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Introdução: A mutação recorrente com ganho de função JAK2V617F confere proliferação independe de fatores de crescimento e desempenha um papel importante na patogênese das neoplasias mieloproliferativas (NMP). A ausência de resposta completa na maior parte dos pacientes com NMP tratados com inibidores de JAK1/2, ruxolitinibe, indica a necessidade de identificação de novas estratégias terapêuticas. A metformina é uma biguanida que inibi o complexo I mitocondrial e sua atividade antineoplásica tem sido reportada em leucemia, linfoma e mieloma múltiplo. Notavelmente, os efeitos antineoplásicos da metformina parecem ser seletivos para as células cancerosas, uma vez que não foi observada citotoxicidade para células hematopoéticas normais. Considerando que a metformina tem sido amplamente utilizada na prática clínica, estudos pré-clínicos na tentativa de determinar o seu efeito, sozinho ou em combinação com ruxolitinibe, nas NMP, podem ser de interesse, uma vez que esses achados possuem um potencial translacional. Objetivo: Investigar os efeitos da metformina e/ou ruxolitinibe nas vias de sinalização e nas funções celulares de modelos de NMP. Materiais e métodos: Linhagens celulares HEL, SET2 (JAK2V617F) e Ba/F3 JAK2V617F tratadas ou não com metformina (5 e 10 mM) e/ou ruxolitinibe (300 nM) foram submetidas a ensaios de viabilidade celular (MTT), clonogenicidade (formação de colônias), ciclo celular (citometria de fluxo), proliferação (Ki-67), apoptose (anexina-V/IP e clivagem de caspase 3/PARP1), PCR array para genes da via PI3K/AKT e consumo de oxigênio (respirometria de alta resolução). Para ensaio de formação de colônias eritroides espontâneas, células mononuclear de sangue periférico ou medula óssea de pacientes com policitemia vera (PV) foram cultivadas em metilcelulose com fatores de crescimento, exceto EPO, na presença ou não de metformina (2,5 mM) e/ou ruxolitinibe (50 nM). A expressão de genes e proteínas foram avaliadas por PCR quantitativo e Western blot. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste de ANOVA ou t de student. Resultados: Em células HEL, SET2 e Ba/F3 JAK2V617F, o tratamento com metformina ou ruxolitinibe reduziu significativamente a viabilidade celular e a clonogenicidade (p<0,05). A combinação de metformina e ruxolitinibe aumenta significativamente a apoptose quando comparada com a monoterapia (p<0,05). Metformina e/ou ruxolitinibe atrasa a progressão do ciclo celular (p<0,05). Em células HEL, a análise do PCR array identificou 11, 14 e 17 genes modulados pelo tratamento com metformina, ruxolitinibe e a combinação de ambos, respectivamente. A redução de ciclina D1 (CCND1) e o aumento de p27 (CDKN1B) foram validados em células HEL e SET2 (p<0,05). Também foi observado diminuição da fosforilação da retinoblastoma (RB), um alvo da ciclina D1 e proteína chave na progressão do ciclo celular, em ambas as linhagens celulares após todas as condições de tratamento. O tratamento com ruxolitinibe reduziu a fosforilação de STAT3. STAT5. ERK1/2, 4EBP1 e P70S6K. O tratamento com metformina apresentou resultado semelhante, mas o tratamento combinado apresentou inibição mais intensa de ERK1/2 e P70S6K comparada a monoterapia. Uma redução acentuada no consumo de oxigênio foi observada em todas as linhagens celulares JAK2V617F tratadas com metformina. Em células primárias de pacientes com PV, foi observada uma redução acentuada de formação de colônias eritroides espontâneas após tratamento com metformina e/ou ruxolitinibe. Conclusão: Metformina exerce uma atividade anticâncer e reduz a ativação da sinalização JAK2/STAT e MAPK em células JAK2V617F. Nosso estudo exploratório estabelece novos mecanismos moleculares da ação de metformina e ruxolitinibe na sinalização aberrante mediada pela mutação JAK2V617F e fornece novas perspectivas para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas alternativas ou complementares para NMP.
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