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RESUMO 
 
GASPAROTTO, E.P.L. Expressão de genes e proteínas pró- e anti-apoptóticas em células 
precursoras da medula óssea e leucócitos do sangue periférico de pacientes portadores 
de policitemia vera. 2009. 185f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2009. 
 
A policitemia vera (PV) é uma doença mieloproliferativa clonal que afeta o progenitor 
hematopoético multipotente causando o acúmulo de eritrócitos, leucócitos e plaquetas 
morfologicamente normais e seus precursores, na ausência de um estímulo definido. 
Alterações na regulação da apoptose parece ser uma das causas do acúmulo de células 
eritróides sem a necessidade de eritropoetina. A mutação JAK2 V617F foi descrita como um 
dos eventos envolvidos na fisiopatologia das Doenças Mieloproliferativas Crônicas, sendo 
relacionada a um pior prognóstico. Esta mutação resulta na ativação constitutiva da enzima 
Janus Kinase 2 e conseqüentemente das vias de sinalização associadas ao estímulo celular 
mediado por citocinas e fatores de crescimento. O objetivo deste estudo foi investigar as 
alterações da expressão de proteínas e genes envolvidos na regulação da apoptose em 
pacientes com PV sem tratamento. Para tanto foi quantificada a expressão de genes e 
proteínas da família Bcl-2 e da via extrínseca da apoptose em células precursoras e leucócitos 
desses pacientes e de indivíduos saudáveis. Os leucócitos do sangue periférico de 12 pacientes 
e 14 controles foram obtidos pelo método de Haes-esteril.  As células precursoras CD34+ 
destes pacientes e de 19 controles foram separadas em coluna imunomagnética. A detecção da 
expressão gênica e protéica das moléculas anti- e pró-apoptóticas foi realizada pelas técnicas 
de PCR em tempo real e Western-blot, respectivamente. Foi avaliada ainda a resistência à 
morte celular induzida por agentes apoptogênicos dos linfócitos dos pacientes. As células 
CD34+ e maduras mostraram expressão aumentada dos genes a1, mcl-1, noxa, c-flip e ciap-2. 
A expressão dos genes bid , bim-EL , fas e faim estava elevada e a dos genes  bcl-2, bcl-xL e 
bax diminuída, somente nas células CD34+. Nos leucócitos, observou-se ainda maior nível de 
expressão do gene bok e expressão diminuída dos genes bcl-2, bcl-xL, bad, bax, faim, dr4, dr5 
e trail. Os genes bcl-w, bak, bik, fasL e  ciap-1 não mostraram diferença significativa na 
expressão em células CD34+ e leucócitos de pacientes e controles (p>0,05). Houve 
significância estatística nas correlações entre: expressão de dr5 e mutação JAK2 V617F; bim-
EL com concentração de hemoglobina e com hematócrito; bcl-w e número de plaquetas; a1, 
bad, bax nas células CD34+ e bad em leucócitos com aumento do baço. Os linfócitos dos 
pacientes foram mais resistentes a apoptose mediada por ACT D 1uM e 5uM, ARA-C  25uM, 
CHX 25uM, VP-16 e VM-26 25uM.  Houve correlação entre a percentagem de alelos 
mutados para JAK2 V617F e o perfil de resistência aos indutores de apoptose dos linfócitos 
dos pacientes a ACT D 1 uM e  5uM e STS 5uM. Observou-se ainda correlação estatística 
entre: expressão de a1 com ACT D 5 uM, CHX 50uM e ARA-C 25uM; bad com CHX  25uM 
e teniposídeo 25uM; bcl-2 com ACT D 5uM , CHX  50uM, STS  1uM e  5uM  e VP-16 
a25uM ; bid com ACT D  5uM e VM–26 25uM; bik com ACT D 5uM , STS 1uM e 5uM e 
VM-26 25uM,   ARA–C 25uM e VP–16 25Um; bim-EL com CHX 25uM e teniposídeo 25uM; 
bok com ACT D  5uM STS  1uM e 5uM,  ARA–C  25uM e etoposídeo 25uM; ciap-1 com 
ACT D 1uM e 5uM, STS 1uM  e VP–16 25uM; dr4 com ACT D  5uM, ARA–C  25uM, VP–
16 a 25uM; dr5 com ACT D  5uM, STS  1uM,  ARA–C  25uM e VP–16 25uM; faim com 
ACT D 5uM; mcl-1 com ARA–C 25uM e STS 1uM; trail com ACT D 5uM. As proteínas A1, 
BAD e c-FLIP tiveram o mesmo perfil de expressão dos seus respectivos genes, contudo os 
níveis de expressão protéica para BCL-xL estavam aumentados e para BIM-EL diminuídos, 
resultados discordantes com os obtidos nas expressões gênicas. Em conjunto esses resultados 
sugerem que a maquinaria apoptótica está desregulada, o que poderia contribuir, pelo menos 
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em parte, com a mieloacumulação observada no SP e MO dos pacientes com PV. 
 
 
Palavras-chaves: Policitemia vera, apoptose, genes pró- e anti- apoptóticos, proteínas 
pró- e anti- apoptóticas. 
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ABSTRACT 
 
GASPAROTTO, E.P.L. Pro- and anti-apoptotic genes and proteins expression in bone 
marrow precursors and peripheral blood leukocytes in polycythemia vera patients. 185f. 
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de 
São Paulo, Ribeirão Preto, 2009. 
 
Polycythemia vera (PV) is a clonal myeloproliferative disease arising in a multipotent 
haematopoietic progenitor cell causing the accumulation of erythrocytes, leukocytes and 
platelets morphologically normal and their precursors in absence of a definable stimulus. 
Apoptosis deregulation seems to be one of the causes of erythroid cells accumulation without 
the need for erythropoietin. The JAK2 V617F mutation has been described as one of the 
events involved in pathophysiology of chronics myeloproliferative diseases, being related to 
worse prognosis. This mutation results in constitutive activation of the enzyme Janus kinase 2 
and consequently of signaling pathways associated with cell stimulation mediated by 
cytokines and growth factors. This study aimed to investigate changes in expression of 
proteins and genes involved in regulation of apoptosis in PV patients without treatment. Was 
quantified for both gene and proteins expression of the Bcl-2 family and the extrinsic pathway 
of apoptosis members in precursor cells and leukocytes of patients and healthy subjects. 
Peripheral blood leukocytes of 12 patients and 14 controls were obtained by the Haes-sterile 
method. CD34+ precursor cells of these patients and 19 controls were separated by 
immunomagnetic column. Anti- and pro-apoptotic gene and protein expression detection was 
performed by real-time PCR and Western-blot techniques respectively. It also assessed the 
resistance to cellular death induced by apoptogenics agents in PV lymphocytes. CD34+ and 
mature cells showed increased expression of a1, mcl-1, noxa, c-flip and ciap-2. Gene 
expression of bid, bim-EL , fas e faim was high and to genes bcl-2, bcl-xL and bax diminished, 
only in CD34+ cells. In leukocytes, there was even greater level of expression of bok and 
reduced of bcl-2, bcl-xL, bad, bax, faim, dr4, dr5 and trail. Not significant difference was 
found to bcl-w, bak, bik, fasL and ciap-1 expression in CD34+ cells and leukocytes of  patients 
and controls (p> 0.05). There was statistical correlation between: dr5 expression and JAK2 
V617F mutation; bim-EL with hemoglobin concentration and hematócrito; bcl-w and platelets 
counts; a1, bad, bax in CD34+ cells and bad in leukocytes with enlarged spleen. PV 
lymphocytes were more resistant to apoptosis mediated by ACT D 1uM and 5uM, ARA-C 
25uM, CHX 25uM, VP-16 25uM and VM-26 25uM. There was correlation between JAK2 
V617F allele burden and resistance profile to apoptosis inducers in PV lymphocytes to ACT 
D 1uM and 5uM and STS 5uM. There was also correlation between: a1 expression with ACT 
D 5 uM, CHX 50uM and ARA-C 25uM; bad with CHX 25uM and teniposide 25uM; bcl-2 
with ACT D 5uM, CHX 50uM, STS 1uM and 5uM and VP -16 25uM; bid with ACT D 5uM 
and VM-26 25uM; bik with ACT D 5uM, STS 1uM and 5uM, VM-26 25uM, ARA-C 25uM 
and VP-16 25uM; bim-EL with CHX 25uM and teniposide 25uM ; bok with ACT D 5uM, STS 
1uM and 5uM, ARA-C 25uM and etoposide 25uM; ciap-1 with ACT D 1uM and 5uM, STS 
1uM and VP-16 25uM; dr4 with ACT D 5uM, ARA-C 25uM, VP-16 25uM; dr5 with ACT D 
5uM, STS 1uM, ARA-C 25uM and VP-16 25uM; faim with ACT D 5uM, mcl-1 with ARA-C 
25uM and STS 1uM; trail with ACT D 5uM. The A1, BAD and c-FLIP proteins have the 
same profile of expression of their genes, however the levels of protein expression in BCL-xL 
were increased and decreased for BIM-EL, discordant results in related with the one obtained 
by gene expressions. Taken together these results suggest that apoptotic machinery is 
deregulated, which could contribute, at least in part, with myeloaccumulation observed in the 
SP and BM of PV patients. 
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keywords: polycythemia vera, apoptosis, anti- e pro-apoptotics genes, anti- e pro-
apoptotics proteins. 
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                                             I. INTRODUÇÃO   



 
 

Doenças Mieloproliferativas crônicas (DMPC) são neoplasias hematológicas clonais, 

nas quais há proliferação de uma ou várias linhagens mielóides (DELHOMMEAU et al., 

2007). Caracterizam-se pela independência ou hipersensibilidade dos progenitores 

hematopoéticos a numerosas citocinas (SPIVAK, 2004; PRCHAL, 2005). As bases 

moleculares da maioria das DMPC são desconhecidas, mas conforme o modelo da Leucemia 

Mielóide Crônica (LMC) acredita-se que a atividade de uma tirosina-quinase constitutiva 

possa estar envolvida na fisiopatologia dessas doenças (JAMES et. al, 2005).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica essas doenças em dois grupos, o 

grupo das DMPC clássicas: Leucemia Mielóide Crônica (LMC), Policitemia vera (PV), 

Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose Idiopática (MFI), e o grupo das DMPC menos 

freqüentes: Leucemia Neutrofílica Crônica (LNC), Síndrome Hipereosinofílica/Leucemia 

Eosinofílica Crônica (SHE/LEC). Há um outro grupo, das DMPC não classificadas, com 

características intermediarias entre as DMPC e síndromes mielodisplásicas: Leucemia 

Mielomonocítica Crônica (LMMC), Doença Sistêmica dos Mastócitos (DSM), e Leucemia 

Mielóide Crônica Atípica (LMCA) (DELHOMMEAU et al., 2006; LEVINE et al., 2007). 

A policitemia vera (PV) é uma doença clonal que se origina de uma alteração na célula 

tronco hematopoética multipotente causando acúmulo de eritrócitos, leucócitos e plaquetas 

morfologicamente normais e seus precursores (GRUPPO ITALIANO STUDIO 

POLICITEMIA, 1995), na ausência de estímulo definido, sendo, portanto, considerada uma 

doença mieloacumulativa (SPIVAK, 2002).  

Essa entidade nosológica é a mais comum das policitemias primárias e afeta 

aproximadamente duas em cada 100.000 pessoas por ano (SPIVAK, 2002).  

De acordo com a classificação da OMS, o diagnóstico da PV é determinado pela 

presença das seguintes alterações: 1) no sangue periférico: eritrocitose, leucocitose, 

trombocitose, níveis séricos diminuídos de eritropoetina (EPO) e escore de atividade de 



 
 
fosfatase alcalina aumentado; 2) na medula óssea: hipercelularidade, colônias eritróides 

endógenas (CEE - colônias eritróides) EPO-independentes, cromossomo Philadelphia (Ph) 

negativo e bcr-abl negativo (VARDIMAN, HARRIS, BRUNNING, 2002).  

Com a descrição da mutação na tirosina-quinase Janus kinase 2 (JAK2), em 2005, 

durante o Terceiro Congresso Internacional sobre Síndromes Mieloproliferativas e 

Mielodisplásicas (Third International Congress on Mieloproliferative and Myelodysplastic 

Syndromes), estes critérios foram reavaliados e alterados. Segundo os novos critérios de 

diagnóstico (SILVER et al., 2007), os pacientes com PV devem apresentar as seguintes 

alterações: aumento de massa de células vermelhas ou hematócrito > 60%, detecção da 

presença da mutação V617F do gene da JAK2 e/ou contagem de plaquetas superior a 400 x 

109/L. 

Para pacientes sem alteração no gene da JAK2, os seguintes critérios foram propostos: 

1. Aumento da massa de RBC determinada por Cr51 inferior ao hematócrito > 60%.  

2. Ausência de policitemia secundária, o que implica em nível sérico de EPO < 5U/mL).  

3. Somados a três ou mais dos seguintes critérios: 

3.1. plaquetas acima de 400 x 109/L; 

3.2. glóbulos brancos acima de 12 x 109/L; 

3.3. esplenomegalia; 

3.4. histologia de medula óssea consistente com PV; 

3.5. anormalidades cromossômicas. 

A história natural da PV não foi completamente definida, nenhum critério de 

estadiamento e nem os fatores que afetam o prognóstico foram estabelecidos.  

Em 1954, foi relatado que a doença se desenvolve passando por três estágios clínicos. 

Começa com uma fase assintomática, prossegue para uma fase compensada ou inativa e, 

finalmente evolui para uma fase de exaustão (spent phase) ou fase da metaplasia mielóide 



 
 
pós-policitêmica. Nos últimos cinqüenta anos, este tema foi pouco debatido, sendo bem 

estabelecido que PV possa ser agravada por anemia, mielofibrose e metaplasia mielóide, 

embora a freqüência e a significância clínica destas complicações raramente tenham sido 

verificadas. Devido às limitações dos dados da história natural, o uso de termos como “spent”, 

“estacionária” deve ser abandonado em favor de descrições baseadas em observações 

quantitativas, prospectivas e biologicamente seguras (SPIVAK, 2002). 

Um estudo do Gruppo Italiano Studio Policitemia (1995), realizado com 1213 

pacientes seguidos por 20 anos, apontou que, ao diagnóstico, a maioria dos pacientes (77%) 

tinha entre 40 e 70 anos e 20% mais de 70 anos, 55% eram homens e 45% mulheres. A 

sobrevida média dos pacientes foi de 15 anos e a complicação mais freqüente foi trombose 

venosa ou arterial, afetando 41% dos pacientes. 

Tratamento citoredutivo da hiperviscosidade sangüínea por flebotomia ou 

quimioterapia reduz substancialmente os eventos trombóticos e melhora a sobrevida. 

Entretanto, a trombose permanece a principal causa de morte e o uso de agentes citostáticos é 

associado ao desenvolvimento de cânceres secundários. Hidroxiuréia, α-interferon ou mesmo 

bussulfano têm sido usados para suprimir hematopoese nesses pacientes (GRUPPO 

ITALIANO STUDIO POLICITEMIA, 1995; SPIVAK, 2002). 

Em alguns casos, a terapia é efetuada com a droga imidazoquinazoline (anagrelide), 

um antiagregante plaquetário, que inibe a maturação dos megacariócitos, controlando a 

trombocitemia (GRUPPO ITALIANO STUDIO POLICITEMIA, 1995; SPIVAK, 2002) e, 

nos casos de baixo risco, ácido acetilsalicílico como profilaxia para trombose.  

O papel dos marcadores moleculares no diagnóstico e desenvolvimento das DMPC foi 

discutido extensivamente por renomados pesquisadores da área, como Heiki Pahle e Jerry L. 

Spivak, no Terceiro Congresso Internacional sobre Síndromes Mieloproliferativas e 

Mielodisplásicas (Third International Congress on Mieloproliferative and Myelodysplastic 



 
 
Syndromes). Houve consenso de que quatro marcadores, a saber, a mutação pontual JAK2 

V617F, a superexpressão de mRNA PRV-1 em granulócitos, a reduzida expressão de Mpl e a 

formação de colônia eritróide endógena (CEE), estão presentes na maioria dos pacientes com 

PV e relacionados aos processos de indução de doença. Nem todos são simultaneamente 

encontrados em todos pacientes, mas a combinação entre eles teria significância particular no 

diagnóstico e prognóstico das DMPC. A presença da mutação JAK2 V617F, a superexpressão 

de mRNA PRV-1 e o aparecimento de CEE são freqüentemente detectados em PV, TE e MFI, 

contudo a expressão diminuída de Mpl ocorre independentemente da presença ou não dos 

outros marcadores (SILVER et al., 2007). 

Como as DMPC compartilham muitas características clínicas, de progressão e 

mimetismo fenotípico de PV, TE e MFI, a distinção entre as três desordens e outras doenças 

hematológicas torna-se difícil. Por essa razão, a OMS, preconizou a concentração de 

hemoglobina como o parâmetro a ser utilizado para determinar a eritrocitose, considerada a 

única característica que possibilita o diagnóstico diferencial de PV. Contudo, discute-se o uso 

da análise da massa de células vermelhas como a melhor escolha visto que a concentração de 

hemoglobina falha no diagnóstico em 65% dos pacientes (SILVER et al., 2007).  

Estudos de alterações moleculares são essenciais para compreensão da fisiopatogenia 

da PV e na busca de novas ferramentas para o diagnóstico diferencial. A necessidade destas 

descobertas impulsiona cada vez mais pesquisas direcionadas à identificação da patogênese 

molecular e de alternativas terapêuticas mais eficazes visando à melhoria das condições de 

vida do paciente e futuramente possibilidade de cura.  

 

I.1. Patogênese da policitemia vera  

Policitemia vera é caracterizada por expansão inapropriada de células eritróides 

maturas, freqüentemente acompanhado por leucocitose e trombocitose moderada, 



 
 
esplenomegalia e risco elevado de trombose arterial e venosa. Estudos citogenéticos da 

medula óssea são normais na maioria dos pacientes embora seja observado del (20q) e 

trissomia dos cromossomos 8 ou 9, em 20 a 30% dos pacientes (VAN ETTEN, SHANNON, 

2004; BENCH et al., 2005). Apenas 10 a 25% dos pacientes com PV apresentam 

anormalidades cariotípicas ao diagnóstico e quando essas alterações aparecem tardiamente, na 

evolução da doença, podem significar uma transformação para mielodisplasia ou leucemia 

aguda. Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na etiologia e progressão da 

doença permanecem desconhecidos. 

A anormalidade central na PV é a produção de eritrócitos independente de 

eritropoetina (EPO), o hormônio que normalmente regula a eritropoese, o que difere a PV de 

outras policitemias, como Policitemia Congênita Familial Primária (CHEN, PRCHAL, 2006). 

Na PV, os níveis de EPO são baixos, os progenitores eritróides da medula óssea formam 

colônias EPO–independentes em culturas (CORREA, ESKINAZZI, AXELRAD, 1994) e a 

expressão de receptores de EPO e a sua habilidade de ligar-se a EPO são normais (GREEN, 

1996). 

 As células da PV são hipersensíveis a diversos fatores de crescimento incluindo 

interleucina–3 (IL-3), fator estimulador de colônias granulócito-macrófago (GM-CSF) e 

trombopoetina (TPO) sugerindo que a via de transdução de sinais pode estar alterada nestas 

células (DAÍ, KRANTZ, DESSYPRIS, 1992; DAÍ et al., 1994). A inabilidade para transduzir 

o sinal de TPO deve-se a uma severa redução ou ausência completa do seu receptor, c-mpl 

(MOLITERNO, HANKIS, SPIVAK, 1998).  

Silva et al. (1998), mostraram que precursores eritróides de pacientes com PV 

expressam a proteína anti-apoptótica BCL-xL em proporção muito maior que precursores 

normais. Em adição, células mais maturas, que normalmente não expressam BCL-xL, têm 

altos níveis da proteína. O aumento da expressão desta proteína resultaria na resistência das 



 
 
células CD34+ a apoptose e na diferenciação dessas células independentemente de EPO, 

sugerindo que o aumento do número de eritrócitos circulantes é ocasionado pelo acúmulo 

destas células e não pela mieloproliferação presente na PV. 

Níveis aumentados de mRNA do receptor de superfície chamado PRV-1 (Policitemia 

Rubra Vera-1) têm sido demonstrado em granulócitos da maioria dos pacientes com PV, mas 

não em granulócitos de indivíduos normais ou com condições reativas (TEMERINAC et al., 

2000). Kralovics et al (2003) relataram o aumento do RNAm de PRV-1 em 91% de 23 

pacientes com PV. Este receptor é um membro da família de receptores uPAR/CD59 que tem 

diversas funções como interagir com ou ativar tirosina-quinase e estimular a via JAK/STAT 

(HOFFMAN, RAVANDI-KASHANI, 2005). É provável que PRV-1 também medeie 

transdução de sinais em células da medula óssea. 

Na PV, o mecanismo que leva a hipersensibilidade a eritropoetina e a produção in 

vitro de colônias eritróides na ausência de citocinas, referidas como colônias eritróides 

endógenas (CEE), permanece desconhecido.  

A descoberta da mutação V617F no gene da tirosina-quinase Janus Kinase 2 (JAK2 

V617F) em pacientes com DMPC foi considerada o avanço mais importante para o 

entendimento da base molecular da policitemia vera (CHEN, PRCHAL, 2006). A atividade 

constitutiva desta tirosina quinase mutada resulta na constante sinalização de vias 

intracelulares implicadas na transdução de sinais (JAK-STAT), interferindo na sensibilidade 

dos progenitores hematológicos ao receptor de eritropoetina (EPOR), alterando os processos 

de proliferação, diferenciação e morte celular por apoptose (DELHOMMEAU ET AL., 2006; 

LEVINE et al., 2007).  

Inibidores da via JAK2 impedem a diferenciação eritróide, na PV (UGO et al. 2004). 

Essa observação foi confirmada posteriormente por Jamieson et al. (2006), que demonstraram 

que as colônias de células portadoras da mutação JAK2 V617F comparadas às colônias sem a 



 
 
mutação apresentavam maior sensibilidade ao inibidor específico para JAK2 estudado por 

este grupo. Jamieson et al. (2006), relataram ainda diferenças qualitativas e quantitativas nas 

características da célula tronco hematopoéticas (CTH) JAK2 V617F em PV quando 

comparadas às células de controles normais. Os pacientes portadores da mutação têm número 

aumentado de células com fenótipo de CTH e expansão de progenitores mielóides, que ainda 

podem apresentar tamanho e forma alterada, e potencial de diferenciação em linhagem 

eritróide distorcido. 

Corroborando com esses dados, James et al. (2005) demonstraram, por meio de um 

experimento utilizando RNA de interferência (siRNA, short interfering RNA) capaz de 

diminuir a expressão do gene e da proteína JAK2, que JAK2 tem papel central na formação 

das colônias eritróides endógenas (CEE). 

Janus kinase 2 (JAK2) é uma das enzimas que compõe o grupo de quatro tirosina-

quinases citoplasmáticas (JAK), que se liga a receptores de citocinas, no seu domínio FERM 

(4.1 Ezrin Radixin Moesin – like domain), essencial para sua ligação com seguimentos 

proximais de membrana do domínio citosólico de EPOR (Figura 1a) (LU et al., 2005; 

DELHOMMEAU et al., 2006). Esta proteína possui papel chave na transdução de sinais para 

receptores homodiméricos tipo 1 como eritropoetina (EPOR), receptor de G-CSF e c-Mpl, 

receptores heteroméricos tipo 1 e 2 como gp130 e receptores da família IL-3, receptores IFN-

γ, e na sinalização por c-KIT (WITTHUHN et al., 1993; DELHOMMEAU et al., 2006, 

VAINCHENKER, DELHOMMEAU, VILLEVAL, 2007). 

 A ligação das citocinas aos seus receptores induz a fosforilação dos resíduos de 

tirosina de duas moléculas de proteínas JAK2, que atuam no recrutamento e fosforilação de 

Phosphoinositol - 3 kinase (PI3K), Ras association domain family (RAS) e Signal 

transducers and activators of transcription (STAT) 5, regulando os processos de proliferação, 

diferenciação e participam nos mecanismos de maturação e tráfego de receptores 



 
 
homodiméricos do tipo 1, EPOR e c-Mpl, conferindo maior estabilidade aos receptores 

ligados à membrana plasmática e sua reciclagem (Figura 1b). No ciclo celular de células 

hematopoéticas, o papel da JAK 2 está associado à promoção da transição da fase G1 para S 

com aumento de expressão da ciclina D2 e diminuição da p27 (VAINCHENKER, 

DELHOMMEAU, VILLEVAL, 2007).  

Uma mutação pontual, no braço curto do cromossomo 9 (9p), em um único 

nucleotídeo na posição 1849 (G para T) no gene da JAK2 resulta na substituição do 

aminoácido valina pelo aminoácido fenilalanina (JAK2 V617F) na posição 617 do domínio 

JH2 da JAK2 (Figura 1b) (NUSSENZVEIG et al., 2007). A mutação no domínio JH2 (JAK 

homology 2) impede o efeito auto-inibitório na ativação da tirosina-quinase, função exercida 

pelo domínio JH2 sobre o domínio quinase JH1, o que leva a fosforilação constitutiva no sítio 

de ativação (activation loop) Y1007 e induz o desencadeamento das vias de sinalização 

JAK2/STAT5, MAPK/ERK1/2 e PI3K/AKT. A ativação destas vias promove a 

hipersensibilidade ou independência a citocinas, em linhagens de células dependentes de 

fatores Ba/F3, (JAMES et al., 2005; DELHOMMEAU et al., 2006) e induz eritrocitose em 

camundongos, após transplante de células da medula óssea com JAK2 V617F (JAMES et al., 

2005). 

A dependência de receptores de citocinas homodiméricos do tipo 1 pode explicar a 

atividade preferencial da JAK2 V617F em células da linhagem mielóide, a saber, eritrocítica 

(EPOR), granulocítica (G-CSF-R) e megacariocítica (c-Mpl), mas não na linhagem linfóide 

que não possui este tipo de receptor. É necessária a presença do receptor ativo para a 

transformação das células hematopoéticas devido à atividade constitutiva na via de 

sinalização JAK-STAT independente de fatores de crescimento ou demais hormônios (LU et 

al., 2005).  

A mutação JAK2 V617F foi identificada, pelo método de reação em cadeia da 



 
 
polimerase (PCR) na maioria dos pacientes com PV (>80%) (BAXTER et al., 2005; JAMES 

et al., 2005). Levine et al. (2005) identificaram a mutação em amostras de DNA de 

granulócitos de 121 de 164 pacientes (74%) com PV e Kralovics et al. (2005), em 83 de 128 

pacientes (65%) com PV. 
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Figura 1a e b: Via de sinalização e estrutura da JAK2 V617F em Doenças Mieloproliferativas. 

(Adaptado de DELHOMMEAU et al., 2006). 

 

A importância da JAK2 V617F na patogênese da PV fica evidenciada pelos seguintes 

dados: 1. a maioria dos pacientes portadores de PV tem a mutação; 2. camundongos 



 
 
transplantados com células de medula óssea que expressam JAK2 V617F desenvolvem 

eritrocitose e progridem tardiamente para mielofibrose, com comportamento similar à 

evolução natural de PV (JAMES et al., 2005) e 3. JAK2 V617F está envolvida nos dois 

principais eventos de PV, na hipersensibilidade a EPO e amplificação terminal das linhagens 

eritróides demonstrada in vitro usando células progenitoras da medula óssea 

(VAINCHENKER, DELHOMMEAU, VILLEVAL, 2007).  

Segundo Delhommeau et al. (2006), as diferenças na freqüência e nas características 

fenotípicas que envolvem a mutação JAK2 V617F nas DMPC geram questões a respeito de 

seu papel como causa primária e na heterogeneidade clínica e biológica destas doenças. Foi 

postulado que os níveis da atividade quinase de JAK2 V617F poderiam determinar o fenótipo 

da doença. O estado policitêmico em pacientes portadores de PV ou MFI estaria relacionado 

com alta atividade quinase de JAK2 V617F e o estado trombocitêmico de pacientes com TE 

com baixa atividade. A maioria dos pacientes com PV apresenta progenitores hematopoéticos 

com clones homozigóticos para a mutação, contudo, em portadores de TE, estes clones estão 

ausentes, o que sugere que a dupla dose da mutação favorece o aumento da sinalização para 

proliferação de clones homozigóticos comparada aos clones heterozigóticos. 

Outras explicações têm sido propostas para justificar as diferenças do papel da JAK2 

V617F nas DMPC. Eventos moleculares adicionais parecem interferir na atividade da JAK2 

kinase, como: a citogenética, dentre eles a anormalidade mais freqüente nos pacientes com 

PV, a del (20q), e a trissomia do cromossomo 9, que aumenta atividade tirosina-quinase de 

JAK2 V617F (VAINCHENKER, DELHOMMEAU, VILLEVAL, 2007); sexo, importante 

modificador genético; a capacidade de regulação das fosforilases e proteínas supressoras de 

sinalização de citocinas (SOCS); polimorfismos e mutação de receptores de citocinas, entre 

outros (DELHOMMEAU, 2006). 

Ainda nesse contexto, recentemente foi descoberta outra mutação no exon 12 do gene 



 
 
Janus Kinase 2 (JAK2), ligada aos domínios SH2 e JH2, que confere maior atividade tirosina-

quinase constitutiva ligada à sinalização de receptores EPO e fatores de crescimento quando 

comparada a JAK2 V617F. Essa nova mutação, a JAK2 K539L, leva a eritrocitose e 

leucocitose, com contagens de leucócitos e plaquetas inferiores a JAK2 V617F, entretanto 

com aumento dos níveis de hemoglobina. Essas alterações favorecem a sinalização 

intracelular de células da linhagem eritrocítica, portanto, parecem ser restritas ao pacientes 

com PV (VAINCHENKER, DELHOMMEAU, VILLEVAL, 2007; SCOTT, et al. 2007). 

Nussenzveig et al. (2007) demonstraram a presença de CEE mesmo na ausência da 

mutação no gene da JAK2, o que corrobora com a hipótese da existência de mecanismos 

celulares e moleculares alternativos responsáveis pela fisiopatologia e progressão da PV. 

Pelo exposto, verifica-se que os processos celulares que conduzem ao aparecimento e 

desenvolvimento dessa doença ainda permanecem desconhecidos, visto que a mutação JAK2 

V617F parece não ser evento primário que resulta na doença. Confirma-se assim a 

necessidade de mais estudos para compreender a base molecular e progressão da PV. Essas 

investigações visam à descrição de novos alvos terapêuticos e de marcadores de prognóstico 

para PV e outras DMPC. 

 

I.2. Apoptose e policitemia vera. 

Apoptose, processo fisiológico de morte celular programada, desempenha importante 

função na homeostase dos diferentes organismos celulares. É um mecanismo altamente 

conservado, envolvido na manutenção da integridade, do número de células e no 

posicionamento celular nos tecidos de diferentes compartimentos (JIN, EL-DEIRY, 2005). A 

desregulação desse processo pode causar várias doenças incluindo neoplasias, doenças auto-

imunes e desordens neurodegenerativas (YAN, SHI, 2005). Conhecer os mecanismos de 

sinalização da morte celular e seus pontos de regulação é essencial para a compreensão da 



 
 
patogenia de doenças que resultam na alteração destas vias e para a busca por alternativas 

terapêuticas eficientes.  

O fenômeno de apoptose celular pode ser disparado por uma variedade de estímulos 

fisiológicos, patológicos ou citotóxicos. Quando iniciada, a apoptose, promove a ativação de 

eventos moleculares que culminam com a ativação de proteases, denominadas caspases 

(cysteine aspartate-requiring proteinases) (JIN, EL-DEIRY, 2005; SHI et al., 2002).  

 A família das caspases em mamíferos é composta por 14 proteínas, dentre as quais 

estão as caspases envolvidas no processo de apoptose, a saber, caspases iniciadoras (caspases 

-8 e -10), caspases ativadoras (caspases -9, -2) que ativam as caspases executoras (caspases -

3, -6 e -7) responsáveis pelo desmantelamento celular (JIN, EL-DEIRY, 2005). Para que essas 

proteínas sejam ativadas, são necessários estímulos que resultem em sua clivagem e 

dimerização, desencadeando cascatas de eventos que contribuem para indução de apoptose. 

 As células em apoptose têm morfologia característica como pregas na membrana 

plasmática, encolhimento celular, condensação da cromatina, fragmentação do DNA, 

formação dos corpos apoptóticos e exposição de moléculas sinalizadoras como 

fosfatidilserinas. Essas últimas são importantes para que a célula apoptótica seja englobada ou 

fagocitada por macrófagos, evitando a ocorrência de processo inflamatório local (JIN, EL-

DEIRY, 2005). 

Em células de mamíferos, a apoptose ocorre principalmente por meio da ativação de 

duas vias de sinalização: a extrínseca, mediada pelos receptores de morte, e a intrínseca, 

mitocondrial, que são desencadeadas, respectivamente, por estímulos oriundos dos meios 

extracelulares e intracelulares. 

A via extrínseca é iniciada pela ativação dos receptores de morte FAS (FAS/CD95), 

TNF-R1 e R2 (tumor necrosis death receptor), TRAIL (TNF related apoptosis-inducing 

ligand receptors) R1 (DR4) e R2 (DR5), uma família de proteínas transmembrânicas, que 



 
 
apresentam um domínio extracelular rico em cisteína e um domínio intracelular denominado 

DD (death domain), responsável pela transdução do sinal apoptótico. A interação destes 

receptores com seus respectivos ligantes induz trimerização dos receptores levando ao 

recrutamento de proteínas adaptadoras, como FAS associada com DD (FADD) e TNFR1 

associada com DD (TRADD), e proteínas que interagem com receptor (RIP, receptor-

interacting protein), que se ligam aos receptores de DD. A proteína FADD contém um 

domínio efetor da morte (DED, death effector domain) com homologia ao domínio DED da 

pró-caspase-8 ou -10, formando um complexo chamado DISC (Death-Inducing Signaling 

Complex), que promove a auto-ativação da caspase-8 que, por sua vez, atua na ativação da 

caspase 3, 6 e 7, desencadeando eventos apoptóticos seguidos pela formação de corpos 

apoptóticos (morte celular) e fagocitose por macrófagos (Figura 2) (JIN, EL-DEIRY, 2005; 

YAN, SHI, 2005).  

A via intrínseca é desencadeada pela ação de diferentes sinais de estresse intracelular, 

como irradiações, agentes quimioterápicos, vírus, bactérias e ausência de fatores de 

crescimento celular, que convergem para a mitocôndria, induzindo a liberação de citocromo c, 

AIF (Apoptosis-Inducing Factor) e SMAC (second mitochondria-derived activator of 

caspases)/DIABLO (Direct Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP)- Binding Protein with Low 

Pl), Omi/Htr2 e Endonuclease G para o citosol, resultando na ativação de APAF-1 (Apoptosis 

Protease-Activator Factor 1) que, na presença de ATP/dATP, induz a formação do complexo 

multimérico chamado “apoptosomo”. O apoptosomo medeia a ativação da caspase iniciadora, 

caspase-9, que subsequentemente ativa as caspases executoras, caspases -3, -6 e -7, 

responsáveis pelo desmantelamento celular característico da apoptose (Figura 3) (WANG, 

2001; YAN ; SHI, 2005).  
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 Figura 2: Via extrínseca da apoptose celular (adaptada de JIN; EL-DEIRY, 2005) 

As vias extrínseca e intrínseca convergem para a ativação da caspase 3, 6 e 7 e 

subseqüentemente, de outras proteases e nucleases que comandam os eventos terminais da 

apoptose (JIN, EL-DEIRY, 2005).  

A regulação deste processo é realizada por fatores inibidores e ativadores da cascata 

apoptótica, destacando-se os receptores de morte (death receptors) pertencentes à família do 

receptor de TNF, as proteínas pertencentes às famílias Bcl-2, IAPs, FLIPs, caspases e fatores 

de supressão de tumores com p53 (NOXA e PUMA), dentre outros (HALE ET AL., 1996; 

BORNER, 2003). O equilíbrio das interações entre as proteínas pró- e anti-apoptóticas 

definem a ocorrência da morte celular. 

 



 
 

Os membros da família Bcl-2 dividem-se em três categorias: a) os capazes de integrar 

sinais de sobrevida pelas moléculas anti-apoptóticas (BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL-1 e A1); 

b) os capazes de integrar sinais de morte celular, pelas moléculas pró-apoptóticas 

multidomínio BH (BAK, BAX, BCL-xS, BIK, BIMEL, BMF, BOK E BOO) que 

compartilham os domínios BH1, BH2 e BH3; c) moléculas pró-apoptóticas BH3-only (BAD, 

BID E BIM) que compartilham apenas o domínio BH3 (SHARPE et. al, 2004, BORNER, 

2003).  

As proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 ligam-se e estabilizam a membrana 

externa da mitocôndria impedindo a liberação do seu conteúdo, evitando assim os eventos 

desencadeadores do desmantelamento celular. As proteínas pró-apoptóticas BAX e BAK 

ativam-se quando interagem com a molécula BID truncada, liberada pela clivagem da 

proteína BID pela caspase-8, inibindo as proteínas anti-apoptóticas. Esta ligação desestabiliza 

a membrana mitocondrial liberando fatores apoptogênicos como citocromo c, AIF, 

SMAC/DIABLO, Omi/Htr2 e Endonuclease G, que iniciam a morte celular programada 

(Figura 3) (JIN, EL-DEIRY, 2005). 

As proteínas da família dos inibidores de apoptose, as IAP (CIAP-1, CIAP-2, XIAP e 

SURVIVINA), interferem na formação do complexo APAF-1/caspase -9, inibindo ativação 

das caspases-3 e -9 e a apoptose. No entanto, sofrem também a regulação por meio da 

interação com o SMAC (HUANG, 2002, SHI, 2002). Acredita-se que AIF e Endonuclease G 

contribuam para modificações nucleares como condensação da cromatina. 

A via extrínseca da apoptose celular é regulada pela molécula c-FLIP (caspase -8 like 

FLICE inhibitory proteins), a qual possui uma homologia estrutural com a caspase -8. Nesse 

sentido, c-FLIP compete com a caspase -8 pelo sítio de ligação ao FADD impedindo a 

formação do complexo DISC e o desencadeamento da apoptose (Figura 2) (JIN, EL-DEIRY, 

2005). 
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Figura 3: Via Intrínseca de sinalização mitocondrial da apoptose. (Jin, El-Deiry, 2005) 

 

A apoptose pode ser ainda resultante da ativação do gene supressor de tumor p53 na 

qual participam ativamente as moléculas reguladoras (JIN, EL-DEIRY, 2005).  

Em eritrócitos imaturos normais, a ativação da caspase estimulada pela ligação de 

FAS-FASL às proteínas adaptadoras FADD, pode resultar em clivagem do principal fator de 

transcrição da linhagem eritrocítica, GATA-1, evento que conduz para inibição reversível da 

proliferação e diferenciação celular ou apoptose dependendo dos níveis de EPO presentes no 

microambiente. Desta forma, a interação dos receptores com seus ligantes atua como um 

mecanismo de “feedback” que ajusta a produção de eritrócitos maduros em resposta às 

necessidades fisiológicas (ZEUNER et al., 2006). 

Zeuner et al. (2006) demonstraram que eritroblastos de PV são mais resistentes à 

inibição da eritropoese e a clivagem de GATA-1 mediadas por ativação ineficiente das 



 
 
caspases executoras por receptores de morte, presença de AKT e ERK fosforilados mesmo na 

ausência de EPO, além do aumento de FLIP, molécula inibidora da ativação da caspase -8, o 

que confirma a ativação destas vias de proliferação e sobrevivência. Esta resistência foi mais 

significativa em portadores homozigóticos da mutação JAK2 V617F.  
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Figura 4: Esquema de ativação da apoptose pela via receptores de morte celular e pela via 

mitocondrial (adaptado de Fulda, Debatin, 2006).  
 

Como citado anteriormente, a ausência ou diminuição da expressão das proteínas pró-

apoptóticas está associada ao aparecimento de infecções recorrentes, doenças hematológicas, 

autoimunes e resistência às drogas citotóxicas. Em contraste, a exacerbação dessa expressão 



 
 
por meio da utilização de radioterapia, antineoplásicos, imunoterápicos no tratamento de 

tumores sólidos ou leucemias conduz à cura de doenças (SHARMA et al., 2000). 

Anormalidades concernentes à expressão das proteínas anti-apoptóticas também culminam em 

doenças. A elucidação dessas alterações pode colaborar com a escolha e/ou modulação do 

tratamento das doenças. Na PV, um defeito no controle de morte celular por apoptose pode 

causar o acúmulo de células eritróides sem a necessidade de EPO (FERNANDEZ-LUNA, 

1999).  

Nas Leucemias Linfóides Crônicas (LLC) do tipo B, o antígeno FAS está expresso em 

níveis mais baixos do que o BCL-2, enquanto que nas Leucemias Mielóides Agudas (LMA) 

dos tipos M2 e M3, o antígeno BCL-2 está diminuído em relação ao FAS. Estes dados podem 

explicar, pelo menos em parte, porque os pacientes portadores de LMA-M2 e M3 têm uma 

alta taxa de remissão quando tratados. Outro dado a ser ressaltado, é o fato de que a 

citotoxicidade contra células tumorais, mediada pelas células T e NK, também pode ser 

exercida pela via de ativação do sistema FAS-FASL. É importante mencionar que células 

tumorais podem evadir da resposta imune por meio da expressão de FASL. Tem sido proposto 

que células tumorais que secretam ou expressam o antígeno FASL podem promover a 

apoptose de células efetoras, impedindo que estas atuem na erradicação do clone tumoral. O 

antígeno FASL presente nas células tumorais, quando ligado ao antígeno FAS das células 

efetoras, conduziria a apoptose da célula efetora, diminuindo o pool circulante de células da 

resposta imune. Daí a necessidade da observação do nível de expressão dos antígenos FAS 

nas células da resposta imune e FASL nas células CD34+ malignas (BUZYN et al., 1999).  

As expressões aumentadas do FASL em células tumorais e leucêmicas constituem um 

dos mecanismos de escape dos clones leucêmicos à resposta imune anti-tumoral. Estes 

antígenos estão presentes na superfície de diferentes tipos de células neoplásicas, como por 

exemplo, células de melanoma, câncer de cólon, hepatocarcinoma, mieloma múltiplo e 



 
 
leucemias (BUZYN et al., 1999; ZEYTUN et al., 1997). Estas células tumorais e leucêmicas 

podem se ligar a linfócitos T ou células NK ativadas que expressam o antígeno Fas e conduzi-

las a apoptose, promovendo, desta forma, a inativação da resposta imune anti-tumoral.  

Como já citado, os progenitores eritróides PV são hipersensíveis a diversos fatores de 

crescimento incluindo IL-3, GM-CSF, SCF e IGF-I (Insulin-like growth factor) (DAÍ, 

KRANTZ, DESSYPRIS, 1992; DAI et al., 1994; CORREA, ESKINAZZI, AXELRAD, 

1994). Na ausência de IGF-1 exógeno, o nível basal de tirosina fosforejada do receptor de 

IGF-1 é muito maior em PV do que em células mononucleares do sangue periférico de 

indivíduos normais. IGF-1 circula ligado a proteínas específicas (IGFBP-1 a 6) que regulam 

sua disponibilidade e atividade. Em pacientes com PV, os níveis de IGFBP-1 são quatro vezes 

maiores que os controles normais. IGFB-1 é capaz de estimular formação de burst eritróide 

por aumentar a sensibilidade da célula ao IGF-1 (MIRZA, EZZAT, AXELRAD, 1997). 

IGF-1 age sobre progenitores hematopoéticos inibindo apoptose e este efeito na 

sobrevida da célula requer a atividade do efeito intercelular fosfoinositidil 3-quinase (PI3-

kinase) (KELLEY et al., 1998). PI3 – kinase fosforila inositol lipídeos que agem como 

segundos mensageiros para diversos alvos, incluindo a serina-treonina AKT quinase. 

Ativação de AKT fosforila a proteína apoptótica BAD, prevenindo a ligação com a proteína 

anti-apoptótica BCL-xL, um mecanismo que pode levar a inibição de apoptose 

(DOWNWARD, 1998). Dai, Chung, Krantz (2005) demonstraram um aumento marcado na 

fosforilação de AKT/PKB nas unidades formadoras de colônias eritróides (CFU-E) em PV, 

em resposta a SCF e EPO, quando comparada a CFU-E normal. 

O gene bcl-xL é expresso nos estágios dependentes de EPO da diferenciação eritróide 

normal. Entretanto, células eritróides PV cultivadas na ausência de EPO, expressam bcl-xL em 

todos os estágios de diferenciação e os eritroblastos mais maturos expressam níveis mais altos 

de bcl-xL. Assim, a expressão desregulada deste gene pode contribuir para a sobrevida da 



 
 
linhagem eritróide EPO-independente na PV. Durante a eritropoese, um dos principais alvos 

de JAK2 é a proteína transdutora de sinais e ativadora da transcrição, a STAT5. Após a 

fosforilação pela JAK2, a proteína STAT5 dimeriza-se e transloca para o núcleo onde é 

regulada a transcrição de genes alvos implicados em proliferação celular e sobrevivência, 

entre eles a proteína anti-apoptótica BCL-xL (GARÇON et al., 2006, SOCOLOVSKY et al., 

1999). STAT 5 é o principal fator que medeia a ação EPO na transcrição de genes em células 

eritróides e pode transativar o promotor bcl-x em resposta a EPO nos progenitores eritróides 

(ODA et al., 1998; SILVA et al., 1998). 

Socolovsky et al. (1999), ainda mostraram a relevância de STAT5, uma vez que 

camundongos JAK2-/- tiveram um defeito grave na eritropoese, em conseqüência da 

inativação de STAT5, o que ocasionou anemia severa e a morte dos animais no útero da mãe. 

A mutação JAK2 V617F está implicada nos efeitos de superexpressão de bcl-xL, já que 

há ativação constitutiva de STAT5. Garçon et al. (2006) investigaram a importância das vias 

STAT5 / bcl-xL na formação de CEE, e mostraram que a indução de GpA em células 

CD36+/GpA- transfectadas com seqüências codificadoras de STAT5 e bcl-xL humano foi 

maior que em células normais e houve redução drástica da indução a clonalidade de CEE por 

inativação de STAT5 e superexpressão de bcl-xL por meio de RNAsi em células progenitoras 

CD36+, ambos ensaios conduzidos na ausência de EPO.  

A associação da patogênese e prognóstico da PV com as proteínas reguladoras do 

processo de apoptose tem sido pouco investigada. No entanto, como a célula precursora 

maligna presente na doença parece ser resistente a apoptose, esta abordagem precisa ser mais 

bem explorada, motivo pelo qual desenvolvemos o presente trabalho. 
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