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RESUMO

A Leucemia Linfoblastica Aguda de Células T (LLA-T) corresponde a 15% das LLAs
pediatricas e 25% das adultas. E causada pela proliferacdo de precursores linfoides
do tipo T que pode ser desencadeada por alteragcbes moleculares que ocorrem
nestas células. A super ativacao da via JAK/STAT tem tomado papel de destaque na
etiopatologia da doenga. Revisamos a literatura recente com o objetivo de buscar os
principais genes envolvidos nesta via com relacdo a LLA-T. A super ativagdo de
JAK/STAT pode ser causada por mutacbes em componentes diretos da via, como
nos genes que codificam as proteinas JAK e STAT, ou em outros genes que sao
importantes para o desenvolvimento leucémico. Dentre os componentes da via mais
frequentemente mutados estdo IL7R, JAK1, JAK3 e STAT5. Por outro lado, os
genes que ndo compdem a via, como PTPN2, DNM2, SOCS2, SOCS3, SOCSS5,
PTPCR e RPL10, apresentam alteracdes moleculares que também ativam a via
JAK/STAT no contexto da LLA-T. Diante da relevancia desta via para a doenca, ela
tem se tornado alvo de novas terapias em testes para serem usadas em pacientes

diagnosticados com LLA-T.

Palavras-chave: LLA-T; JAK/STAT



ABSTRACT

Acute T-cell Lymphoblastic Leukemia (T-ALL) accounts for 15% of pediatric ALL
cases and 25% of adult cases. It is caused by the proliferation of T-cell progenitors,
which can be triggered by molecular alterations occurring in these cells. The
hyperactivation of the JAK/STAT pathway has taken a prominent role in the disease's
etiopathology. We reviewed recent literature aiming to identify the key genes involved
in this pathway in relation to T-ALL. Hyperactivation of JAK/STAT can be caused by
mutations in direct components of the pathway, such as genes encoding JAK and
STAT proteins, or other genes that are important for leukemic development. Among
the components of the pathway most frequently mutated are IL7R, JAK1, JAK3, and
STATS5. On the other hand, genes that are not part of the pathway, such as PTPNZ2,
DNM2, SOCS2, SOCS3, SOCS5, PTPCR, and RPL10, also present molecular
alterations that activate the JAK/STAT pathway in the context of T-ALL. Given the
relevance of this pathway to the disease, it has become a target of new therapies

currently being tested for use in patients diagnosed with T-ALL.

Keywords: T-ALL; JAK/STAT
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1 INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) corresponde a 25% dos canceres na
infancia e o subtipo mais comum em pacientes pediatricos, representando cerca de
75% das leucemias diagnosticadas em pacientes menores de 15 anos (Greaves,
2018), com pico de incidéncia entre 1 e 4 anos. Além disso, cerca de 60% dos casos
de LLA sao diagnosticados antes dos 20 anos, com maior incidéncia em homens (Yi
et al, 2020). A LLA é caracterizada por uma desordem hematopoiética heterogénea
onde as alteracbes moleculares presentes nos progenitores linfoides impedem sua
diferenciacdo durante estagios iniciais do desenvolvimento, levando a proliferacdo
clonal desses progenitores. Desta forma, ocorre o acumulo de blastos malignos na
medula 6ssea (MO) e na corrente sanguinea 0s quais, progressivamente, vao
substituindo as células normais, comprometendo a hematopoiese e resultando no
aparecimento dos sinais clinicos sistémicos observados nos pacientes com LLA, que
incluem fadiga, febre, perda de peso, sangramentos, dor nos 0ssos, além de
poderem apresentar uma massa mediastinal (Onciu, 2009). Nesse sentido, para que
a LLA seja confirmada, € necessario a realizacdo de exames laboratoriais, que
incluem hemograma completo, mielograma, analise morfoldégica por microscopia e
imunofenotipagem por citometria de fluxo, além de exames complementares
confirmatorios como andlise do cariotipo e andlise de translocacdes por reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR). De acordo com a Ultima atualizacdo de critérios de
diagnostico para LLA da World Health Organization (WHO), o diagndstico através do
mielograma é confirmado quando 20% ou mais das células nucleadas na MO séo
linfoblastos (Swerdlow et al, 2016). Como existem dois tipos de linfécitos na medula,
um exame de imunofenotipagem € necessario para a correta classificacdo da LLA
de células B (LLA-B) ou LLA de células T (LLA-T) (Duffield et al, 2023).

A LLA-T é causada pelo acumulo de progenitores de linfécitos T na MO e
corrente sanguinea, além de apresentar infiltracdo extramedular de linfonodos e
outros 0Orgdos, como o sistema nervoso central (SNC) (Vadillo et al, 2018).
Representa de 10 a 15% das LLAs pediatricas e 25% das adultas, possuindo uma
taxa de sobrevida de aproximadamente 80% (Cordo, 2020). As LLAs-T podem ser
classificadas de acordo com o estagio maturativo em que estes blastos pararam o

seu processo de desenvolvimento. Com base nos imunofenétipos das células
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leucémicas, a LLA-T pode ser dividida em LLA de células-T precursoras (LLA-ETP),
pré/pré-cortical, cortical, pés-cortical e LLA-T maduro (Noronha et al, 2019).

Além dessa classificacdo, analises genémicas permitiram identificar diferentes
subgrupos moleculares de LLA-T, cada um com um perfil transcricional especifico e
expressdo aumentada de um fator de transcricdo envolvido com a hematopoiese.
Essa expressdo aberrante pode ocorrer através de rearranjos cromossémicos que
envolvem o0s genes codificadores destes fatores transcricionais com genes
responsaveis pela formacdo do receptor das células T. Neste contexto, estes
subgrupos formados de acordo com a assinatura génica correspondem por até 70%
das LLA-T em adultos e criangcas e podem ser denominados de TAL/LMO, HOXA,
TLX3, TLX1, NKX2-1/2-2, MEF2C (Bardelli et al, 2021). Didaticamente, estas
alteragbes que levam a expressédo aberrante de fatores transcricionais sao
denominadas de altera¢cfes primarias ou do tipo A.

Outras alteragcdes moleculares, categorizadas como alteracbes do tipo B,
envolvem mutacdes, ganhos e perdas cromossdmicas, além de translocacbes
balanceadas ou desbalanceadas (La Starza et al, 2020). Estas alteracdes impactam
genes que sao essenciais para o desenvolvimento dos linfécitos T, como aqueles
envolvidos na sinalizacdo das vias NOTCH1 (NOTCH1, FBXW7, NOTCH3),
PISKAKT-mTOR (PIK3R1, PIK3CD), vias de proliferacdo e diferenciacdo celular,
como RAS (KRAS, NRAS), fatores relacionados a apoptose e ciclo celular
(CDKN2A/B, CCND3), e reguladores translacionais (RPL10, RPL5) (Bardelli et al,
2021). Tais alteracbes podem ocorrer em associacdo com as alteracdes primarias,
indicando que eventos simultaneos especificos s&8o0 necessarios para o0
desenvolvimento, manutencdo e progressao da leucemia dentro de cada subgrupo
(La Starza et al, 2020).

Dentro deste segundo grupo, uma via que se encontra frequentemente
ativada na LLA-T, principalmente na LLA-ETP e LLA-T HOXA+ e TLX3+, é a via
Transdutor de sinal Janus quinase e ativador de via de transcricdo (JAK/STAT)
(Bardelli et al, 2021). Essa via de sinalizacdo tem um papel crucial durante a
hematopoiese (Hu et al, 2023). Entretanto, sua ativacdo exacerbada impacta
negativamente o controle celular. Sdo conhecidas mais de 200 mutacdes somaticas
e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em genes da via JAK/STAT
relacionadas com doencas humanas (Luo et al, 2021). Essa via € composta por

receptores transmembrana, tirosina quinases citosolicas associadas ao receptor
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(JAKs) e transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STATSs). A familia de
proteinas JAK é formada por quatro membros (JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2), os quais
possuem 4 dominios, sendo eles: um dominio N-terminal FERM e um dominio SH2,
importantes para interagdo com outras proteinas, como 0s receptores
transmembrana, um dominio pseudoquinase, que tem um papel regulatério sobre a
proteina, e um dominio classico de quinase de tirosina proteica (PTK), responsavel
pela fosforilagdo das proteinas alvos desta quinase (FIGURA 1) (Xin et al, 2020). Ja
a familia das STATs é composta por sete proteinas, sendo elas STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B e STAT6, sendo todas elas formadas por um
dominio conservado N-terminal, um dominio de ligacdo ao DNA, importante para
regulacdo da transcricdo dos genes alvos destas proteinas, um dominio tipo SH3,
dominios SH2, para interacdo proteica, e um dominio de transcricdo C-terminal
(FIGURA 1) (Xin et al, 2020).

FIGURA 1 - PROTEINAS JAK E STAT

JAK
FERM SH2 PSEUDOQUINASE PTK
STAT
N-TERMINAL DNA SH3 SH2 C-TERMINAL

FONTE: Baseado na figura de Xin et al, 2020
LEGENDA: As proteinas JAK sdo formadas pelos dominios FERM, SH2, Pseudoquinase e
PTK. Ja as proteinas STAT séo formadas pelos dominios N-terminal, de ligacdo ao DNA, SH3, SH2 e

C-terminal.

De uma forma geral, as proteinas JAKs sdo responsaveis por transmitir
sinais provenientes de receptores de citocinas, como o receptor IL7R. Uma vez

estes receptores sdo ativados através do reconhecimento de seus respectivos
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ligantes, as proteinas JAKs levam estes sinais ativadores fosforilando os efetores
transcricionais STAT (FIGURA 2) (Canté-Barrett et al, 2016). S&o conhecidos mais
de 50 ligantes com capacidade de ativar a via JAK/STAT, entre 0s quais pode-se
citar IL-2 (que ativa JAK1, JAK2, STAT3 e STAT5A), IL-10 (que ativa JAK2, TYK2,
STAT1, STAT3 e STAT5B) e IFNa/f (que ativa JAK1, TYK2, STAT1, STAT2 e
STAT4). Assim que ocorre a fosforilacdo das proteinas STAT, estas migram para o
nacleo para promover a transcricdo de genes alvos (FIGURA 2) (Agashe et al,
2022). Tais genes estao envolvidos em processos de proliferacao e sobrevivéncia de
progenitores hematopoiéticos. Mutacdes nos genes codificadores dos componentes
dessa via, como em IL7R, JAK1, JAK3 e STAT5, podem levar a uma disfungdo na
hematopoiese, contribuindo para o aumento da proliferacdo celular e resisténcia a
drogas que compde os protocolos terapéuticos (Fasouli et al, 2021). Alteragbes na
via JAK/STAT estéo presentes em 20-30% das LLAs-T (Girardi et al, 2017). Dentre
as mais comuns, podem ser citadas as mutacbes em JAK1, que sdo encontradas
em cerca de 10-15% das LLAs-T, enquanto as mutacbes em JAK3 podem ser
identificadas em 16,1% destes casos, sendo a mutacdo no dominio pseudoquinase
M5111 a mais comum (Yuan, 2021). Estudos ja demonstraram que JAK3-M511l
induz a fosforilagcdo e ativacédo constitutiva de STAT5, que ativa oncogenes, como
BCL2, RUNX3 e MCL-1, para impulsionar a proliferacdo dos clones alterados
(Heltemes-Harris, 2013; Yuan, 2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Heltemes-Harris%20LM%22%5BAuthor%5D
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FIGURA 2 - VIA JAK/STAT

Ligacao da citocina
e dimerizagao do

IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, receptor
IL-9, IL-10, IL-12, IL-21,
IL-23, IFN-y, IFNa/B, EPO, Ligante
TPO, G-CSF, GM-CSF, GH,
TSLP o
‘ ’ Receptor

Ligagdo das proteinas STAT
no residuo fosforilado e
fosforilagao mediada por
JAK

fosforilacao dos
residuos de

tirosina do
receptor
STATS @ Dimerizagao
) das STATs
Ligacao ao promotor e
regulagdo da transcri¢cao
- Migragao
BCL2, RUNX3, MCL-1 4—| = para o nucleo
HTT ==/ { f i

FONTE: Baseado nas figuras de Huang et al, 2022
LEGENDA: A ligacdo da citocina no receptor (1) leva a sua dimerizacéo e ligacdo as proteinas
quinases JAK (2). As JAKs ativadas fosforilam as proteinas STAT (3) as quais dimerizam (4) e

migram para o ndcleo (5), onde promovem a transcricdo de genes importantes para 0 processo

hematopoiético (6).

Nesse sentido, alteraces moleculares que levam a ativacao constitutiva da
via JAK/STAT desempenham um importante papel na manutencédo e resisténcia da
LLA-T (Bardelli et al, 2021). As alteracbes na atividade da via JAK/STAT séo
causadas por mutacdes ou por modificacdes epigenéticas que ocorrem tanto em
genes gue codificam componentes da via como em genes que atuam como
supressores tumorais. Essas alteracbes ndo ocorrem de forma aleatéria e,
frequentemente, encontram-se associadas aos subgrupos caracterizados pela
superexpressdo de oncogenes especificos da LLA-T, o que sugere que estes
oncogenes ativados e genes supressores de tumor inibidos trabalham juntos no
processo de desenvolvimento e progressao da leucemia (La Starza et al, 2020).
Diversos estudos nos ultimos 16 anos tém buscado detalhar as relagbes de aumento

da atividade da via JAK/STAT com alteracdes em genes da via ou em outros
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genes 0s quais, em cooperagdo, levam ao desenvolvimento da LLA-T. Nesse
trabalho, buscamos revisar e sistematizar estes dados para futuros estudos que
busquem por biomarcadores e tratamentos para a LLA-T com super ativacao da via
JAK/STAT.
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2 MATERIAL E METODOS

Para esta revisao de literatura, foram utilizados 24 artigos, 0os quais foram
coletados das bases de dados: PubMed, LILACS e Scopus. Para a definicdo dos
melhores descritores, a ferramenta MESH foi utilizada, selecionando “Janus
Kinases” ou “JAK” ou “STAT”, “T-Cell Acute Lymphocytic Leukemia” ou “Mutation” ou
“Therapy” como descritores para a coleta dos artigos. Os critérios selecdo
envolveram o idioma do artigo (inglés), o ano de publicacdo (entre 2008 e 2024).
Apés a definicdo dos filtros e critérios e a leitura dos resumos, dos 40 artigos
encontrados inicialmente, 24 foram incluidos para esta revisdo, enquanto que 16

foram excluidos por n&o se relacionarem ao tema.

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA

Busca inicial nos bancos
de dados LILACS,

PubMed e Scopus

Filtros utilizados: Data de

publicacdo (2008-2024)
2 Idioma: Inglés

40 resultados

v

Leitura dos
resumos

16 artigos nado
relacionados com o tema

24 artigos incluidos

LEGENDA: Fluxograma da metodologia para escolha dos artigos.
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3 DISCUSSAO

3.1 ALTERACOES MOLECULARES NOS GENES COMPONENTES DA VIA
JAK/STAT

Alteragbes moleculares nos componentes da via JAK/STAT estéo associadas
a diversas doencas, entre elas a LLA-T. A ativacéo constitutiva da via, que leva ao
desenvolvimento leucémico, esta presente em um terco dos pacientes com LLA-T e,
nesse contexto, é iniciada principalmente a partir de mutacdes de IL7R, JAK1, JAK3
e STAT5B (Agashe, 2022). Em 2015, Vicente e colaboradores avaliaram a
frequéncia destas mutacOes, através da técnica de sequenciamento Sanger, em 155
amostras de pacientes diagnosticados com LLA-T. As muta¢cdes mais frequentes da
via JAK/STAT foram observadas nos genes JAK1l, JAK3 e STAT5, sendo que a
mutacdo de JAK3 foi a mais ocorrente, estando presente em 16,1% das amostras.
Ja as mutacdes JAK1 e STATS5 foram ambas observadas em 4,5% das amostras de
LLA-T. Alem disso, 5,8% dos pacientes apresentavam uma combinacao destas trés
mutacoes.

A mutacdo de JAK1 esta mais presente em LLAs-T adultas, representando
18% dos casos, e sua presenca indica um prognéstico ruim (Fattizzo et al, 2020).
Flex e colaboradores, em 2008, avaliaram a presenca de mutacdes neste gene em
38 pacientes diagnosticados com LLA-T. Foi observado que as mutacdes eram
frequentemente pontuais e caracterizadas como de perda de sentido, ou do inglés,
‘nonssense”. Destas, as trés mutacdes estudadas (A634D, R724H, R879C)
promoveram ganho de funcéo do gene JAK1 e conferiram ativacdo da via JAK/STAT
e proliferacdo independente da sinalizacdo pela IL-3 em células baf3. Além disso,
estudos demonstraram que estas mutacdes também conferiram resisténcia a
apoptose, independente da sinalizacdo pela IL-9 induzida por dexametasona, uma
droga administrada durante a terapia de pacientes com leucemias agudas e
linfomas, em células de linfoma de células-T bw5147. De forma geral, essas
mutacdes de ganho de funcdo de JAK1l levam a fosforilacdo de STAT1
independente da estimulag&o por citocinas que, por sua vez, promovem a ativacao
constitutiva da via JAK/STAT. Além da STAT1, a ativagdo constitutiva de STAT5

também é observada na presenca de muta¢des de JAK1. A mutagdo pontual A634D
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no gene JAK1, por exemplo, leva a fosforilagdo independente de ligante de STATS5,
estando também associada com a LLA-T.

A maior parte das mutacbes no gene JAK3 impacta o dominio
pseudoquinase da proteina, que tem uma funcdo regulatéria sobre a atividade
guinase desta. Elliot e colaboradores, em 2011, mostraram que as mutacbes em
JAKS levaram ao aumento da fosforilacdo de STAT5 em células baf3, aumentando a
atividade transcricional dessa proteina. Consequentemente, nestas celulas, ocorreu
um aumento da expressdo dos genes regulados por STATS5, incluindo BCL2, que
estd associado a capacidade de resistir ao processo de apoptose. Ou seja, as
mutacdes ativadoras em JAK3 atuam na manutencéo e resisténcia a terapia da LLA-
T através do aumento da fosforilacdo de STATS5. Estudos tem avaliado se tais
alteracdoes, mais presentes na LLA-ETP, poderiam caracterizar, por si s, um
prognostico ruim para esta doenca. (Fattizzo et al, 2020)

A proteina STATS5, quando fosforilada, dimeriza e transloca para o nucleo,
onde atua como fator transcricional de genes-alvo da via JAK/STAT e que séo
importantes para o processo hematopoético. Diversas mutagdes “missense” no gene
STAT5 ja foram identificadas por levar a proliferacdo celular independente da
estimulacdo por citocinas em células leucémicas. Mutagdes pontuais, como a
N642H, proxima ao local de ligacdo da fosfotirosina no dominio SH2 da STAT5A,
ativam constitutivamente esta proteina (Kim, 2022). A mutacdo N642H em STAT5B
também é comumente detectada em LLAsS-T pediatricas e tem sido associada a um
prognostico desfavoravel e ao aumento do risco de recidiva (Govaerts et al, 2019).
Em uma analise de dados unindo 8 estudos com um total de 1234 pacientes feita
por Suske e colaboradores, em 2024, a mutacdo N642H foi a mais frequente entre
0S pacientes que continham mutacdo em STAT5B, representando 61,3% das
amostras com esta proteina alterada. Além disso, pacientes contendo mutacdes no
gene STATS5B apresentavam quase o dobro da contagem de leucdcitos dos
pacientes com este gene nao alterado, indicando que hiperativacdo de STAT5B esta
relacionada com maior carga leucémica e sobrevivéncia das células. Além desta, a
mutacdo pontual Y665F, também no dominio SH2, em STAT5B, resulta na
fosforilagdo constitutiva da proteina mutante em pacientes com LLA-T (Kontro,
2014).
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3.2 ALTERACOES MOLECULARES NOS LIGANTES E RECEPTORES QUE AGEM
NA VIA

Dentre os receptores conhecidos por participar da ativacao da via JAK/STAT
mediada por citocinas, o IL7R € o que se encontra mais frequentemente mutado em
pacientes com LLA-T, representando cerca de 10% dos pacientes diagnosticados
(Agashe, 2022; Palmi et al, 2016). A proteina IL7R, receptora da interleucina IL-7,
possui um importante papel no desenvolvimento fisiolégico das células-T. Este
receptor é formado por duas subunidades, IL-7Ra e yc. Para IL-7 se ligar ao
receptor, as duas subunidades sdo recrutadas para a formagdo de um complexo e,
entdo, a partir da ligacédo IL-7/IL7R, € promovida a ativacdo das proteinas tirosinas
quinases JAK1 e JAK3 (Zenatti et al, 2011). Em 2011, Zenatti e colaboradores
avaliaram o papel das mutacdes no gene IL7R, responsavel por codificar IL-7Ra, na
via JAK/STAT. Neste estudo, foi observado que 9% dos pacientes de trés coortes
independentes de casos diagnosticados com LLA-T apresentavam mutacdes
somaticas de ganho de funcdo no éxon 6 de IL7R. Tais mutacdes introduzem uma
cisteina ndo pareada na regido justamembrana-transmembrana extracelular. Esta
alteracao da proteina causa sua hiperativacdo independente de ligante, levando a
fosforilacdo constitutiva de JAK1, STAT5, STAT1 e STATS3. Logo, tais mutacdes
neste receptor levam a ativacdo constitutiva da via JAK/STAT nas células
leucémicas.

A subunidade IL-7Ra também possui capacidade de se dimerizar com CRLF2
(também denominado TSLPR) e, neste contexto, este complexo forma um receptor
para a citocina TSLP. Assim como IL-7Ra se liga a JAK1, CRLF2 se liga a JAK2,
ligacdo esta que leva a ativacao de proteinas STAT (Tal et al, 2013). Em 2016, Palmi
e colaboradores observaram que cerca de 15% dos pacientes diagnosticados com
LLA-T apresentavam altos niveis de transcritos de CRLF2 e, estes, tinham maiores
niveis de fosforilacdo de STAT5 induzida por TSLP. Apesar do baixo nivel de
expressdo de CRLF2 na superficie celular das células-T observado, o grupo acredita
gue a superexpressdo do receptor de maneira subcelular podia ser sensivel a
pequena quantidade de ligante que poderia entrar na célula, podendo mediar a
ativacao da via JAK/STATS. Ja Maciel e colaboradores, em 2021, observaram que a
superexpressdo de CRFL2 é um evento oncogénico importante para o subgrupo
leucémico LLA-ETP.
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3.3 ATIVACAO DA VIA JAK/STAT ATRAVES DE OUTROS GENES

Além das mutac¢des que ocorrem nos componentes JAK/STAT e alteram a
atividade desta via, alteracbes em genes que ndo compdem a mesma também

podem levar a sua super ativagao.

3.3.1 Dele¢éo em PTPN2 e mutagcdo de DNM2

Delecbes em PTPN2 sdo encontradas em 8% dos pacientes com LLA-T
(Kleppe et al, 2010). Em 2019, Alcantara e colaboradores destacaram a relagéo
entre a delecdo do gene supressor tumoral PTPN2 e LLA-T. Esse gene codifica uma
proteina tirosina fosfatase que controla negativamente a via JAK/STAT, atraves da
desfosforilagdo das proteinas desta via, resultando na diminuicdo da atividade
transcricional STAT e, consequentemente, da diferenciacdo e proliferacdo das
células T. Neste estudo, foram analisados 430 pacientes. Foi observada uma
associacao significativa entre as delecoes de PTPN2 e alteragbes na via
IL7R/JAK/STAT, particularmente em combinacdo com mutacdes de perda de funcéo
do gene DNM2. DNM2 é uma GTPase envolvida na endocitose de receptores, como
0 IL7R. O papel da perda de funcdo do DNM2 na LLA-T esta relacionado com
diminuicdo da endocitose de IL7R, levando ao aumento da expresséo do receptor na
superficie celular. Assim, as mutacées em DNM2 potencializam a sinalizacao da IL-
7, podendo ter um efeito aditivo com as delecbes de PTPN2, favorecendo a
progressédo da LLA-T. Kleppe e colaboradores, em 2011, também demonstraram
gue a delecdo em PTPN2 consegue ativar tanto a proteina JAK1 mutante como
JAK1 selvagem. Logo, esses achados indicam que a delecdo de PTPN2e

mutacdes em DNM2 podem ser um fator ativador da via JAK/STAT em LLA-T.

3.3.2 Silenciamento epigenético dos genes SOCS3 e SOCS5

E bem conhecido que a desfosforilacdo de JAK2 por proteinas-tirosina-
fosfatases, como SHP1l, e recrutamento de reguladores negativos, como
supressores de proteinas de sinalizacdo de citocinas (SOCS), estdo envolvidos na
regulacdo negativa da sinalizacdo JAK/STAT. Esses reguladores negativos,

entretanto, se encontram inibidos por metilacdo em diversos tumores (Roncero et al,
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2016). Nesse sentido, Roncero e colaboradores, em 2016, avariaram a densidade
de metilacdo e a distribuicdo de sitios CpG metilados nos promotores de SHP1,
SOCS1 e SOCS3. PCR especifica para metilagao foi realizada, e foi visto que néao
houve hipermetilagdo aberrante nas ilhas CpG nos promotores dos genes SHP1 e
SOCS1 nas amostras. No entanto, foi encontrada hipermetilacdo na regido do
promotor de SOCS3. A familia SOCS de reguladores negativos inclui genes como
SOCS1 a SOCSY7 e séo expressos em diversos tecidos, como células B e T no timo,
MO, linfonodos, entre outros. Como SOCS3 €& um elemento inibidor da via
JAK/STAT, a regulacéo epigenética negativa sobre esse inibidor pode contribuir para
0 aumento da atividade da via em questao.

Outro gene da familia SOCS que mostrou relacdo com a ativacao da via
JAK/STAT em LLA-T foi o SOCS5. O gene SOCS5 funciona como um supressor
tumoral, regulando a via JAK/STAT e seu silenciamento leva a uma ativagéo desta
via. Nesse sentido, de modo a descobrir se SOCS5 pode estar inibido em LLA-T e
de que maneira isso ocorre, Sharma e colaboradores, em 2019 investigaram o
silenciamento epigenético de SOCS5. Para isso, foi realizada a repressao in vitro
desse gene usando shRNA. Essa repressdo promoveu a proliferacdo de células
leucémicas, como mostrado por um aumento no numero celular, aumentou a
progresséao do ciclo celular em S e G2/M fases e levou a diminuicdo da fase G1. A
presenca de SOCS5 ativo também reduziu a expressao de receptores de citocina,
como IL4R e IL7R, o0s quais participam da via JAK/STAT, enquanto que
seu silenciamento aumentou a fosforilacdo de JAK 1, JAK2 e JAK3, STAT1, STAT3,
STAT4, STATS5 e STAT6. Entretanto, como nado foi encontrada nenhuma mutacéo
em SOCS5 em pacientes com supressao desse gene, acredita-se que esse controle
negativo se daria por um padrao diferente de metilacdo. Em experimentos usando
PCR especifica para metilacéo, foi visto que o promotor e o primeiro éxon de SOCS5
se encontravam hipermetilados nas linhagens celulares, mostrando baixos niveis de
expressdo desse inibidor. Além disso, amostras de LLA-T expressando maiores
niveis de mMRNA de SOCS5 mostraram pouca ou nenhuma metilacdo nas regioes
testadas, enquanto timocitos normais ndo apresentavam essa regido metilada.
Esses resultados mostram que o controle epigenético negativo de SOCS5 em LLA-T

leva a maior ativacdo da via JAK/STAT.

3.3.3 Mutagdes em PTPRC
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O gene PTPRC codifica a tirosina fosfatase CD45, a qual tem um importante
papel regulador sobre as proteinas JAK (Porcu et al, 2012). Em 2012, Porcu e
colaboradores identificaram diversas mutacdes patogénicas em PTPRC, sendo uma
delas a mutacdo “missense” G863R no dominio da fosfatase que causava perda da
atividade de CD45. Tal perda demonstrou aumento da atividade da via JAK/STAT
apos estimulacdo por citocinas. Em 2015, Raponi e colaboradores descreveram um
caso de LLA-T adulto sem expressdo de CD45. As células leucémicas foram
negativas para CDA45, tanto na superficie quanto no citoplasma. Através de
sequenciamento de exoma, foi identificada uma mutacdo na regido a montante do
éxon 16 de PTPRC, que ocorria em 81% das leituras. A andlise do material
germinativo na saliva ndo mostrou essas alteragcfes, indicando que as mutacdes
foram adquiridas somaticamente. A analise do transcriptoma mostrou que,
diferentemente das células normais, a grande parte dos mMRNAs retinha os introns 15
e 16 do gene. Ademais, foi observada a fusdo do éxon 15 com a metade do éxon 16,
indicando a ocorréncia de um splicing incorreto, o que pode explicar a traducéo de
proteinas instaveis. O resultado corrobora com o perfil de expressao génica, que
mostrou uma baixa expressdo de PTPRC. Esses achados sugerem que mutacdes
em PTPRC estao relacionadas com a baixa ou inexistente expressao de CD45, um

importante regulador negativo da via JAK/STAT.

3.3.4 Alteracbes epigenéticas em PTPRC e SOCS2

Além das alteracdes genéticas que podem ocorrer em PTPRC e acabam por
interferir na atividade da via JAK/STAT, modificacBes epigenéticas também ja foram
observadas. Em 2022, Drobna-Sledzinska e colaboradores mostraram a relagdo de
MiRNAs e regulacdo da via JAK/STAT. O miRNA em estudo foi o0 miR-363-3p, que,
guando superexpresso, inibe os genes PTPRC e SOCS2, os quais sdo conhecidos
por inibir, por sua vez, a via JAK/STAT. Amostras de MO de 54 pacientes pediatricos
foram usados para o estudo em questdo. Através de ensaios com Dual-Luciferase,
foi possivel observar que a regido 30UTR tanto de PTPRC como de SOCS2
interagem e séo alvos de miR-363-3p. Ja com Western Blot, foi visto que a inibicao
de miR-363-3p levou a um aumento significativo no nivel de PTPRC, e a andlise
protebmica mostrou uma diminuicdo da atividade da via JAK/STAT. PTPRC atua

como um supressor tumoral, logo, o aumento da expresséo desse gene pela inibicao
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do miRNA interferiu diretamente na atividade da via JAK/STAT. Nesse sentido, a
superexpressao de miR-363-3p e supressdo de PTPRC e SOCS2 sao eventos
importantes para considerar em casos de LLA-T, ja que esses eventos levam a uma
ativacdo anormal da via JAK/STAT, corroborando com a proliferagdo de blastos

leucémicos.

3.3.5 Mutacdo RPL10 R98S

Girardi e colaboradores, em 2018, avaliaram o papel da mutacdo R98S na
proteina ribossomal RPL10 na ativacdo de componentes da via JAK/STAT. Estudos
recentes demonstraram que aproximadamente 20% dos pacientes com LLA-T
apresentam mutacdes somaticas em genes que codificam proteinas ribossomais,
como RPL5, RPL10, RPL22 e RPL11. Nesse estudo, dois modelos murinos em
células hematopoiéticas, além de amostras de pacientes com LLA-T, ambos com
mutacdo R98S em RPL10, mostraram aumento da expressdo de componentes da
via JAK/STAT e hiperativacdo da cascata. Nas células com a mutacao, as proteinas
JAKs (JAK1, JAK3 e TYK2) se encontravam superexpressas. Das cinco proteinas
STAT, apenas STAT2 se apresentou inalterada, enquanto que também foi
observada uma fosforilagdo mais intensa e duradoura de JAK, STAT3 e STATS.
Além disso, PTPRC foi uma das proteinas com menor concentracédo nas células com
RPL10 mutado. O mecanismo que explica a regulacéo da via JAK/STAT por RPL10
R98S também foi avaliado, e concluiu-se que a mutacdo R98S pode alterar o
deslizamento ribossémico, criando uma nova moldura de leitura. Além desse
mecanismo, a atividade proteossdmica das células com RLP10 R98S também foi
avaliada, e foi observado que essa mutacéo levou a diminuicdo de 28% e 23% na
atividade da quimotripsina e da caspase do proteassoma. Essa diminuicdo da
atividade dos elementos do proteossoma pode explicar uma maior estabilidade dos
componentes da via JAK/STAT, outro fator que pode estar relacionado a regulacéo

positiva que a mutacdo R98S tem sobre essa via.

O quadro a seguir sintetiza as alteragbes genéticas e epigenéticas citadas

acima e sua relevancia para a ativacao da via JAK/STAT na LLA-T.
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RELEVANCIA DA ALTERACAO

GENE ALTERACAO PARA A VIA JAK/STAT REFERENCIA
JAK3 Mutacéo Aumento da fosforilagdo de STATS Elliot et al, 2011,
& & Fattizzo et al, 2020
Aumento da fosforilagdo de STAT1 e Flex et al, 2008;
JAK1 Mutacéo STATS Fattizzo et al, 2020
Suske et al, 2024;
~ I N Kim et al, 2022;
STATS Mutacéo Fosforilacdo constitutiva de STAT5 Govaerts et al, 2019:
Kontro, 2014
L - Zenatti et al, 2011;
x Ativagdo constitutiva de JAK1, STATS5, 5. "
IL7R Mutagéo STAT1 e STAT3 Agashe, 2022; Palmi
et al, 2016
Tal et al, 2013; Palmi
Superexpressao Ativacdo de JAK2 et al, 2016; Maciel et
CRFL2
al, 2021
I Kleppe et al, 2010,
PTPN2 Delecéo Aumenta fosforllagao 2011; Alcantara et al,
da proteina STAT
2019
DNM2 Mutacao Diminuicdo da endocitose de IL7R ~ Alcantara et al, 2019
SOCS3 Hipermetilagao do Diminui inibicdo da via Roncero et al, 2016
promotor
t'cl)rr)r?cr)g?tgagr?rg:i?o Aumento da fosforilagdo de Sharma et al, 2019
SOCS5 e JAK1, 2 e 3, STAT1, STAT3, STAT4, '
STAT5 e STAT6
~ Lo ~ Porcu et al, 2012;
PTPRC Mutagao Diminui expresséo de CD45 Raponi et al, 2015
PTPRC Inibicdo por miR-363- Diminui express&o de CD45 Drobna-Sledzinska et
3p al, 2022
SOCS2 Inibicdo por miR-363- Diminui inibicdo da via Drobna-Sledzinska et
3p al, 2022
RPL10 Mutag&o R98S Aumento da expressdo das JAKS € - o i ot a1, 2018

diminuicdo da expressédo de PTPCR

A imagem abaixo mostra a via JAK/STAT e seu fatores ativadores e inibidores.
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FIGURA 4 — INIBIDORES E ATIVADORES DA VIA

T

miR-363-3p

SOCS

FONTE: Baseado nas figuras de Huang et al, 2022
LEGENDA: A via JAK/STAT pode ser inibida pela proteina fosfatase PTPN2, pela GTPase DNM2,
pela proteina transmembrana CD45, e pelas proteinas supressoras SOCS. Quando esses inibidores
se encontram alterados, observa-se aumento da atividade da via. J& o micro RNA miR-363-3p e a

mutacdo R98S na proteina ribossomal RPL10, séo fatores que aumentam atividade da via.

3.4 ANALISE DA FREQUENCIA DE MUTACOES DOS GENES QUE COMPOEM A
VIA

Para investigar a frequéncia das alteracdes nos genes participantes da via
JAK/STAT, reunimos amostras de pacientes diagnosticados com LLA-T através dos
dados disponibilizados pela iniciativa do National Cancer Institute (NCI):
Therapeutically Applicable Research to Generate Effective Treatments (TARGET).
Para esta caracterizacdo, foram acessados os dados previamente processados de
sequenciamento do exoma das 264 amostras avaliadas no estudo e disponibilizadas
online no endereco eletrénico https://ocg.cancer.gov/programs/target. Os genes
avaliados nesta andlise foram: JAK1, JAK2, JAK3, STATS5B, IL7R, CRLF2, PIASL1.
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Como esperado, 0s genes mais frequentemente mutados nesta analise foram JAK3-
M511l e IL7R (7,8 e 7% dos casos) e nao foram vistas mutacdes no gene CRLF2
(GRAFICO 1). De fato, na LLA-T ndo foram encontradas mutacdes ou rearranjos em
CRLF2 e, para esta andlise, ndo foram avaliados os niveis transcricionais deste
gene.

GRAFICO 1 - FREQUENCIA DE MUTACOES DOS GENES DA VIA JAK/STAT

8-

JAKI  JAK2  JAK3 STAT5B IL7R  PIASI

&

Frequéncia (%)
ol

0_

3.4 TERAPIAS ALVO

A relevancia da ativacao da via JAK/STAT em malignidades hematopoiéticas,
como a LLA-T, tem levado ao desenvolvimento de terapias que tenham como alvo
esta via (Waldmann, 2018). Estudos clinicos e experimentais tém avaliado o papel
de inibidores da proteina JAK como possivel tratamento para essa doenca. Tais
inibidores agem impedindo a fosforilagdo e consequente ativacdo das JAKs
(Agashe, 2022). Entre eles, o Ruxolitinibe, inibidor de JAK1 e JAK2, ja aprovada
para pacientes com mielofibrose e policitemia vera, apresentou acao antiproliferativa
em células baf3 com mutacdo de JAK2 em estudos (Shawky et al, 2022).
Outro inibidor de JAK, Tofacitinibe, que tem como alvo JAK1 e JAK3, também tem
passado por estudos pré-clinicos, os quais mostram sensibilidade de casos com
mutacado de IL7R, JAK1 e JAK3 in vitro e in vivo em modelos de xenotransplante
derivados de pacientes (Govaerts et al, 2019). Isso indica que a inibicdo da via

JAK/STAT podera ser considerada para tratamentos futuros.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante da revisdo do que se sabe sobre alteracbes na atividade da via
JAK/STAT em LLA-T dos ultimos 16 anos, foi possivel perceber a relevancia e o
interesse desta via para a doencga. Alteracdes moleculares dos componentes
IL7R/JAK/STAT j& sdo conhecidas por levar a proliferacdo e a sobrevivéncia de
progenitores hematopoiéticos. Porém, ndo somente componentes da via podem
causar a ativacdo da mesma. Este trabalho uniu alguns achados acerca de
alteracbes genéticas e epigenéticas que ocorrem em genes importantes para a
progressdo da LLA-T, principalmente atraves do aumento da atividade da via
JAK/STAT. Com isso, novas terapias que tém como alvo esta via passam por
estudos pre-clinicos e clinicos para que possam ser utilizadas no futuro como uma
das formas de tratamento para pacientes diagnosticados com a doenca. Por fim,
esta revisdo servird para trabalhos futuros como consulta pela busca por
biomarcadores de casos da LLA-T que possuam a via JAK/STAT ativa, de maneira a
encontrar novas formas de terapia que facilitem o tratamento e a qualidade de vida

dos pacientes que vivem com a doenca.
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