular programada,
além de melhorar a eficacia de tratamentos, como do IFN-alfa (LU et al., 2014;
KARANTANOS; MOLITERNO, 2018).

Portanto, de modo geral, é possivel observar que o inibidor da JAK diminuiu a
expressao de genes envolvidos na apoptose como PARP1 e os anti-apoptoticos
importantes como BCL-2 e MCL-1, assim como aumentou a expresséo de PTEN, que
regula inibindo a via PI3K-AKT. O tratamento diminuiu a expressdo de MDM-2, que
promove degradagdo da P53, e aumentou a expressdo de CDKN1A e CDKN1B, que
inibem ciclo celular, levando a célula a diminuir a proliferacdo e entrar em apoptose.
De modo intrigante, o tratamento com o inibidor da JAK por 48h levou ao aumento da
expressao dos genes que codificam FAK e SRC, o que ndo era esperado visto que
FAK e SRC atuam promovendo proliferacdo e diminuindo apoptose ao ativar vias
como PI3K-AKT e promover degradacao de P53. Mas, observando o aumento da
expressdo dos genes da Paxilina (PXN), da Talina (TLN1), DCC e FLNA, que
promovem migragao, é possivel sugerir que a inibigdo da JAK2 leva a uma regulagao

positiva da expresséo de genes de adesao e migracao celular. Vale ressaltar que foi
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avaliada a expressao desses genes em células SET-2 tratadas e n&o tratadas, nao foi
feita comparagédo com grupo de células normais, entdo, nas células ja havia uma
desregulagao da expressao génica por ser uma célula neoplasica, com presenca da
mutacao em JAKZ2 e outros mecanismos fisiopatoldgicos. A comparagao com células
normais € interessante para o entendimento do comportamento da alteracédo da
expressao desses genes, como também a comparagao na expressao desses genes
em células de pacientes e individuos saudaveis.

Adicionalmente, a analise de correlagao nos permitiu avaliar o comportamento
dos genes em relacdo ao PTK2. Ressalta-se que analises de correlagdes nao
implicam em causalidade, mas € interessante tentar entender como esses genes se
relacionam nas vias. Além disso, muito dessas correlagdes decorrem do efeito do

tratamento, como fica evidente nos graficos.

Como abordado na discusséo do topico anterior, PTK2 e PXN estao envolvidas
em processo de migragao e crescimento celular, na qual a proteina PXN é fosforilada
pela FAK e SRC ap6s interagao com integrinas, fazendo sentido a correlagéo positiva
encontrada nesta analise. Por sua vez, CRK apresentou correlagdo negativa com
PTK2, com base na literatura ndo conseguimos explicar essa correlagdo considerando
as fungdes dessas proteinas. Um estudo demonstrou que as proteinas da familia CRK
aumentam a sinalizacdo FAK/SRC nas vias de adeséo focal e a deficiéncia de CRK
em linhagens celulares de cancer colorretal levou a diminuigdo da fosforilagdo de
FAK/SRC (FRANKE et al., 2020). O mesmo acontece com o gene CASS4 a respeito
da correlagao, sabe-se que ele interage fisicamente com a regido rica em prolina da
FAK e regula sua atividade (BATEMAN et al., 2021).

A analise de correlagéo entre PTK2 e PTRH2 resultou em uma correlagédo
negativa, que pode ter sido influenciada pelo fato do tratamento com o inibidor da JAK
ter reduzido a expressao de PTRH2. Assim como discutido anteriormente, PTRH?2
participa de vias de sinalizagdo envolvidas na sobrevivéncia, crescimento,
diferenciagdo e adesdo celular, modulando a sinalizagdo de PISK/AKT e ERK e a
expressao de BCL2. Ele apresenta papel no estabelecimento de em alguns canceres,
como mama, pulméo e eséfago (CORPUZ; RAMOS; MATTER, 2020).

O gene ACTB codifica a beta-actina, uma das isoformas existentes de actina.
A actina tem papel na adesdo, motilidade, estrutura celular, mitose e meiose.
(PARKER, BABOOLAL, PECKHAM, 2020). A beta-actina exerce papel,
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principalmente na contragao e adeséao celular (DUGINA, SHAGIEVA, KOPNIN, 2019;
PARKER, BABOOLAL, PECKHAM, 2020). Mutagbes nesse gene estdo envolvidas em
diversas patologias, como deficiéncia intelectual, perda auditiva, defeitos cardiacos e
renais e mais recentemente associadas a disturbios hemorragicos, e esta expressa
anormalmente em varios canceres alterando o citoesqueleto celular afetando a
invasividade e na capacidade de mestastase do tumor (GU et al., 2021; PARKER,
BABOOLAL, PECKHAM, 2020). O gene ACTB apresentou correlagdo negativa com o
PTK2. A FAK, proteina codificada pelo PTK2, interage diretamente com lipidios de
membrana especificos e proteinas conectoras que ligam adesbes focais ao
citoesqueleto de actina (MALIK-SHERIFF et al., 2018; TAPIAL MARTINEZ, LOPEZ
NAVAJAS, LIETH, 2020). Estudo avaliando a express&o génica, com base em
conjunto de dados do omnibus, demonstrou que além do seu envolvimento na
infiltracdo de células imunes e na invaséo celular, a FAK esta relacionada com a
funcdo da ACTB (GU et al., 2021). Além disso, a via da FAK regula a polimerizagéo
da actina em espermatozoides, corroborando com o fato da FAK esta relacionada com
a funcéo da actina (SALGADO-LUCIO et al., 2020).

O gene ZYX codifica a proteina Zyxin, assim como a FAK, ela Zyxin e a proteina
estimulada por vasodilatador (VASP) atuam na camada superior de formacao de
complexos das adesbes focais (LEGERSTEE, HOUTSMULLER, 2021). As adesbes
focais ancoram as fibras de actina contrateis com a matriz extracelular (MALIK-
SHERIFF et al., 2018). Tanto ZYX e VASP apresentaram correlagdo negativa com
PTK2. Um estudo demonstrou interagdo entre FAK e Zyxin por co-imunopreciptagao,
além disso, o silenciamento do gene diminuiu significativamente a migragéo celular e
as capacidades de invasao das células e o Zyxin pode regular vias de sinalizagao que
estdo relacionadas ao cancer (NGUYEN et al., 2019). VASP é necessaria para a
sinalizagdo de B1-integrina-FAK-YAP1/TAZ mediada pela matriz extracelular em
células cancerigenas gastrointestinais e suas metastases hepaticas, pois o
knockdown de VASP suprimiu a fosforilagdo de FAK. Essa via de sinalizagcéo esta
relacionada com sobrevivéncia e migragéo de células do cancer (XIANG et al., 2018).
Demonstrando assim uma relagéo direta entre VASP e PTK2.

O gene BCART1 codifica a proteina 1 de resisténcia ao estrogénio contra o
cancer de mama, ele apresentou correlagao negativa com o PTK2. Essa proteina esta
envolvida no aumento da invas&o de células do cancer, bem como a FAK, ao se ligar

ao TP53 mutante de modo dependente das quinases da familia SRC (GUO et al.,
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2021). Além disso, BCAR1/p130Cas apresenta papel na imunoevasédo de células
tumorais circulantes invasivas no adenocarcinoma de pulmao (MAO et al., 2021). A
fosforilagao de P130Cas/BCAR1 é dependente de FAK e SRC (COWELL et al., 2006).
Com isso, nota-se que a atividade de BCAR1 esta relacionada com FAK.

As STATs sdo fatores de transcricdo ativados principalmente pela via
JAK/STAT, atuam em nivel nuclear na transcrigdo de genes relacionados a apoptose,
proliferacdo e sobrevivéncia celular (OWEM; BROCKWELL; PARKER, 2019;
PERNER et al., 2019; SUBRAMANIAM et al., 2020). Estudos demonstram relagéo
entre FAK/SRC e STAT (CHO et al., 2018; WANG D et al., 2020).

Ao analisar a correlagao entre FAK e JAK, foi encontrada uma correlagéo
positiva. Sabe-se que a ativagdo de um mesmo receptor de citocina ou de fator de
crescimento podem levar a ativagéo tanto de FAK quanto de JAK2 na célula, sendo
que em um estudo foi observado que o bloqueio da atividade de um fator de
crescimento diminuiu a fosforilagdo de JAK2, STAT3, FAK e PXN (RYU et al., 2000),
demonstrando assim que JAK2 e PTK2 participam de vias em comum.

O gene PTK2 mostrou correlagao positiva com o gene PTEN. PTEN atua
inibindo a conversédo de PIP2 em PIP3, que participam na via PI3K/AKT, envolvida
na proliferagédo celular (CHEN ef al., 2018; KANEHISA et al., 2021). Diferentemente
do resultado encontrado na presente analise, a expressdo de mRNA de PTEN e FAK
apresentaram correlagdo negativa em um estudo com mieloma multiplo (WANG et
al., 2012).

PIK3IP1, codifica a proteina 1 que interage com a fosfoinositida-3-cinase, que
€ uma enzima. Nao ha relatos de uma relagéo direta com FAK, mas participa de vias
em comum com PTK2. Essa proteina exerce papel supressor da via PI3K/Akt/mTOR.
Ras suprime a atividade de PIK3IP1 que mantem a via PI3K ativada em células
cancerigenas (LEE et al., 2020; OTTENS et al.,, 2020). SOS1, como discutido
anteriormente, participa da proliferagcéo celular, € uma proteina chave na sinalizagédo
intracelular, atuando na transdugdo de sinal (FUENTES-CALVO, MARTINEZ-
SALGADO, 2021; HAO et al., 2018). Um estudo demonstra que o complexo FAK/p52
Shc ligou-se SOS1(WU et al., 2016). Ainda ndo ha discrigdo da atividade de VAV1
envolvida com FAK, é uma proteina que participa no desenvolvimento, ativagao,
proliferacéo e fungéo das células T, com isso, esta envolvida no desenvolvimento de

doengas autoimunes, cancer e outras condi¢des clinicas (ZHANG, CHEN, 2018).
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No final das vias PI3K/AKT e adesé&o focal ha participacdo de BCL2, sua
ativacdo promove a sobrevivéncia celular por meio da inibicdo da apoptose
(KANEHISA et el.,, 2021). FAK também participa dessas vias, dessa forma, ha
constatando participagdo de ambas as proteinas nhas mesmas vias de sinalizagéo.

BID é uma proteina que promove a apoptose por meio da permeabilizacéo da
membrana da mitocondria, ela é clivada por caspases e interage com BAX e BCL2
para exercer sua fungédo na célula (DEBERNARDI et al., 2018; EDLICH, 2018). Do
mesmo modo, BMF é uma proteina pré apoptética, na qual o silenciamento do seu
gene promove proliferacao celular e reduz a apoptose (XIE et al., 2018). Ainda n&o se
sabe a relagao entre BID e BMF com FAK. O MCL-1 anti-apoptoético participa do inicio
da cascata de eventos que leva a liberagao do citocromo c pela mitocéndria, devido
ao seu papel ele é capaz de promover sobrevivéncia em neoplasias hematoldgicas.
Foi demonstrado, também que os niveis de MCL-1 s&o reduzidos apés silenciamento
da FAK (WANG X et al., 2020; WEI et al., 2020).

FAK participa do bloqueio da atividade transcricional de P53 e P21(CDK1NB),
BAX e MDM2. A interagdo MDM2-FAK é responsavel pela degradagéo de P53 por
meio de ubiquitinizagdo (GOLUBOVSKAYA; CANCE, 2011). Na analise realizada
neste trabalho, o gene PTK2, que codifica FAK, mostrou correlagao negativa com
MDM2.

CDK1NB codifica a proteina p27 que atua interrompendo ou desacelerando o
ciclo celular e também como regulador transcricional, a perda da expressao de
CDK1NB esta associado a agressividade de tumores (BACHS et al., 2018). A
presente analise encontrou uma correlagéo positiva entre PTK2 e CDKN1B.

Apoiando o fato da FAK exercer papel importante nas NMPC, os resultados de
correlacdo constatam que o PTK2 se correlaciona ndo apenas com genes que
interagem diretamente com ele, mas também com genes de vias importantes como

da apoptose, ciclo celular

A anadlise de expressédo génica diferencial e a correlacdo de bancos de
expressao génica permitem uma observagao de alteragcdes globais e escolha de
moléculas potenciais para estudos de fisiopatologia e alvos moleculares para
tratamento. No presente trabalho, esta andlise evidenciou alguns genes importantes
para controle de sobrevivéncia, proliferacdo, adesdo e migragao celular que séo

modulados pela inibicdo da JAK na linhagem SET-2 e o possivel envolvimento das
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vias nas quais a FAK participa. Deste modo, o estudo da expressdo génica por
RNAseq instiga a investigar os papéis desses genes também apds a inibicdo da FAK
para se validar as correlagdes encontradas e entender melhor o envolvimento da FAK
na fisiopatologia das NMPC. Da mesma forma, é interessante realizar estudos a fim
de compreender o impacto do tratamento com ruxolitinibe nos genes relacionados a
adesao e migragao celular, e se as modificacbes na expressao e atividade desses

genes ira influenciar na fisiopatologia e tratamento das NMPC.

7 CONCLUSAO:

Os experimentos in vitro demonstraram que a inibicdo da FAK leva a uma
diminuicao da viabilidade, da proliferagédo celular e ao aumento da apoptose, efeito
esse semelhante a inibicdo de JAK2 com ruxolitinibe.

Os resultados da andlise dos dados de RNAseq proporcionaram uma
avaliagdo do efeito da inibicdo da JAK2 na modulacdo da expressdo de genes
relacionados com a via de adeséo focal, ciclo celular e apoptose. Os resultados dessa
analise mostraram que o tratamento com o inibidor da JAK2 INC424 influencia na
expressao do gene PTK2 e outros genes relacionados.

Assim, o presente estudo demonstrou que a proteina FAK parece participar
dos mecanismos envolvidos na resisténcia das células dos pacientes com NMPC a
apoptose, assim como na resisténcia ao tratamento, sendo interessante a realizagao

de mais estudos para elucidar a participacdo da FAK na fisiopatologia das NMPC.
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