Expressao dos transcritos de APAF-1 em células de medula 0ssea de pacientes com

sindromes mielodisplasicas: correlacio com progressao da doenca

RESUMO

Apoptose tem papel crucial na fisiopatologia das sindromes mielodisplasicas (SMD). Nas
fases iniciais, hd aumento excessivo nas taxas de apoptose, que diminuem com a progressao
da doenca e sua transformacdo em leucemia mieldide aguda. A via do citocromo-c/APAF-
1/caspase-9 ¢ um dos mecanismos descritos para apoptose nas células mielodisplasicas.
Foram descritas 4 isoformas de APAF-1 geradas através de clivagem alternativa. As
isoformas APAF-1XL e¢ APAF-1LN contém uma insercao de 11 aminoacidos entre os
dominios CARD e ATPasico na regido NH2-terminal, e APAF-1XL apresenta também
uma repetigdo WD-40 adicional na regido COOH-terminal, que foi descrita como essencial
para conversao de pro-caspase 9 em sua forma ativa. Neste trabalho, a expressdo dos
diferentes transcritos de APAF-1 foi avaliada em células obtidas de 33 pacientes com SMD.
APAF-1XL e APAF-ILN mostraram expressdo significativamente maior em doenga de
baixo risco quando comparada com alto risco, de acordo com as classificacdes IPSS
(»=0.0004 e p=0.0255, respectivamente). APAF -1XL e APAF-ILN mostraram também
marcante aumento de expressdo durante a diferenciacdo eritréide de células CD34+ de
paciente com SMD de baixo risco (26 vezes e 12 vezes, respectivamente, comparando o 14°
com o 6° dia de cultura), coincidindo com aumento nos niveis de apoptose observados
nessas células no mesmo periodo. Os resultados inéditos aqui obtidos, mostrando alta
expressdo dos transcritos de APAF-1 em células de pacientes com SMD de baixo risco,
sugerem que APAF-1 exerca papel importante na desregulagdo da apoptose que acompanha

a progressao da doenga.



1. Introducao

As sindromes mielodispldsicas (SMD) constituem um grupo heterogéneo de
desordens hematopoiéticas clonais, onde o clone andmalo ¢ caracterizado por displasia
morfologica e diferenciagdo deficiente, resultando em células ndo funcionais. As
conseqiiéncias desta hematopoiese deficiente sdo citopenias no sangue periférico, que
podem envolver os trés segmentos do sangue: eritrocitos, leucocitos e plaquetas. A anemia
e seus sintomas relacionados sdo as manifestagdes clinicas mais comuns da maioria das
SMDs [1, 2]

As mielodisplasias foram classificadas em 1982 pelo grupo cooperativo franco-
americano-inglés (FAB) nas seguintes categorias: anemia refrataria (AR), anemia refrataria
com sideroblastos em forma de anel (ARSA), anemia refrataria com excesso de blastos
(AREB), anemia refrataria com excesso de blastos em transformac¢do (AREBt), e leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC), apresentando dentre estas classes um aumento
progressivo no nimero de precursores imaturos na medula (de 5% até 30% de blastos). Esta
classificacdo foi amplamente aceita e sua relevancia clinica tem sido demonstrada em
numerosos estudos. Em 2001, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) propds uma nova
classificagdo, com modificagdes que melhoram o valor progndstico da classificagdao, como
diminui¢ao do nimero de blastos na medula dssea para definir leucemia mieldide aguda (de
30 para 20%) e a inclusdo do estudo do caridtipo. Deste modo, as mielodisplasias sao
classificadas, segundo a OMS, nas seguintes categorias: anemia refrataria (AR), anemia
refrataria com blastos em forma de anel (ARSA), citopenia refrataria com displasias
multiplas (CRDM)), citopenia refrataria com displasias multiplas e blastos em forma de anel
(CRDM-SA), anemia refrataria com excesso de blastos-1 ¢ 2 (AREB-1 ¢ AREB-2),

sindrome mielodisplasica ndo classificada (SMD-N) e SMD associada com a delegdo no



cromossomo 5q (5q). Além dessas classificagdes, foi desenvolvido também o Sistema
Internacional de Pontuagao Prognostico (IPSS) nas SMDs, derivado da andlise de mais que
800 casos, que resultou em valores que oscilam de 0 a >2,5 e predizem com certa precisao a
sobrevida e risco de evolugdo para LMA [2]

Pouco se sabe a respeito da patogénese das SMDs e dos processos que medeiam a
sua freqiiente transformag¢do em leucemias. A excessiva apoptose intramedular ¢ um dos
mecanismos implicados na hematopoiese ineficaz observada nesse grupo de doencas [3, 4].
De acordo com estudos prévios, o aumento nas taxas de morte celular ¢ mais pronunciado
nos estagios iniciais da doenca do que nos estdgios mais avangados, € a progressdo para
leucemia mieldide aguda ¢ acompanhada por redugdo na apoptose e bloqueio na
diferenciacao mieloide [1, 5]. As vias de sinalizagdo celular que desencadeiam a apoptose
nas SMD, entretanto, permanecem apenas parcialmente elucidadas. Um mecanismo
descrito para a apoptose da série eritréide nas SMD envolve a via apoptdtica dependente da
mitocondria. A ativacdo de receptores de morte celular ou a direta ativacdo da mitocondria
resulta na liberacdo do citocromo-c dessas organelas e posterior ativagdo da caspase-9
através da atuacao de APAF-1 (apoptotic protease-activating factor 1) [6, 7].

APAF-1 é um componente central na via intrinseca da apoptose e a desregulagdo da
fungdo dessa proteina resulta no desenvolvimento de diversos processos neoplasicos em
humanos e resisténcia a quimioterapia. [8]. A deficiéncia de APAF-1 constitui um modo de
resisténcia a apoptose em células leucémicas [9] e pior prognéstico foi observado em
pacientes com perda da expressao de APAF-1 concomitante com mutagdo de p53 em
leucemia linfoide cronica [10].

A APAF-1 originalmente descrita foi identificada como homologa ao CED-4 de C.

elegans. Essa proteina de 130kD ¢é composta de trés dominios funcionais: CARD (caspase



recruitment domain) no N-terminal seguido de um dominio ATPésico e um dominio na
regido C-terminal composto por 12 repeticoes WD-40 (WDR). [11]. Clivagem alternativa
do gene pode gerar uma inser¢do de 11 aminodcidos na regido N-terminal entre os
dominios CARD e ATPésico ou uma repeticio WD adicional entre a quinta e sexta WDR.
O c¢cDNA de APAF-1 denominado APAF-1XL contém a inser¢do de 11 aminoacidos na
regido NH2-terminal e a repeticdo WD adicional. As outras isoformas descritas contém
apenas a inser¢cao na regido NH2 (chamada APAF-1LN) ou a inser¢ao da WDR adicional
(APAF-1LC) [11, 12]. A repeticado WD-40 adicional foi descrita como essencial para que se
efetue a ativacdo da procaspase-9 [13]. Entretanto, o padrao de expressao das diferentes
isoformas de APAF-1 ainda nao foi devidamente investigado em neoplasias hematologicas.

Reconhecendo a importante atuacdo de APAF-1 na maquinaria apoptdtica e seu
papel nas neoplasias humanas, levantamos a hipotese de que diferentes niveis de APAF-1
poderiam estar correlacionados com a progressao da SMD e sua transformacdo em LMA
através da sinalizacdo apoptotica. Em vista da auséncia de dados na literatura, o objetivo
deste estudo foi caracterizar os niveis de expressao do RNAm dos diferentes transcritos de
APAF-1 em SMD de alto e baixo risco. Para investigar a possivel modulacao da expressao
dos transcritos de APAF-1 com os elevados niveis de apoptose nos progenitores da medula
Ossea, também objetivamos verificar a expressdo dos transcritos de APAF-1 e as taxas de
apoptose ao longo da diferenciacdo de células CD34+ provenientes da medula dssea de um

paciente com mielodisplasia ¢ um doador de medula 6ssea normal.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostras de medula ossea



Aspirados de medula ¢ssea foram obtidos de 33 pacientes com diagnostico de SMD e um
doador de medula 6ssea normal. Dados clinicos dos pacientes e sua distribuicdo de acordo
com as classificacdes da doenga podem ser vistos na Tabela 1. Todos os pacientes ¢ o
doador normal deram seu consentimento informado por escrito e o estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica do Hospital.

2.2 Cultura de células

Para os ensaios de diferenciacao eritréide, amostras de medula 6ssea foram coletadas de um
paciente com mielodisplasia de baixo risco (IPSS: baixo; FAB: AR; OMS: AR) e um
doador normal. Células mononucleares foram isoladas em gradiente de Ficoll-Hypaque e os
progenitores CD34+ separados por colunas de imunoafinidade MIDI-MACS. Foram entao
colocadas em placas de cultura em meio de metilcelulose contendo eritropoetina (EPO) (3
IU/mL) e Interleucina 3 (30 IU/mL) e foram incubadas a 37° C por 6 dias. As coldnias
resultantes (BFU-E, CFU-E e pro-eritroblastos) foram cultivadas por mais 8 dias em meio
alphaMEM com mercaptoetanol, eritropoetina, holotransferrina e albumina de soro bovino.
No 6° e 14° dias, as células foram coletadas e submetidas a RT-PCR em tempo real e

imunofenotipagem.

2.3 Imunofenotipagem

Apoptose das células foi quantificada por marca¢do dupla com anexina V e iodeto de
propideo de acordo com instru¢des dos fabricantes, e analisadas por citometria de fluxo.
Para investigagao da maturacdo eritréide, a expressdao de marcadores da superficie celular
foi avaliada por dupla marcacdo com receptor anti-transferrina (CD71) e anti-glicoporina A

(GPA).



2.4. Transcricdo reversa

RNA foi extraido das células utilizando o reagente Trizol®. Um micrograma de RNA foi
entdo tratado com 1 U de DNasel para posterior transcrigao reversa com SuperScriptlI®
(Life Technologies). As amostras de cDNA foram quantificadas utilizando-se o

espectofotometro Gene Quant UV (Pharmacia).

2.5. RT-PCR semi-quantitativo

RNA transcrito foi submetido a RT-PCR semi-quantitativo em reagdes de 50-uL em uma
mistura contendo a polimerase high fidelity Taq Platinum® (Invitrogen). As quantidades
relativas de cDNA de APAF-1 contendo ou ndo a inser¢do dos 11 aminoéacidos na regido
NH2-terminal foram determinados utilizando-se os seguintes iniciadores: N1, 5°-
GTAAGAAATGAGCCCACTC-3* e N2, 5-TACTCCACCTTCACACAG-3, e as
seguintes condigoes de PCR: 33 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 94°C, 40
segundos de anelamento a 52°C e 30 segundos de extensdo a 72°C, seguidos de 5 min de
extensdo a 72°C. As quantidades relativas de cDNA de APAF-1 com ou sem a repetigao
WD adicional na regido COOH-terminal foram determinadas através dos seguintes
iniciadores: Cl, 5'-CAGCTGATGGAACCTTAAAGC-3' e C2, 5"
GTCTGGTCATCAGAAGATGTC-3' [12], e as seguintes condi¢cdes de PCR: 33 ciclos de
30 segundos de desnaturacao a 94°C, 50 segundos de anelamento a 58°C e 50 segundos de
extensdo a 72°C, seguidos por 5 minutos de extensdo a 72°C. Os produtos de PCR foram
corridos em gel de agarose a 1.5% e analisados por coloracdo com brometo de etidio no

programa Kodak Digital Image 1D 3.0.2.



2.6. RT-PCR quantitativo em tempo real

Deteccao da amplificacdo em tempo real foi realizada pela maquina ABI 5700
Sequence Detector System (Applied Biosystems) com o reagente SybrGreen PCR Master
Mix (Applied Biosystems). Quinze ng de cada amostra de cDNA foi utilizado para cada
reacao contendo os seguintes iniciadores (1) 150nM de f-actina (Fw: 5 -CCC AGC ACA
ATG AAG ATC AAG ATC AT-3 ; Rv: 5 -ATC TGC TGG AAG GTG GAC AGC GA-
3 ); (2) 150nM de GAPDH Fw: 5 -GCA GCA ATC CAA AAG AGT CTC A-3 ;Rv: 5 -
ATT TCC AAG AAT TTT CAG ATC AGG A-3); (3) 150nM de iniciadores para APAF-
IXL (Fw: 5 -GTC TGC TGA TGG TGC AAG GA -3 ; Rv: 5 -GAT GGC CCG TGT
GGA TTT C-3 ) e (4) 150nM de iniciadores para APAF-1LN (Fw: 5 - GGA TAA TGG
TGG CAG CAA AAA A-3 ; Rv: 5 -CAC ACC ATG AAC CCA ACT TAA ATG-3).
Expressdo de f-actina e GAPDH foi usada como controle enddogeno e uma amostra de
linhagem celular K562 foi usada como amostra calibradora. O wvalor relativo da
quantificacdo da expressdo génica de APAF-IXL e APAF-ILN foi calculado com a
equacio 2““T [6]. Um controle negativo foi também incluido para cada par de iniciadores,

e as reacdes foram realizadas em duplicata na mesma placa para cada amostra.

2.7. Analise estatistica

Os niveis de expressdo de APAF-1XL e APAF-ILN foram comparados entre baixo
risco/intermediario-1 e intermediario-2/alto risco (IPSS), AR/ARSA e AREB/AREBt
(FAB) e AR/CDRM/CDRMSA e AREB1/AREB2 (OMS), utilizando-se o teste de Mann-

Whitney. Um p-valor menor que 0.05 foi considerado como de significancia estatistica.



Tabelal. Caracteristicas dos pacientes

Numero de pacientes

Pacientes estudados 33
Género

Masculino/Feminino 16/17
Idade (mediana e variagdo) 68 (38-91)
FAB

AR/ARSA 13/8

AREB/AREBt 8/4
IPSS

Baixo risco/ Intermediario-1 16/9

Intermediario-2/ Alto Risco 4/4
OMS

AR/RCMD/ RCMD-RS 4/9/8

AREB1/ AREB2 3/5

LMA com displasia trilinear 4

AR:Anemia Refrataria, ARSA: Anemia Refratiria com Sideroblastos em Anel, AREB:
Anemia Refrataria com Excesso de Blasros, AREBt: Anemia Refrataria com Excesso de
Blastos em Transformagdo, CRDM: Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem,

CRDM-AS: Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem com Sideroblastos em



Anel, AREB1: Anemia Refratiria com Excesso de Blatos-1, AREB2: Anemia Refrataria

com Excesso de Blastos-2.

3. Resultados

3.1 Expressdo dos diferentes transcritos de APAF-1 em pacientes com mielodisplasia

através de RT-PCR

Trinta e trés amostras de medula dssea obtidas de pacientes com SMD foram
submetidas a RT-PCR com oligonucleotideos iniciadores especificos para a insercao dos
11 aminoécidos na regido NH2 terminal (iniciadores N1 e N2) e para a repeticio WD

adicional (iniciadores C1 e C2).

A analise por RT-PCR utilizando os iniciadores N1 e N2 revelou, em todas as
amostras, apenas transcritos contendo a inser¢ao dos 11 aminoacidos. Os experimentos com
os iniciadores C1 e C2 demonstraram em todas as amostras dois produtos, embora a
quantidade relativa de cada um parecesse variar entre as amostras (Fig.1). Concluindo,
levando em consideracdo ambas as analises por PCR, apenas os transcritos APAF-1XL e

APAF-1LN estdo presentes nas células mielodisplésicas.
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Figura 1. RT-PCR semi-quantitativo dos transcritos de APAF-1 em amostras de 2
pacientes com SMD. A amplificagdo da insercdo dos 11 aminoacidos na regido NH2-
terminal foi detectada em todas as amostras (como mostrado nas colunas 2 e 4- 230pares de
bases).Analise por PCR usando os iniciadores C1 e C2 (colunas 1 e 3) evidenciaram, em
todas as amostras, dois produtos (com e sem a amplificacdo da repeticdo WD adicional-
430 e 301 pares de base, respectivamente) embora a expressao relativa de cada um deles
parecga variar entre as amostras, de acordo com a intensidade do brilho das bandas. MW=

marcador 100pb.

3.2. Expressao relativa de APAF-1XL e APAF-1LN em pacientes com SMD através de RT-

PCR em tempo real

Com a inten¢do de caracterizar os niveis de expressao de APAF-1XL e APAF-1LN
em amostras de SMD, foram realizadas reacdes de RT-PCR em tempo real. De acordo
com o IPSS, a anélise por PCR em tempo real demonstrou expressdo significativamente
maior de APAF-1XL em medula 6ssea de pacientes com baixo risco (baixo/intermediario-

1) quando comparados com SMD de alto risco (intermediario-2/alto). (18.316 [3.095—
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169.48] versus 3.632 [2.412-8.112]; P =0.0004) (Figura 2A). Pacientes com doenca de
baixo risco também apresentaram maiores niveis de APAF-I1LN do que os de alto risco
(11.472 [0.9862-99.388] versus 4.925 [0.7245-15.562]; P =0.0255) (Figura 3A).
Portanto, de acordo com IPSS, SMD de baixo risco é associada a niveis maiores de

expressao de APAF-1XL e APAF-1LN, particularmente do transcrito APAF-1XL.

Baseando-se na classificacio FAB, a expressao do RNAm de APAF-1XL esteve
significativamente aumentada no grupo AR/ARSA comparada com o grupo
AREB/AREBt, (14.684 [3.095-169.48] versus 4.516 [2.412-69.310]; P =0.0295).A

expressao de APAF-1LN foi similar nos dois grupos (Fig.3B).

De acordo com a classificacdo da Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), ndo
houve diferenca significativa da expressao de APAF-I1XL e APAF-ILN nos grupos de

pacientes classificados como AR/RCMD/RCMDRS ou AREB1/AREB2 (Fig.2C e 3C).

3.2 Expressdo do RNAm de APAF-1XL e APAF-1LN durante a diferenciagdo eritroide

Sabe-se que as taxas de apoptose aumentam conforme as células mielodisplésicas se
diferenciam, permanecendo baixas em células normais sob as mesmas condi¢des.[14]. Na
tentativa de avaliar se a expressdo de APAF-1XL e APAF-1LN ¢ modulada pelo aumento da
apoptose em células mielodisplasicas, células CD34+ obtidas de um doador de medula
6ssea normal e um paciente com SMD de baixo risco (AR) foram submetidas a ensaio de

diferenciacdo eritréide e os niveis dos transcritos de APAF-1 foram avaliados nos dias 6 e
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14 da diferenciacdo celular. Simultaneamente, foi quantificado o niimero de células em

apoptose também nesses mesmos dias.

As células em diferenciag@o terminal foram positivas para transferrina e glicoforina
A na citometria de fluxo. Na cultura do paciente normal e com SMD, elas representavam
51.96% e 88.3% das células no dia 6, e 95.06% e 94.17% no dia 14, respectivamente. A
cultura de células normais conteve 5.63% de células em apoptose (anexina V-positiva e PI-
negativo) no dia 6 e 2,5% no dia 14, enquanto a cultura de SMD conteve 4,78% de células

em apoptose no dia 6 € 9,5% no dia 14 (Fig.4).

Os niveis dos transcritos de APAF-1 foram também avaliados em ambas as culturas
nos dias 6 e 14. Na cultura de células normais, a expressao tanto de APAF-1XL quanto
APAF-ILN foi 3 vezes maior no dia 14 do que no dia 6. Quanto as células CD34+ do
paciente com mielodisplasia, o aumento na expressdo de APAF-I1XL ¢ APAF-ILN foi
consideravelmente maior (26 vezes e 12 vezes maior no 14° dia comparado com o 6°,
respectivamente. (Figure 4). Esses resultados evidenciam que o aumento na expressao de
APAF-1XL e APAF-1LN, especialmente APAF-1XL, coincide com as maiores taxas de
apoptose nas células mielodisplasicas em diferenciacdo eritrdide terminal, ja que as células
CD34+ de SMD apresentaram 4,5% de apoptose no 6° dia de cultura, e 9,5% de células em

apoptose no 14° dia.

4. Discussao e conclusao

Os resultados aqui apresentados demonstraram que células de pacientes com SMD
expressam APAF-1XL e APAF-1LN, mas ndo APAF-1LC. De acordo com a classificagao

IPSS, niveis maiores de expressdo de APAF-1XL e APAF-1LN foram observados em SMD
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de baixo risco comparado com doenga de alto risco. De acordo com FAB, na doenga de
baixo risco foram observados niveis significativamente maiores de APAF-1XL, mas ndo de
APAF-1LN. Células mielodisplasicas da série eritrdide apresentaram também taxas
maiores de apoptose comparadas com células normais, acompanhadas de expressao
aumentada de APAF-1XL e APAF-1LN.

Diversos estudos demonstraram que APAF-1 ¢ uma proteina pro-apoptdtica que se
encontra menos expressa em células leucémicas. [9]. Pacientes com leucemia linfoide
cronica com perda da expressio de APAF-1 e mutagdes de p53 apresentaram pior
progndstico [10], e silenciamento genético de APAF-1 também foi descrito em blastos de
leucemia mieldide aguda [15]. Além disso, os niveis intracelulares de APAF-1 mostraram-
se determinantes para ocorréncia de apoptose induzida por etoposideo e paclitaxel em
células HL-60 [16]. Entretanto, estes estudos ndo descreveram a expressdo ou fungdo
especifica de cada uma das isoformas dessa proteina nesses eventos. Benedict e
colaboradores [13] foram os pioneiros a estudar as isoformas de APAF-1 e seu papel em
células normais e tumorais. Identificaram que, no nivel de expressao do RNAm, APAF-1XL
¢ o RNA mais expresso em todos os tecidos normais estudados, enquanto APAF-1LN foi
expressa em alguns tecidos normais, incluindo medula 6ssea.

Neste trabalho, mostramos pela primeira vez que APAF-1XL e APAF-1LN s3o os
transcritos encontrados em células mielodisplasicas. Também foi possivel notar que os
transcritos de APAF-1 estdo diferentemente expressos de acordo com o risco alto ou baixo
na SMD (IPSS). Pacientes classificados como baixo risco de acordo com IPSS
apresentaram maiores niveis de APAF-1XL (p=0.0004)e APAF1-LN (p=0.02) comparados
aqueles com doenga de alto risco. E importante notar que houve maior significancia

estatistica para APAF-1XL. Em relagdo a classificagdo FAB, houve aumento significativo
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apenas de APAF-1XL na doenga de baixo risco (p=0.02), sendo que os niveis de APAF-1LN
permaneceram iguais em ambos os grupos. Esses resultados podem indicar que APAF-1XL
desempenhe um papel de maior importancia na progressao da doenga. Nenhuma diferenca
estatistica foi observada quando os pacientes foram classificados de acordo com a OMS.
Isso pode ser explicado pelo fato de 4 pacientes terem sido excluidos da analise, j& que
foram classificados como LMA de acordo com os pardmetros da OMS. Esses pacientes
apresentaram niveis baixos de expressdo de APAF-1, e isso possivelmente influenciou no
calculo estatistico.

Estudos tém mostrado de forma consistente que a apoptose esta desregulada em
SMD e LMA. Dados de diversos estudos sugerem que nos estdgios mais iniciais da doenga,
0 aumento na apoptose esta associado a menor sobrevivéncia das células hematopoiéticas,
enquanto em fases mais tardias, a progressio de SMD para LMA ocorre
concomitantemente com decréscimo da apoptose e aumento na sobrevivéncia das células,
levando a subseqiiente expansdo das células precursoras andmalas [17, 18]. Portanto, de
acordo com essas evidéncias, podemos inferir que ¢ esperado um aumento na expressao de
APAF-1 nos grupos de SMD com maiores taxas de apoptose.

Apesar dessas evidéncias, os mecanismos patogenéticos envolvidos na progressao
das sindromes mielodisplésicas e na sua transformag¢do em leucemia aguda estdo apenas
parcialmente elucidados. Nas SMD a apoptose parece ser mediada em grande parte pela
ativagdo da via do Fas. Ligagdo de TRAIL e FAS-L aos seus respectivos receptores ativa
via de sinalizagdo de morte intracelular que resulta na ativagdo da caspase-8. [14].
Desregulacao significante na expressao de Fas e Fas-L na medula 6ssea de pacientes com
SMD, incluindo sua relagdo com progressao da doenga, foram mostrados previamente [19,

20]. Entretanto, evidéncias recentes tém demarcado a importancia do eixo mitocondrial da
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apoptose nas células mielodisplésicas. Eritroblastos de pacientes com AR ¢ ARSA mostram
liberagdo constitucional de citocromo-c¢ da mitocondria [21] e em ARSA associada a
delecdo congénita do brago curto do cromossomo 4, a hematopoiese ineficaz foi explicada
por aumento da apoptose associada a hiperativacdo da maquinaria apoptdtica dependente da
mitocondria, a ndo da via do Fas [22]

E interessante salientar que ensaios in vitro de ativagdo das caspases, realizados por
Benedict e colaboradores [13] em células normais e neopldsicas, demonstraram que a
repeticdlo WD extra, presente em algumas moléculas de APAF-1, ¢ essencial para que
ocorra a conversdo de pro-caspase 9 em sua forma ativa. A presenca dessa repeticao
adicional na estrutura da proteina permite a formagdo de uma plataforma de interagdo com
outras moléculas de forma mais estavel. Isso ¢ particularmente importante se considerarmos
a formagdo do apoptossomo, em que multiplas moléculas precisam ligar-se entre si
(citocromo-c, ATP/dATP, procaspase-9 e oligobmeros de APAF-1). [13].

A modulagao da expressao de APAF-1 foi observada acompanhando o aumento na
apoptose ocorrido nos experimentos com células CD34+ submetidas a diferenciacao.
Células mielodisplasicas em diferenciacdo apresentaram maiores taxas de apoptose
comparadas as células normais, acompanhadas de aumento na expressao de APAF-1XL e
APAF-1LN. Novamente, o incremento na expressao de APAF-1XL foi mais evidente do que
o observado para APAF-1LN.

A maior expressado do RNAm de APAF-1XL em doenca de baixo risco e sua
correlagdo positiva com as taxas apoptoticas observadas durante a diferenciagdo eritroide
de células de paciente com SMD podem indicar que a modulagdo de APAF-1 no nivel de
transcricdo génica participa na fisiopatologia das Sindromes Mielodisplasicas, aumentando

a susceptibilidade das células a morte intramedular, um marco importante da doenca. Além
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disso, expressdao reduzida dos transcritos de APAF-1 em SMD de alto risco pode indicar

que APAF-1 esta envolvida também na progressao da doenca.

Figura 2. Expressdao quantitativa de APAF-1XL em células de medula 6ssea de pacientes
com Sindromes Mielodisplasicas, em relacio a amostra calibradora, e de acordo com
classificacdes da doencga: IPSS (International Prognostic Score System) (A), Franco-

Americana-Inglesa (B) e Organiza¢do Mundial de Satde (C).
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Figura 3. Expressdao quantitativa de APAF-1LN em c¢lulas de medula dssea de pacientes

com Sindromes Mielodisplasicas, em relagdo a amostra calibradora, e de acordo com

classificacdes da doencga: IPSS (International Prognostic Score System) (A), Franco-

Americana-Inglesa (B) e Organizagdo Mundial de Saude (C).
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Figura 4. Andlise da apoptose e expressao de APAF-1 em células CD34+ de doador
normal e paciente com SMD nos dias 6 e 14 de diferenciagdo eritréide em cultura. Estdo
indicadas as porcentagens de células em apoptose (anexina V+/PI-) e expressao de APAF-

IXL e APAF-1LN através de RT-PCR em tempo real, relativos a amostra calibradora.
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