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RESUMO

NUNES, D. P. T. Efeito de SMADs e de microRNAs na expressao génica de
TGF-B1 e seu papel na angiogénese em pacientes com mielofibrose e
trombocitemia essencial. 2015. 177f. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

OBJETIVO: Investigar o efeito da expressdo de RNAmM dos SMADs e de microRNAs
(miRNAs) que possuem o TGFB1 como alvo na expressdo génica (RNAm e
proteina) de TGF-B1 e seu papel na fisiopatologia da angiogénese em pacientes
com mielofibrose (MF) e trombocitemia essencial (TE). METODOS: Foram incluidos
21 pacientes com MF priméria (MFP), 21 com MF pds-TE (MFPTE) e 24 com TE,
além de 98 individuos controles pareados de acordo com género e idade com o0s
pacientes. As andlises realizadas no sangue periférico foram: quantificacdo das
concentragdes plasméticas e de RNAm de TGFB1, VEGFA e FGF2; quantificacdo
de RNAmM de SMADs 1 a 7 e de miRNAs 193a-5p, 369-5p, 542-5p, 590-3p, e 590-
5p; e detecgdo das mutagdes JAK2V617F (com quantificacdo alélica), MPLW515K/L
e CALR. Em 26 bidpsias de medula 6ssea dos pacientes, foram determinados o
grau de microvasculatura (angiogénese estimada — CD34), a imunoexpressado de
TGF-bl ativo, TGF-B1 latente e c-MPL. RESULTADOS: As concentracdes de TGF-
B1 plasmatico foram semelhantes entre os pacientes e controles, enquanto o
VEGFA plasmatico foi maior em todos os grupos de pacientes comparados aos seus
controles. O FGF2 plasmatico também foi maior em todos os grupos de pacientes, e
a expressdo de seu RNAm foi maior nos pacientes com TE do que em seus
controles. As expressbes de SMADs e de miRNAs foram semelhantes entre
pacientes e controles. TGF-f1 e FGF2 plasméticos apresentaram correlacdes
positivas nos pacientes com MFP, e correlagdes negativas nos seus controles, assim
como nos controles de MFPTE. Em todos os grupos estudados foi observada
correlagdo positiva entre TGF-B1 e VEGFA plasmaticos. Além disso, foram
demonstrados diferentes perfis de correlagbes entre a expressao génica de TGF-f1
e os diversos SMADs e miRNAs em cada grupo de pacientes e controles. Os
pacientes com MFP com maior angiogénese (de acordo com a mediana da
concentracdo plasmatica de VEGFA e FGF2) apresentaram maiores concentracdes
plasméticas de TGF-B1 do que aqueles com menor angiogénese. A angiogénese
medular estimada (CD34) néo foi diferente entre os trés grupos de pacientes
estudados. Além disso, ndo foram encontradas correlagfes entre a imunoexpressao
de CD34 e as expressOes de RNAm de TGFB1, VEGFA e FGF2 medulares nem em
leucocitos de sangue periférico, ou a concentragbes plasmaticas de TGF-B1,
VEGFA e FGF2. As imunoexpressbdes de TGF-bl ativo, TGF-B1 latente e c-MPL
foram semelhantes entre os trés grupos de pacientes. As frequéncias das
mutacdes avaliadas foram similares as descritas na literatura. Os pacientes com
MFPTE portadores de mutagcdo CALR apresentaram menores concentragdes
plasméticas de VEGFA e FGF2 do que os JAK2V617F positivos, enquanto os
pacientes com TE portadores de mutagdo CALR exibiram menores concentragdes
plasméticas de TGF-B1 do que os portadores de JAK2V617F. CONCLUSOES: O
presente trabalho permitiu confirmar a correlagéo positiva entre o TGF-f1 com
outros dois marcadores de angiogénese (VEGFA e FGF2). As expressdes de
SMADs e de miRNAs estudados foram  semelhantes entre pacientes e controles,
visto ndo haver diferengas na expressdo génica de TGF-B1. Entretanto,



disparidades encontradas nas correlagdes entre a expressdo génica de TGF-B1 e
diferentes SMADs e miRNAs nos pacientes e controles poderiam indicar que a
regulacdo da expresséo génica de TGF-B1 nas doencgas estudadas seja distinta da
apresentada nos individuos sem essas doengas.

Palavras-chave: mielofibrose, trombocitemia essencial, angiogénese, SMAD,
microRNA



ABSTRACT

NUNES, D. P. T. Effects of SMADs and microRNAs in TGF-B1 gene expression and
its role in the angiogenesis pathophysiology in myelofibrosis and essential
thrombocythemia patients. 2015. 177f. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

AIM: To investigate the effects of the expression of SMADs mRNA and microRNAs
(miRNAs) that target TGFB1 in TGF-B1 gene expression (MRNA and protein) and its
role in the angiogenesis pathophysiology in myelofibrosis (MF) and essential
thrombocythemia (ET) patients. METHODS: Twenty-one primary MF (PMF), twenty-
one MF post-ET (MPET) and twenty-four ET patients were included, besides 98
controls matched for gender and age with patients. In peripheral blood were
assessed: TGF-B1, VEGFA and FGF2 plasmatic levels and mRNA quantification;
SMADs 1 to 7 mRNA quantification and miRNAs 193a-5p, 369-5p, 542-5p, 590-3p,
and 590-5p quantification; and detection of JAK2V617F (and allele burden),
MPLW515K/L and CALR mutations. Estimated angiogenesis (microvessel grade -
CD34), active TGF-b1, latent TGF-f and c-MPL immunoexpression were determined
in 26 bone marrow biopsies. RESULTS: Plasmatic TGF-B1 levels were similar in
patients and controls, while all the patients groups had higher plasmatic VEGFA than
controls. Plasmatic FGF2 was higher in all the patients groups, and its mRNA
expression was higher in ET patients than in controls. No differences in SMADs and
mMiRNAs expression were found between patients and controls. There was a positive
correlation between plasmatic TGF-B1 and FGF2 in PMF, and a negative correlation
between these variables in their controls, as well as in MPET controls. In all studied
groups, there was a positive correlation between plasmatic TGF-f1 and VEGF. In
addition, different profiles of correlations were demonstrated between TGF-B1 gene
expression and the several SMADs and miRNAs studied in each group of patients
and controls. PMF patients with higher angiogenesis (according to the median of
VEGFA and FGF2 plasma levels) had higher plasmatic TGF-B1 levels than those
with lower angiogenesis. Estimated angiogenesis (CD34) in bone marrow biopsies
were not different among PMF, MPET and ET patients. Moreover, there were no
correlation between CD34 immunoexpression and TGFB1, VEGFA and FGF2 mRNA
bone marrow or peripheral blood expression or plasmatic levels, as well as latent
TGF-B1, active TGF-bl, and c-MPL immunoexpression were similar in patients
studied groups. The frequencies of evaluated mutations were similar to previously
reported. MPET patients harboring CALR mutations had lower plasmatic VEGFA and
FGF2 than JAK2V617F mutated, while ET patients carrying CALR mutations had
lower plasmatic TGF-B1 than JAK2V617F mutated. CONCLUSIONS: This study
confirmed the positive correlation among TGF-f1 and two other markers of
angiogenesis (VEGFA and FGF2). SMADs and miRNAs expressions were similar
between patients and controls, since there were no differences in TGF-1 gene
expression between patients and controls. However, disparities found in the
correlations between TGF-B1 gene expression and different SMADs and miRNAs in
patients and controls may indicate that TGF-B1 gene expression regulation in studied
diseases is distinct from those presented by individuals without these diseases.

Keywords: myelofibrosis, essential thrombocythemia, angiogenesis, SMAD,
microRNA
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1 INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) crénicas cromossomo Philadelphia
(Ph) negativo sdo doengas hematoldgicas clonais resultantes de mutacdo adquirida
na célula-tronco hematopoiética, caracterizadas por aumento da proliferagcdo de uma
ou mais linhagens mieldides, com manutencdo da maturacdo eficaz (Spivak, 2004;
Kralovics, 2012).

As caracteristicas bésicas das trés principais NMPs s&@o: aumento da massa
eritrocitaria na policitemia vera (PV), fibrose medular na mielofibrose (MF) e
plaguetose acentuada na trombocitemia essencial (TE). Essas NMPs apresentam
diversas manifestacdes clinicas em comum, tais como esplenomegalia decorrente
da hematopoiese extramedular, probabilidade de cursar com hipercelularidade na
medula O6ssea, alto risco de hemorragia e complicagbes tromboticas, e a
possibilidade, durante a evolugéo, de se transformarem em leucemia miel6ide aguda
(LMA) (Spivak e Silver, 2008; Kralovics, 2012).

A angiogénese possui importante papel em diversas doengas
hematolégicas, inclusive nas NMPs (Lundberg et al., 2000; Wrébel et al., 2003;
Kvasnicka e Thiele, 2004; Panteli et al., 2004; Alonci et al., 2008; Carmeliet e Jain,
2011). Trata-se de um processo crucial para o crescimento e a metastase do tumor,
visto que 0s novos vasos suplementam as células tumorais com nutrientes e
oxigénio e garantem a drenagem eficiente de metabdlitos (Folkman, 1990; Kaafarani
et al., 2009).

Dentre as varias citocinas e fatores de crescimento que modulam a
angiogénese, os principais séo o fator de transformacéo do crescimento (TGF)-1, o
fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) (Massagué, Blain e Lo, 2000;
Ferrara, 2004), o fator basico de crescimento de fibroblastos (FGF2/ bFGF) e o fator
induzido por hipoxia (HIF)-1 (Folkman, 1992; Polverini, 1995). Além disso, h&
crescentes evidéncias de que a angiogénese seja regulada por mecanismos
epigenéticos, particularmente por microRNAs (miRNAs) (Buysschaert et al., 2008).

A via de sinalizacdodoTGF-f ¢é altamente regulada por fatores especializados,
muitos dos quais se encontram alterados em canceres humanos (Massagué,

Seoane e Wotton, 2005). A sinalizagdo dos ligantes de TGF-B1 ao nulcleo
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€ mediada por transdutores de sinais denominados SMADs, que ativam ou reprimem
a transcrigdo, regulando a expressédo do gene alvo (Heldin, Miyazono e ten Dijke,
1997; Attisano e Wrana, 1998; Wrana, 2000), inclusive do préprio TGFB1 (Shi e
Massagué, 2003; Akhurst, 2012).

Varios estudos tém sido realizados a fim de melhorar a compreenséo da
angiogénese nas NMPs, sendo necessario elucidar as interacdes entre fatores co-
expressos em tecidos em que esteja ocorrendo angiogénese a nivel endotelial
(Pardali e Moustakas, 2007; Ferrari et al., 2009) e os mecanismos de regulacéo
génica poés-transcricional (Chang e Hla, 2011), pois ainda ha informac¢des limitadas
disponiveis em relagdo a funcé@o e genes alvo de miRNAs nas células endoteliais
(Kuehbacher, Urbich e Dimmeler, 2008).

Com esse estudo, pretendemos esclarecer o papel do TGF-B1 na
angiogénese na MF e TE, avaliando possiveis interacdes entre as expressodes de
RNAmM de SMADs e de miRNAs e a expressao génica de TGF-1, identificando seus
papéis na angiogénese, além de compreender a cooperacdo entre TGF-f1, VEGFA

e FGF2 nesse processo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Neoplasias mieloproliferativas

William Dameshek, em 1951, foi o primeiro a reconhecer que as NMPs
deveriam ser classificadas como um conjunto de doencgas fenotipicamente
relacionadas, apesar de terem sido reconhecidas como entidades clinicas distintas
ao longo do século anterior (Levine e Gilliland, 2008; Tefferi, 2008).

Classicamente conhecidas como doengas mieloproliferativas cronicas, esse
grupo de doengas foi renomeado para NMPs na Classificagdo de Tumores dos
Tecidos Hematopoiético e Linféide pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
2008, ressaltando seu carater clonal. Sao atualmente divididas em oito entidades
patolégicas: leucemia mieldide crénica (LMC) BCR-ABL1 positiva, decorrente da
translocacdo do cromossomo Ph; PV; MF; TE; leucemia neutrofilica cronica;
leucemia eosinofilica crbénica; mastocitose; e neoplasias mieloproliferativas
inclassificaveis (Figura 1) (Spivak e Silver, 2008; Tefferi e Vardiman, 2008a;
Vardiman et al., 2009).

As NMPs cromossomo Ph negativo sdo doencas hematolégicas clonais,
originadas devido & aquisicdo de uma mutacdo na célula-tronco hematopoiética, e
sdo caracterizadas por aumento da proliferagdo de uma ou mais linhagens
mieldides, seja eritréide, eosinofilica, granulocitica, megacariocitica ou mastocitica;
com acumulo de células mieldéides e manutencdo da maturagdo eficaz (Spivak,
2004; Kralovics, 2012).

A PV, a MF e a TE apresentam caracteristicas bioldgicas semelhantes, tais
como a origem em uma célula progenitora hematopoiética pluripotente; dominancia
do progenitor clonal sobre o progenitor de células-tronco hematopoiéticas e
hipersensibilidade & eritropoetina (EPO), interleucina (IL)-3, fator de célula-tronco
(SCF), fator de crescimento similar & insulina (IGF)-1, fator estimulante de colénias
granulociticas-macrofagicas (GM-CSF) e trombopoetina (TPO), o que leva ao
crescimento independente de citocinas de progenitores eritréides in vitro (Spivak e
Silver, 2008). Essa hipersensibilidade a diferentes fatores de crescimento levou a

sugestao de que a anomalia primaria nas NMPs poderia ser em um componente de
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sinalizagdo celular subsequente a mdltiplos receptores de fatores de crescimento
(Hinshelwood, Bench e Green, 1997).

@ eritrécitos =3 Policitemia vera
mondcitos == Mielofibrose primaria

(o) plaguetas _y Trombocitemia essencial
) 7\
(| ) | )

\\t’j/ — \\\:’// @ eosindfilos = leucemia eosinofilica crénica

célula-tronco progenitor
hematopoiética mieldide

@03 =3‘5 Leucemia mieldide crénica
3 .
0 i neutrdfilos

\eﬂ’(‘- . . .
Leucemia neutrofilica crdnica
0,
©9%78 . . )
220 mastocitos  —3 Mastocitose

Neoplasias mieloproliferativas
inclassificaveis

Figura 1 - Classificagdo das neoplasias mieloproliferativas cronicas.

As diferentes doencas podem ser classificadas pela célula mieldide terminalmente diferenciada
predominante envolvida na doenca, e para cada célula terminalmente diferenciada ha uma distinta
neoplasia mieloproliferativa cronica. Fonte: Adaptado de Levine et al., 2007; Spivak e Silver, 2008;
Tefferi e Vardiman, 2008.

2.1.1 Mutagéo JAK2V617F

Em 2005, foi demonstrado que pacientes com NMPs apresentavam uma
mutacdo em um dominio auto-inibitorio de uma proteina tirosinoquinase
citoplasmatica da familia Janus quinase (JAK), a JAK2, (Baxter et al., 2005;
Kralovics et al., 2005), que possui papel chave na transducéo de sinal de multiplos
receptores de fatores de crescimento hematopoiéticos (Komura et al., 2003). Tal fato
esclareceu alguns aspectos da patogénese das principais NMPs, melhorando a
especificidade do diagnéstico, e levando ao aumento do nimero de pesquisas
relacionadas a doencas mieloproliferativas (Chauffaille, 2010).

A mutacdo somatica V617F no exon 14 do gene JAK2 refere-se a substituicdo de
uma guanina por uma timina no nucleotideo 1849 do cDNA, acarretando a troca
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de uma valina altamente conservada por uma fenilalanina no cédon 617 (Baxter et
al., 2005; James, Ugo, Le Couédic, et al.,, 2005; Kralovics et al., 2005). Essa
mutacao esta presente em cerca de 96% dos pacientes com PV, 65% daqueles com
MF e 55% dos portadores de TE (Tefferi e Vainchenker, 2011). No Brasil, a
frequéncia dessa mutacdo em pacientes com PV permanece a mesma, porém se
apresenta em apenas 43-56% dos pacientes com MF e em 28% ou 47% dos
pacientes com TE (Dos Santos et al., 2011; dos Santos et al., 2014).

E intrigante como uma Unica mutacdo pode originar trés fendétipos diferentes,
porém existem algumas hipoteses para explicar como a mutacdo JAK2V617F pode
originar a PV, a MF ou a TE. Algumas hipé6teses se baseiam na idéia de que os
diferentes fendtipos sdo originados em decorréncia da mutacdo JAK2V617F,
enquanto outras indicam que o fendtipo dessas doencas é independente dessa
mutagao.

Num efeito dependente de JAK2, células homozigotas para a mutagéo
JAK2V617F seriam responséaveis pelo desenvolvimento de um fenoétipo eritréide,
enquanto células heterozigotas originariam a TE. A carga alélica (propor¢do de
mutantes para o tipo selvagem) da mutacdo JAK2V617F também parece modular as
manifesta¢cfes fenotipicas das NMPs: taxas elevadas favorecem o desenvolvimento
do fendtipo de PV e taxas baixas induzem o fenétipo de TE (Lippert et al., 2006;
Tiedt et al., 2008; Levine, 2009).

Num efeito independente de JAK2, mutacbes sométicas ou lesbes
epigenéticas poderiam agir sinergicamente com a JAK2 na patogénese dessas
doencas (Levine, 2009). Recentemente, foi demonstrado que a ordem de
aparecimento das muta¢des impacta nas caracteristicas clinicas e bioldgicas da
doenga. Pacientes nos quais a mutacdo JAK2V617F foi adquirida anteriormente a
mutagao no gene TET2 apresentam maior probabilidade de desenvolverem PV do
que TE. Além disso, esses pacientes mostram sinais de doenca aproximadamente
10 anos antes, tém maior risco de eventos tromboéticos, e sdo mais responsivos a
terapia com inibidor de JAK do que aqueles em que a mutacéo inicial € a TET2
(Ortmann et al., 2015). Além disso, variacdes genéticas da linhagem germinativa
podem ser implicadas na patogénese diferencial dessas NMPs (Levine, 2009).

O gene JAK2 esté localizado no cromossomo 9p24 e codifica uma proteina

com 1132 aminoéacidos (Pritchard et al., 1992;Saltzman et al.,1998), membro de uma
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grande familia de tirosinoquinases envolvidas na sinalizacdo de receptores de
citocinas, a qual inclui JAK1, JAK3 e nao receptor de proteina tirosinoquinase
(TYK2) (Schindler e Darnell, 1995). Essas proteinas possuem papel fundamental na
transducgdo de sinal de multiplos fatores de crescimento hematopoiéticos (Komura et
al., 2003; Ugo et al., 2004) e se associam a receptores de citocinas para ativar 0os
membros da familia de fatores de transcri¢cao de transducéo de sinal e ativadores de
transcricdo (STATS), que se ligam a promotores de genes especificos, reguladores
da proliferacéo e diferenciacéo (Figura 2) (Schindler e Darnell, 1995).

\citocina

—.
Transcrigio de&
importantes na proliferag3o'

e sobrevivéncia celulares \

ININANNINFIN. )

Figura 2 - Via de sinalizagdo JAK-STAT.

A ligacdo da citocina ao receptor induz a ativacdo das JAKs, que fosforilam substratos celulares,
permitindo o recrutamento de proteinas STAT (transdutor de sinal e ativador da transcricdo) para
fosforilar o receptor pelo seu dominio de homologia Scr (SH2), o qual, por sua vez, é também
fosforilado. As proteinas STAT podem dimerizar, translocar para o nicleo e se ligar ao DNA. O TATA
box permite a ligacdo da maquinaria basal de transcricdo. SOCS (Supressores da sinalizagdo de
citocinas) regulam negativamente a sinalizacdo JAK-STAT. Fonte: Adaptado de Leonard, 2001.
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As JAK apresentam sete regibes de similaridade de sequéncia entre 0s
membros da familia, denominados dominios de homologia JAK (JH). O dominio JH1,
localizado no C-terminal, apresenta atividade quinase catalitica (Saharinen,
Takaluoma e Silvennoinen, 2000). O JH2, adjacente ao JH1, possui homologia
significativa com esse dominio, porém, ndo possui atividade catalitica, sendo,
portanto, denominado pseudoquinase (Wilks et al., 1991). Evidéncias sugerem que o
JH2 esteja envolvido na auto-inibicdo da atividade da JAK2 (Saharinen, Takaluoma
e Silvennoinen, 2000), e o dominio JH7, localizado no N-terminal, € essencial para a
associagéo da JAK2 a receptores de citocinas (Chen et al., 1997).

A mutacdo JAK2V617F ocorre no dominio JH2 (Figura 3), e impede a
atividade quinase-regulatéria negativa mediada pelo dominio pseudoquinase. A
JAK2V617F mutante permanece constutivamente ativada independentemente do
ligante e desenvolve hipersensibilidade as citocinas. Desse modo, esse estado é
diferente das condicbes normais em que a JAK2 somente é ativada apos a
dimerizac&o ou oligomerizacdo dos receptores de citocinas que se ligam aos seus
respectivos ligantes (Baxter et al., 2005; James, Ugo, Le Couédic, et al., 2005; Lu et
al., 2005; Baker, Rane e Reddy, 2007).

JAK2V617F

Dominio Dominio Dominio

Dominio FERM SH2 pseudoquinase quinase

Figura 3 - Estrutura da proteina Janus Quinase 2 (JAK2) - Dominios de

Homologia.

A proteina JAK2 apresenta sete dominios bem conservados, denominados dominios de homologia
JAK (JH1-JH7). O dominio JH1 é o dominio tirosino quinase. O dominio JH2 apresenta grande
homologia com JH1, mas ndo possui determinados aminoacidos requeridos para a atividade quinase,
sendo, portanto, o dominio pseudoquinase. A mutagdo JAK2V617F ocorre no dominio JH2. A JAK2
contém quatro dominios funcionais maiores: o dominio tirosinoquinase (JH1) fosforila proteinas alvo;
0 dominio pseudoquinase (JH2) regula a atividade do JH1, o dominio de homologia Src 2 (SH2) esta
envolvido em interagdes com diversos intermediarios de sinalizacdo; enquanto o dominio FERM
medeia interagcdes com receptores. Fonte: Adaptado de James, Ugo, Casadevall, et al., 2005; Levine
et al., 2007.
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Ao ser expressa em células hematopoiéticas, a JAK2V617F ativa vérias vias
de sinalizagcdo importantes para a proliferagdo e sobrevivéncia, incluindo STATS3,
STATS, proteina quinase ativada por mitdbgeno (MAPK), quinase reguladora de sinal
extracelular (ERK) e a via fosfatidilinositol 3- quinase- proteina quinase B [(PI3K)-
AKT] (James, Ugo, Casadevall, et al., 2005; Lu et al., 2005; Quintas-Cardama et al.,
2011). Apos a fosforilagdo pela JAK2, mondmeros STAT dimerizam e translocam
para o nucleo, onde modulam a transcricdo de genes envolvidos na proliferacéo
celular e sobrevivéncia, incluindo a proteina anti-apoptética B-cell linfoma-x [Linfoma
de grandes células B (Bcl-x)], expressa em precursores eritroides de pacientes com
PV (Silva et al., 1998).

2.1.2 Mutagbes W515K/L no gene MPL e outras mutacdes

O gene MPL (Leucemia mieloproliferativa), localizado no cromossomo 1p34,
possui 12 exons distribuidos em 17kb de DNA (Le Coniat et al., 1989). Esse gene
codifica o receptor de TPO, um fator de crescimento hematopoiético que regula a
producdo de progenitores hematopoiéticos multipotentes e plaquetas (Mignotte et
al., 1994). O mecanismo pelo qual a TPO ativa seu receptor parece ser semelhante
ao de outras citocinas hematopoiéticas, que se ligam e induzem a homodimerizacao
do receptor.

Mutacdes somaticas com ganho de fungdo no exon 10, aminoécido 515 do
gene MPL, resultam na substituicdo de um triptofano (W) por uma leucina (L), lisina
(K), asparagina (D) ou alanina (A) (Pikman et al., 2006; Beer et al., 2008; Chaligné et
al., 2008; Boyd et al., 2010), O aminoacido 515 é localizado num trecho de cinco
aminoacidos ([K/R]JWQFP) encontrados no citoplasma logo ap6s o dominio
transmembrana. Esses aminoacidos possuem papel principal na conformagédo do
citosol do receptor de MPL (cMPL) e previnem sua ativagdo espontanea (Staerk et
al., 2006; Pecquet et al., 2010).

Em 2006, foram identificados ganhos de fungdo no gene MPL em quatro de
45 pacientes com MF que ndo apresentavam a mutacdo JAK2V617F (Pikman et al.,

2006).Posteriormente,essas muta¢gdes no gene MPL foram também encontradas em
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pacientes portadores da mutacdo JAK2V617F (Hoffman e Rondelli, 2007). As
mutacbes W515K e WH515L, assim como a JAK2V617F, induzem a ativagao
constitutiva da sinalizagéo pela via JAK-STAT independente de citocinas (Pardanani
et al., 2006).

Outras mutagBes somdticas que influenciam diversas fungdes celulares
foram descobertas e implicadas na patogénese das NMPs, embora aparegam com
menor frequéncia. Dentre essas estdo as mutacfes na proteina adaptadora LNK
[Homologia 2-B3 de Scr (SH2B3)], que resultam na perda de funcdo da proteina,
responsavel por regular negativamente a sinalizagdo de EPO e TPO por meio da
inibicdo de JAK2 (Lasho, Pardanani e Tefferi, 2010; Oh et al., 2010); e mutagdes nos
genes de SOCS, que regulam negativamente a via JAK-STAT (Krebs e Hilton,
2000). Além disso, mutagbes em genes que parecem afetar o epigenoma dos
pacientes com NMPs foram relatadas, incluindo mutagdes nos genes TET2, IDH1/2,
EZH2, e ASXL (Abdel-Wahab et al., 2010).

2.1.3 Mutagdes no gene CALR

Recentemente, dois estudos independentes identificaram mutacdes no exon
9 do gene CALR em 70% e 84% dos pacientes com MF e TE negativos para as
mutagdes JAK2V617F e MPL W515K/L, fornecendo fortes evidéncias de que
mutagdes nesse gene apresentam importante papel na patogénese dessas doengas
(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013).

Essas mutacdes sdo insergcdes e delecdes que levam a um frameshift
responsavel por alterar a parte C-terminal da proteina (Klampfl et al., 2013),
resultando na formacg&o de um peptideo com um novo C-terminal em uma regido de
retencdo do reticulo endoplasmatico. Apesar dos efeitos fisiologicos dessas
alteracdes nao terem sido esclarecidos ainda, os primeiros estudos sugerem uma
implicagdo critica na fosforilacdo de STAT5 (Klampfl et al., 2013).

O gene CALR codifica a calreticulina, uma proteina com multiplas fungdes,
localizada primariamente no limen do reticulo endoplasméatico, onde realiza fungbes
de chaperona. Essa proteina tem importante funcdo na homeostase do célcio, e

provavelmente possui um papel na regulacdo da transcricdo, visto ser também
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encontrada no nucleo celular (Burns et al.,, 1994). Os genes alvo da calreticulina
ainda ndo sao conhecidos, porém ha evidéncias de seu envolvimento na apoptose e
na regulacdo da sobrevivéncia celular em células cancerigenas por meio da
promogdo de atividade antitumoral de macréfagos (Chao et al., 2010).

As mutacdes no gene CALR estdo presentes em 20 a 25% de todos os
pacientes com MF ou TE (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013). Mais de 50
tipos de mutagdes foram detectadas nesse gene, mas a variante tipo 1
(p.L367fs*46), resultante de uma delegéo de 52pb e a variante tipo 2 (p.K385fs*47),
resultante de uma insercdo de 5 pares de bases TTGTC, sdo os tipos mais
frequentes, sendo no geral encontradas em mais de 80% dos pacientes com
mutagdes no gene CALR (Cazzola e Kralovics, 2014).

A identificacdo e a avaliagdo dessas mutagdes especificas das NMPs podem
ser importantes para diagnéstico, prognostico e monitoramento da resposta ao
tratamento. Desde a descoberta das mutagbes no gene CALR, diversos estudos
correlacionaram essas mutac6es com dados clinicos e prognoéstico nas NMPs.
Interessantemente, foi descrita a presenga de mutagbes CALR em dois pacientes
com PV negativos para mutacdes JAK2V617F e JAK2 exon 12 (Broséus, Park, et
al., 2014). A coexisténcia das mutagbes JAK2V617F e CALR foi encontrada em
raros casos de anemia refrataria com sideroblastos em anel associada com marcada
trombocitose (Broséus, Lippert, et al., 2014), PV (Xu et al., 2014), MF (Tefferi, Lasho,
Finke, Knudson, et al., 2014; Zamora et al., 2015) e TE (Lundberg et al., 2014;
McGaffin et al., 2014; Xu et al., 2014).

2.2 Mielofibrose priméria

A MF foi inicialmente descrita e caracterizada por Gustav Heuck em 1879, um
médico alemdo que notou a presenca de fibrose medular e hematopoiese
extramedular alguns pacientes(Levine e Gilliland, 2008; Tefferi, 2008). Anteriormente
denominada mielofibrose croénica idiopatica, metaplasia mieldide agnogénica e
mielofibrose com metaplasia mieléide (Mesa,Verstovsek, et al., 2007), caracteriza-se

por mieloproliferacdo clonal associada & fibrose reativa na medula O6ssea,
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osteosclerose, angiogénese, hematopoiese extramedular e expressdo anormal de
citocinas (Hoffman e Rondelli, 2007; Tefferi e Vainchenker, 2011).

2.2.1 Epidemiologia

A MF de ocorréncia aparentemente de novo € denominada mielofibrose
priméria (MFP), enquanto ao se desenvolver devido a progressédo da PV ou da TE, é
denominada MF-p6s PV (MFPPV) e MF-p6s TE (MFPTE), respectivamente (Mesa,
Verstovsek, et al., 2007). A taxa de ocorréncia é de 10 a 20% apds 15 a 20 anos do
surgimento da MFP (Cervantes et al., 2002). Nessas doencas ha intensidade de
pancitopenia varidvel e acimulo de blastos na medula 6ssea e sangue periférico
(Kralovics, 2012).

Numa revisdo sistematica extensa a respeito da incidéncia e da prevaléncia
das NMPs mundialmente, as taxas de incidéncia da MF variaram de 0,22 a 0,99 a
cada 100.000 pessoas, com taxa de incidéncia anual combinada de 0,47 a cada
100.000. A prevaléncia variou de 1,76 a 4,05 a cada 100.000 (Titmarsh et al., 2014).

A MF predomina no sexo masculino (62%), e a maioria dos pacientes tem
mais de 60 anos de idade ao diagndstico, com idade média de 66 anos, e cerca de 5
a 17% sao diagnosticados antes de 40 a 50 anos (Mesa et al., 1999; Mesa et al.,
2005).

O prognoéstico pode variar entre os individuos devido a diferencas nas
caracteristicas de agressividade da doenca e na idade do paciente ao diagnéstico
(Patnaik et al., 2010). A sobrevida se relaciona a presenca de comorbidades e grau
de fibrose medular (Lekovic et al, 2014), e as caracteristicas frequentemente
relacionadas a sobrevida sdo: a idade, o grau de anemia, o numero de leucdcitos e
ndmero de blastos no sangue periférico (Barosi e Hoffman, 2005). A expectativa de
vida média dos pacientes com MF é estimada em 5 a 7 anos, podendo chegar a 15
anos em pacientes jovens com bom prognostico (Cervantes et al., 2009). As causas
de morte incluem a transformagdo em LMA, infec¢gbes, hemorragias, trombose,
faléncia cardiaca, faléncia hepatica, tumores soélidos, falha respiratéria e hipertensao
portal (Cervantes et al., 1997).

Ao diagnostico, a probabilidade de sobrevida pode ser avaliada pelo Sistema

de Escore de Prognostico Internacional (IPSS) (Cervantes et al., 2009), e o Sistema
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de Escore Prognostico Internacional Dindmico (DIPSS-Plus) pode ser usado a
qualguer momento durante o curso da doenca (Passamonti et al., 2010). O DIPSS-
Plus € um sistema de pontuacdo que avalia oito fatores de risco independentes
(Tabela 1), usado para estratificar os pacientes nas categorias de risco baixo
(auséncia dos fatores de risco), intermediario 1 (presenca de um fator de risco),
intermediario 2 (presenca de 2 ou 3 fatores de risco) ou alto (presenca de 4 fatores
de risco ou mais). Cada categoria de risco estd associada a diferente tempo médio

de sobrevida e conduta de tratamento (Tabela 2) (Gangat et al., 2011).

Tabela 1 - Fatores de risco para mielofibrose priméria segundo a classificagao
DIPPS-Plus

Idade superior a 65 anos
Hemoglobina < 10 g/dL

Leucdcitos > 25 x 10°/L

Blastos circulantes = 1%

Presenca de sintomas constitucionais*
Presenca de cariétipo desfavoravel**
Plaquetas < 100 x 10%/L

Necessidade de transfusdo de eritrocitos

*S&o considerados sintomas constitucionais a presenga de febre sem causa determinada, perda de peso maior que 10% em
referéncia ao valor basal e suores excessivos por periodo maior que 1 més; *Considera-se como cariétipo desfavoravel
cariétipo complexo ou Unico ou 2 anormalidades dentre as seguintes: 8, —=7/7q-, i(17q), inv(3), =5/5q— 12p-, ou rearranjo
11923. Adaptado de Tefferi e Vainchenker, 2011.

Tabela 2 - Categorias de risco segundo a DIPSS-plus para o progndéstico da
mielofibrose primaria, média de sobrevida e conduta empregada em cada caso

Categorias de risco Média de
segundo DIPSS-plus sobrevida Condutaempregada
Baixo

: 15,4 anos Observacgéo ou tratamento convencional*
(sem fatores de risco)

Intermediério 1 . ] )
6,5 anos Observacéo ou tratamento convencional* ou experimental

(1 fator de risco)

Intermediario 2 5 Transplante alogénico de células-tronco ou tratamento
,9 anos :
(2 ou 3 fatores de risco) experimental
Alto Transplante alogénico de células-tronco ou tratamento
) 1,3 anos )
(= 4 fatores de risco) experimental

*Prepara¢des de andrégenos ou talidomida associada a prednisona para anemia; hidroxicarbamida para esplenomegalia.
Fonte: (Gangat et al., 2011).
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2.2.2 Aspectos clinicos e laboratoriais

A fase inicial da MF pode n&o ser detectada em muitos individuos, porém é
caracterizada pela proliferagdo de granuldcitos e megacariocitos, ordinariamente
com aumento do numero de plaquetas (Mesa, 2010). A doenca é geralmente
detectada em exames de rotina, devido & esplenomegalia e hemograma anormais.

Os pacientes sintométicos apresentam anemia leve a moderada,
esplenomegalia progressiva devido & hematopoiese extramedular, e anisocitose com
presenca de dacri6citos no sangue periférico (Tefferi, 2000; Hoffman e Rondelli,
2007). Os sintomas clinicos sdo decorrentes da anemia (fraqueza, cansaco,
palpitaces e dispnéia), esplenomegalia (desconforto ou dor abdominal), estado
hipermetabdlico (perda de peso, sudorese noturna ou febre), sangramentos, prurido,
alteragbes Osseas, hipertensdo portal e anormalidades imunolégicas (Tefferi e
Gilliland, 2006; Mesa, Verstovsek, et al., 2007).

A MF pode apresentar duas fases distintas: pré-fibrotica e fibrética ou
esclerosante. Na fase inicial, denominada pré-fibrética, a medula éssea ndo exibe
aumento significativo das fibras reticulinicas ou colagenas, mas pode apresentar-se
hipercelular. Na evolucéo para a fase fibrética, o tecido hematopoetico é substituido
por fibras colagénicas e reticulinicas, levando a fibrose plenamente estabelecida na
medula 6ssea (Mesa et al., 2005; Tefferi et al., 2007; Tefferi et al., 2008). A maioria
dos casos de MF é diagnosticada na fase fibrética, que apresenta caracteristicas
clinicas e laboratoriais indistinguiveis da MFPPV e MFPTE, incluindo anormalidades
citogenéticas e risco aumentado de transformacéo para fase blastica semelhantes
aos da LMC e da LMA (Mesa, 2010).

Os pacientes com MF apresentam altas concentracdes de citocinas
inflamatorias (Panteli et al., 2005), o que contribui para o fenétipo clinico, inclusive
angiogénese, hematopoiese extramedular, sintomas constitucionais (fadiga, prurido,
desconforto abdominal, saciedade precoce, suores noturnos e intolerancia ao
exercicio) e caquexia (Barosi e Hoffman, 2005; Tefferi e Gilliland, 2005; Tefferi et al.,
2007).

As altas concentracdes de IL-6, por exemplo, refletem a ativacdo secundaria do sistema
imune (Panteli et al., 2005), de maneira que a reducédo das concentracdes de citocinas
pré-inflamatérias melhora os sintomas constitucionais e a esplenomegalia causados
pela MF (Verstovsek et al., 2010). AIL-8, por suavez, exerce efeito no
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microambiente tumoral (Waugh e Wilson, 2008), e como suas concentracdes estédo
aumentadas em individuos com MF, é provavel que, juntamente com seus
receptores e outras citocinas, esteja relacionada a producdo de megacariécitos
anormais. A liberacd@o intramedular de IL-8 também contribui para a angiogénese,
comprometimento megacariocitico, proliferacdo de célula progenitora mieléide e

diferenciagéo (Emadi et al., 2005).

2.2.3 Critérios diagnésticos

De acordo com a classificagdo da OMS de 2008, o individuo deve
apresentar todos os trés critérios maiores e pelo menos dois dos quatro critérios
menores para que seja diagnosticada a MFP. Essa classificacdo incluiu os aspectos
histolégicos como fundamentais e os combinou com achados moleculares (Tabela
3).

A medula deve apresentar-se hipercelular (fase pré-fibrética) ou com fibrose
reticulinica ou colagénica (fase fibrética), e com proliferacdo de megacariécitos
anormais e atipicos (pleomorficos, de tamanhos variados), formando agrupamentos
adjacentes aos seios das trabéculas 6sseas (Tefferi et al., 2007; Tefferi e Vardiman,
2008).

Como a mutacdo JAK2V617F é positiva em cerca de 50% dos pacientes
com MFP, e as mutagcbes MPL W515K/L s&o encontradas em apenas poucos
pacientes (Baxter et al., 2005; Pardanani et al., 2006; Pikman et al., 2006; Tefferi et
al., 2007; Tefferi e Vardiman, 2008), a auséncia desses marcadores ndo exclui a
MFP.

Dessa maneira, faz-se necessario excluir a possibilidade de fibrose medular
reativa, que pode ocorrer em doengas granulomatosas cronicas, doengas
inflamatdrias, lpus eritematoso sistémico, dentre outras. A fibrose também pode
aparecer em outras NMPs, tais como LMC, PV e TE, portanto, os aspectos clinicos e
laboratoriais devem ser considerados na elucidagdo do diagndstico, e deve-se
realizar a pesquisa de BCR-ABL1 para a excluséo de LMC (Tefferi et al., 2007;
Tefferi e Vardiman, 2008).
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Tabela 3 - Critérios diagndésticos para mielofibrose primaria e mielofibrose pés-
trombocitemia essencial

Mielofibrose primaria* Mielofibrose pés-trombocitemia
essencial**
Critérios 1 Proliferagdo megacariocitica e atipia 1 Documentacdo de diagndstico prévio de
maiores acompanhada de fibrose colagénica ou TE como definido pelo critério da OMS
reticulinea®

2 Nao atender os critérios da OMS para LMC, 2 Fibrose medular grau 2-3 (em escala 0-3)

PV, SMD ou outra neoplasia mieloide ou grau 3-4 (escala 0-4)°
3  Presenca de JAKV617F ou outro marcador

clonal OU auséncia de evidéncia de fibrose

medular reativa.

Critérios 1 Leucoeritroblastose 1 Anemia acompanhada de decréscimo de
menores pelo menos 2 g/dL na concentracdo de
hemoglobina basal
2 Lactato desidrogenase sérica aumentada 2 Quadro de eritroblastose no sangue
periférico
3  Anemia 3 Esplenomegalia’
4  Esplenomegalia palpavel 4 Lactato desidrogenase aumentada

5 Desenvolvimento de um ou mais sintomas

constitucionais®

Os diagnosticos de mielofibrose primaria e de mielofibrose-TE requerem a presenca de todos os critérios maiores e
pelo menos dois critérios menores.

*Critérios da OMS, 2008; **Critérios do IWG-MRT, 2008.

% Na auséncia de fibrose reticulinea, as alteragdes megacariociticas devem estar acompanhadas por aumento da
celularidade da medula 6ssea e da proliferag&o granulocitica, além de eritropoese diminuida.

® Grau 2-3 de acordo com a classificacé@o europeia (Thiele et al., 2005). Grau 3-4 de acordo com a classificacéo
padrdo (Manoharan, Horsley e Pitney, 1979).

¢ Definida pelo aumento de pelo menos 5 cm na esplenomegalia palpavel pré-existente ou pelo aparecimento de
esplenomegalia palpavel recente.

4 Sintomas constitucionais: perda de peso >10% no periodo de 6 meses, suor noturno e febre ndo esclarecida (>37,5
°C).

LMC: Leucemia mieloide cronica, PV: policitemia vera; SMD: sindrome mielodisplasica; TE: trombocitemia essencial.
Adaptado de Spivak e Silver, 2008; Tefferi e Vardiman, 2008.

2.2.4 Fisiopatologia

A MF ¢é ocasionada pela transformacdo neoplasica da célula-tronco
hematopoiética. A mieloproliferacdo clonal é acompanhada por alteragdes secundérias
no estroma da medula 6ssea e no perfil de citocinas plasmaticas (Tefferi, 2005; Tefferi e
Gilliland, 2005), levando a hiperplasia intensa de megacariocitos, que liberam citocinas
promotoras de fibrose medular, e de mondcitos, que produzem grandes quantidades de
TGF-B e IL-1, que s&o mitdgenos de fibroblastos indutores da adesdo de proteinas da
matriz extracelular (Barosi e Hoffman, 2005; Hoffman e Rondelli, 2007). Além disso,
concentragdes elevadas de FGF2, de TGF-$1, de VEGFA e de fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF) foram relacionadas aos processos de fibrose medular e

angiogénese (Le Bousse-Kerdiles e Martyré, 1999; Hasselbalch et al., 2011).
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O TGF-B1 possui papel fundamental no desenvolvimento da fibrose progressiva
na medula 6ssea. Além de aumentar a fibronectina e colagenos tipos |, Ill e IV, é
responsavel por reduzir a sintese de varias enzimas colagenase-like que degradam a
matriz extracelular e estimulam a sintese de inibidores de protease, como por exemplo,
o inibidor do ativador tecidual do plasminogénio-1.

A inflamag&o cronica evidente na MF foi demonstrada pelo aumento das
concentragcdes plasmaticas de citocinas inflamatérias e desregulacdo de genes
inflamatorios a nivel transcricional (Skov et al., 2012). Altas concentragdes de citocinas
inflamatdrias, tais como fator de necrose tumoral (TNF), IL-6 e interferon (IFN)-y, foram
associadas aos sintomas constitucionais caracteristicos da MF, como fadiga, perda de
peso, suores noturnos e febre (Tefferi et al., 2011).

A desregulacéo da sinalizacdo da via JAK-STAT é um dos mecanismos centrais
da fisiopatologia da MF (Quint4s-Cardama et al., 2011). As muta¢des JAK2V617F e MPL
W515K/L levam a desregulacédo da via JAK-STAT por meio da sua ativagdo constitutiva
independente de citocinas (Baxter et al., 2005; James, Ugo, Casadevall, et al., 2005; Lu
et al., 2005; Pardanani et al., 2006; Baker, Rane e Reddy, 2007), e estdo presentes em
cerca de 50% e 9% dos pacientes com MF, respectivamente (Pikman et al., 2006;
Monte-Mér et al., 2007; Dos Santos et al., 2011; Tefferi e Vainchenker, 2011). Além
disso, 70% dos pacientes com MF negativos para essas mutagdes apresentam mutacéo
no gene CALR, que aparentemente possui papel critico na fosforilagdo de STATS5
(Klampfl et al., 2013).

Como ndo se podem considerar as mutagbes JAK2V617F e MPL W515K/L
como especificas das NMPs, sugere-se que essas doengas sejam decorrentes de um
acumulo de uma combinacao de lesdes genéticas e de eventos epigenéticos (Hoffman e
Rondelli, 2007; Tefferi, 2012).

Alteracdes citogenéticas sdo encontradas em cerca de 35% dos pacientes com
MFP, a maior frequéncia dentre as NMPs. As alteragdes cromoss6micas mais comuns
incluem del(13q), del(20q), trissomia parcial do 1qg, além de +8 e +9 (Bacher et al.,
2009). Alteragdes nos cromossomos 5 ou 7 geralmente se relacionam ao uso prévio de
quimioterapicos para o tratamento de NMPs (Mesa et al., 2005), enquanto a presenca de
cariotipos complexos ou com alteragdes que ndo sejam unicamente 20g- ou +9 foram

relacionadas a menor sobrevida na MF (Rumi et al., 2010).

42



2.2.5 Tratamento

O transplante de medula 6ssea é a Unica terapia potencialmente curativa para a
MF. Os tratamentos convencionais visam aliviar os sintomas e prevenir a progressao da
doencga, porém aparentemente ndo prolongam a sobrevida dos pacientes. A hidroxiuréia
(hidroxicarbamida) € empregada para o tratamento de diversos sintomas, incluindo a
hepatoesplenomegalia, os sintomas constitucionais e a anemia. Outros tratamentos
menos frequentemente usados, como EPO, talidomida, e IFN-a, mostraram-se eficazes
em algumas populagbes, porém ndo sdo universalmente efetivos para reduzir os
sintomas (Meier e Burton, 2014) e podem ser pouco tolerados (Mesa, 2009).

A descoberta da mutacdo JAK2V617F levou ao desenvolvimento de farmacos
inibidores de JAK, sendo o ruxolitinibe (inibidor de JAK1 e JAK2) o primeiro aprovado
pela Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos [Food and Drug
Administration (FDA)] para uso em pacientes com MF de riscos alto e intermediario-2
(Tefferi, 2012). Inibidores de JAK1/ JAK2 regulam negativamente as citocinas pro-
inflamatodrias, incluindo IL-6, ILIRA e IL-8, o que reduz os sintomas constitucionais
(Tefferi et al., 2011). Existem controvérsias sobre a importancia dos inibidores de JAK.
Alguns estudos afirmam que esses farmacos ndo revertem a fibrose medular nem
induzem a remisséo parcial ou completa da doenga, e, portanto, ndo alteram a sobrevida
dos pacientes (Tefferi, Litzow e Pardanani, 2011; Tefferi, 2012; Cervantes et al., 2013).
Um estudo recente, no entanto, mostrou melhora rapida e duravel da esplenomegalia e
dos sintomas associados & MF (COMFORT-I), além de ter associado esses inibidores
com sobrevivéncia prolongada em comparagdo com placebo ou com a melhor terapia
disponivel (COMFORT-II) (Vannucchi et al., 2015).

Evidéncias de que a angiogénese apresenta potencial papel no progndstico e na
fisiopatologia da MF levaram ao desenvolvimento de terapias direcionadas a inibicdo
desse processo, como por exemplo, os inibidores de VEGFA (Arora, Mesa e Tefferi,
2004).
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2.3 Trombocitemia essencial

A TE foi a ultima das NMPs a ser descrita, em 1934, quando Emil Epstein e
Alfred Goedel reconheceram que pacientes que com trombocitose sem eritrocitose
acentuada apresentavam uma sindrome clinica distinta (Levine e Gilliland, 2008; Tefferi,
2008). A TE é caracterizada por proliferacdo excessiva de megacaridcitos e,
principalmente, plaquetose acentuada (Fialkow et al.,, 1981), com complicagbes
vasculares, massa eritrocitaria normal e sem fibrose medular proeminente, podendo

haver hiperplasia medular (Finazzi e Harrison, 2005).

2.3.1 Epidemiologia

A incidéncia da TE é de 2,5 a cada 100 mil pessoas ao ano (Mesa et al., 1999),
e, mundialmente, essa frequéncia varia de 0,59 a 2,53 casos a cada 100 mil pessoas ao
ano, enquanto a prevaléncia é de cerca de 24 a 30 casos/ 100 mil pessoas ao ano
(Johansson, 2006; Ma et al., 2008). Afeta predominantemente as mulheres (Passamonti
et al., 2004), e a idade média dos pacientes ao diagnostico é de 60 anos (Finazzi e
Harrison, 2005).

A expectativa de vida dos pacientes com TE é préxima a da populagdo sem a
doenga, ao menos durante a primeira década do diagndstico (Passamonti et al., 2012). A
sobrevida média é de 20 anos, mas em pacientes jovens pode chegar a 33 anos (Tefferi,
Litzow e Pardanani, 2011). Os fatores de risco relacionados a sobrevida séo idade
avancada, leucocitose e trombocitose (Passamonti et al., 2012; Tefferi et al., 2013), com

taxa de transformacéo leucémica para 20 anos estimada em 5% (Barbui et al., 2011).

2.3.2 Aspectos clinicos

A TE é a NMP com maior heterogeneidade em relacdo ao perfil clinico e a
alteracdes celulares e moleculares, visto que um ter¢go das mulheres com essa condig&o
aparentemente apresenta hematopoiese policlonal (Antonioli et al., 2008). A doenca é

caracterizada principalmente pela ocorréncia de eventos trombo-hemorragicos e pelo
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ndmero elevado de plaquetas, com hiperplasia de megacariocitos, embora haja
alteracdo em outros setores medulares (Tefferi e Vardiman, 2008).

Geralmente a TE é identificada em exames de rotina, visto que cerca de 25% a
33% dos pacientes sdo sintomaticos. No entanto, os pacientes assintomaticos
apresentam disfungdo microvascular coronaria na auséncia de condi¢Bes clinicas,
sugerindo a presenca de doenca arterial coronariana. Além disso, oclusdo coronaria,
infarto do miocérdio e microtrombos mdaltiplos do miocérdio sem alteracdes nas
principais artérias coronérias foram descritos (Michiels et al., 1985; Vianello et al., 2015).

Na presenca de sintomas, as queixas mais frequentes s&o distlrbios
microcirculatérios (Griesshammer, 2007). A esplenomegalia ocorre em 25 a 48% dos
pacientes e 40% apresentam sintomas vasomotores, caracterizados por cefaléia,
sincope, dor toracica atipica, distUrbios visuais, livedo reticular, doencas vasculares e
parestesia (Chauffaille, 2010), provavelmente decorrentes do aumento do namero de
plaguetas e de interagbes entre pequenos vasos e plaquetas endoteliais anormais
(Michiels et al., 1985).

O curso clinico da doenca é complicado por episédios tromboticos e
hemorragicos, que ocorrem mais frequentemente em pacientes idosos e naqueles com
histérico de eventos vasculares prévios (Finazzi e Harrison, 2005; Vianello et al., 2015).
A maioria dos eventos trombdéticos se apresenta na forma de trombose venosa profunda
e embolia pulmonar (Chauffaille, 2010), enquanto os hemorragicos, presentes em cerca
de 26% dos pacientes, sdo limitados as manifestagfes recorrentes de pele, tais como
manchas negras, equimoses, hematomas subcutaneos, e sangramentos nasal ou
gengival (Briere, 2007).

A maior causa de mortalidade relacionada a doenga é a trombose nas grandes
artérias, que pode causar danos neurolégicos e cardiacos graves e perda das
habilidades motoras (Briére, 2007).

2.3.3 Critérios diagnoésticos

O diagnodstico correto de TE € fundamental para o0 prognéstico e
tratamento dos pacientes (Barbui et al., 2011). Os critérios diagnoésticos da
OMS (2008) sao essencialmente baseados na contagem de plaquetas, nas
caracteristicas histopatologicas (celularidade da medula normal para a idade,

com megacariocitos grandes ou gigantes
45



dispersos) e na demonstracdo de clonalidade (Tefferi et al., 2007; Tefferi e Vardiman,
2008). E necesséario o preenchimento de todos os quatro critérios diagnésticos da
classificagdo da OMS para o diagnéstico de TE (Tabela 4).

A trombocitose como critério diagndstico foi reduzida de 600 x 10 L para 450 x
10% L, embora esse valor nio seja especifico da TE. E necessario, portanto, a excluséo
de processos transitorios que podem levar a trombocitose reacional, tais como
hemorragia aguda, deficiéncia de ferro, trauma, infec¢do e doenca inflamatoria crénica
(Tefferi et al., 2007; Tefferi e Vardiman, 2008a; Chauffaille, 2010). Os critérios
histopatoldgicos auxiliam da distincdo entre TE e MF pré-fibrotica, que também
apresenta trombocitose (Passamonti et al., 2012).

A presenca da mutagdo JAK2V617F ou de outro marcador clonal confirma a
trombocitose de origem clonal, porém ainda é necessario avaliar a extensdo de sangue
periférico, que ndo deve apresentar leucoeritroblastose, e a bidépsia de medula 6ssea,
que deve apresentar proliferacdo megacariocitica sem desvio a esquerda, além da
citogenética, para a confirmacdo do diagndéstico. A auséncia da mutacdo JAK2V617F
ndo descarta a possibilidade de TE, visto que cerca de 50% dos pacientes né&o
apresentam essa mutacdo, e apenas 4% dos pacientes sem a mutagdo JAK2V617F
apresentam mutacdo no gene MPL (Pardanani et al., 2006; Tefferi, Skoda e Vardiman,
20009).

Tabela 4 - Critérios diagnosticos para trombocitemia essencial de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (2008)

Trombocitemia essencial
1 Contagem de plaquetas mantida acima de 450 x 10%/L®
Biopsia de medula 6éssea mostrando proliferacédo da linhagem megacariocitica com
2 aumento do nimero e tamanho de megacariécitos maduros;
Pouca ou nenhuma proliferacéo das linhagens granulocitica ou eritroide.
N&o atender aos critérios da OMS para PV°, MFP®, LMC®, SMD® ou outra
neoplasia mieloide
Demonstracdo de JAK2V617F ou outro marcador clonal.
4 Na auséncia de um marcador clonal, ndo apresentar evidéncia de trombocitose
reativa.
O diagnéstico da TE requer a presenca de todos os quatro critérios. > Durante o periodo de diagndstico;
Requer falha na terapia de reposi¢éo de ferro para aumentar a concentragdo de hemoglobina até a faixa
da PV na presenca de ferritina sérica baixa. Exclusdo de PV é baseada na concentracdo de hemoglobina
e no hematocrito; © Requer auséncia de fibrose reticulinica ou colagénica relevantes, leucoeritroblastose
no sangue periférico, ou medula 6ssea hipercelular para a idade acompanhada por morfologia de
megacariocitos tipica para MFP — pequenos a grandes com razao nicleo/citoplasma aberrante e nicleo
hipercromatico, bulboso ou irregularmente dobrado com agrupamento denso; ¢ Requer auséncia de BCR-
ABL; ° Requer auséncia de diseritropoese e disgranulopoese. PV: policitemia vera; MFP: mielofibrose
primaria; LMC: leucemia mieloide cronica; SMD: sindrome mielodisplasica. Adaptado de Tefferi e
Vardiman, 2008.
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2.3.4 Fisiopatologia

A hiperplasia de megacariécitos na TE é responsavel pelo aumento do nimero
de plaquetas, que leva a reducéo proteolitica dos multimeros do fator de von Willebrand,
ocasionando uma sindrome de Von Willebrand adquirida. Essa sindrome é reforcada
pela ativacdo das plaquetas com alteragdo no metabolismo do acido araquidénico e
reducdo dos receptores de prostaglandina D2, o que mantém o tromboxane2 ativo,
facilitando a ocorréncia de hemorragias (Bittencourt et al., 2010).

As complicagBes trombdticas tém sido identificadas como consequéncia do
estado de hipercoabilidade provocado pelo dano endotelial crénico, ativacdo plaquetéria,
hiperviscosidade sanguinea e hipoxemia (Vianello et al., 2015).

Os pacientes com TE apresentam TPO sérica normal ou discretamente
aumentada, e a relacdo entre TPO e trombocitose ndo esta bem definida. Progenitores
de megacariécitos podem ser hipersensiveis a TPO, apesar de relatos indicarem o
crescimento autbnomo de culturas de megacaridcitos de pacientes com TE (Chauffaille,
2010).

Embora reconhecida como uma doengca de origem clonal desde sua
caracterizacdo, pouco era conhecido a respeito da patogénese dessa doenca até 2005,
quando a mutagdo JAK2V617F foi descrita. Aproximadamente 50% dos pacientes com
TE apresentam essa mutagdo, e geralmente com menor carga alélica do que os
pacientes com PV e MFP (Moliterno et al., 2006; Passamonti et al., 2006; Antonioli et al.,
2008).

Outras mutacdes além da JAK2V617F, tais como as mutagdes W515K/L e
S505N no gene MPL, foram associadas a alteracdes nas vias de sinalizagdo de
moléculas STAT3 e 5, MAPK e PI3K/AKT, responséaveis pelo ganho de fungdo e
vantagem proliferativa dos megacariocitos (Cazzola, 2008; Levine e Heaney, 2008).

Mutacbes no gene supressor tumoral TET2 foram relacionadas a TE em
evolucao para MF ou LMA (Saint-Martin et al., 2009; Tefferi, 2010). Essas mutagdes s&o
encontradas em pacientes com NMPs JAK2V617F positivos (17%) e negativos (7%),
estando presentes em 16% dos pacientes com PV, 5% dos pacientes com TE, 17% dos
pacientes com MFP, 14% dos MFPPV, 14% dos MFPTE e 17% na fase blastica das
NMPs (Tefferi et al., 2009; Tefferi, 2010).

Alteracdes cariotipicas ocorrem em menos de 5% dos casos de TE, sendo,

portanto, a NMP com menor frequéncia de anormalidades citogenéticas. Ndo ha uma
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alteracdo cromoss6mica especifica da TE, porém as mais frequentemente encontradas
sao as trissomias dos cromossomos 8 e 9 e dele¢gbes 13q e 20q (Bacher et al., 2009;
Chauffaille, 2010).

2.3.5 Tratamento

O tratamento dos pacientes com TE visa reduzir a ocorréncia de eventos
trombéticos. Assim sendo, fatores de risco cardiovascular, tais como hipertenséo,
diabetes, tabagismo, obesidade e hipercolesterolemia devem ser identificados e tratados
apropriadamente (Alvarez-Larran et al., 2010).

Terapias antiplaguetérias reduzem a incidéncia de trombose venosa em
pacientes com TE portadores da mutagdo JAK2V617F e a taxa de trombose arterial nos
pacientes com fatores de risco cardiovasculares, embora ndo sejam efetivas para
pacientes de baixo risco (Alvarez-Larrdn, 2010). No entanto, a menos que
contraindicado, baixas doses de aspirina geralmente sdo recomendadas para todos os
pacientes (Alvarez-Larran et al., 2010; Beer et al., 2011).

Para pacientes de alto risco, com fatores de risco trombético estabelecido (idade
acima de 60 anos e historico de trombose prévia), geralmente & recomendada terapia
citorredutora, como hidroxicarbamida, anagrelide e IFN-a, embora estudos sobre
possivel aumento de risco para transformacdo leucémica devido ao uso de
hidroxicarbamida tenham apresentado resultados controversos (Cortelazzo et al., 1995;
Beer et al., 2011).

Assim como na MF, inibidores de JAK tém sido avaliados para uso em pacientes
com TE refratarios ou tolerantes & hidroxicarbamida. Aparentemente, esses agentes séo
responsaveis pela reducdo dos sintomas da doenca, inclusive da esplenomegalia
(Barbui, Finazzi e Finazzi, 2012; Geyer e Mesa, 2014).

2.4 Angiogénese

O processo complexamente regulado de formag&o de novos vasos sanguineos a

partir de vasos preexistentes é denominado angiogénese. A vasculatura adulta
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permanece quase sempre quiescente, embora mantenha a habilidade de iniciar a
angiogénese, que, fisiologicamente, € um processo autolimitado fundamental para a
embriogénese, a ovulagéo e a cicatriza¢céo (Schafer e Werner, 2008). Nessas situagdes
h& um balanco adequado entre as citocinas pré e anti-antiogénicas, de maneira que
desequilibrios nesse processo contribuem para condi¢cdes patologicas, tais como
crescimento de tumor, retinopatias proliferativas e degeneragdo muscular relacionada a
idade (Carmeliet, 2005).

A dependéncia da angiogénese para 0 crescimento tumoral e propagacéo
metastatica foi proposta inicialmente por Judah Folkman, em 1971, visto que 0s novos
vasos fornecem nutrientes e oxigénio e garantem a drenagem eficiente de metabdlitos
para as células tumorais (Folkman, 1990; Kaafarani et al., 2009). Foi posteriormente
demonstrado que a angiogénese possui importante papel em varias doencas
hematolégicas, inclusive nas NMPs (Lundberg et al., 2000; Wroébel et al., 2003;
Kvasnicka e Thiele, 2004; Panteli et al., 2004; Alonci et al., 2008; Carmeliet e Jain, 2011)
e a inibicdo da angiogénese pode ser uma potente estratégia para o tratamento de
cancer (Schafer e Werner, 2008).

A angiogénese é coordenada por diversos ativadores (fatores angiogénicos) e
inibidores (fatores anti-angiogénicos). Os fatores de crescimento que estimulam a
angiogénese podem atuar de maneira direta, estimulando diretamente as células
endoteliais, ou indireta, regulando positivamente a expresséo dos fatores diretos (Arora,
Mesa e Tefferi, 2004). Dentre os fatores angiogénicos diretos, os principais sdo o VEGF
(Massagué, Blain e Lo, 2000; Ferrara, 2004) e o FGF2 (Polverini, 1995), que agem
sinergicamente para a inducdo da angiogénese. Os fatores angiogénicos indiretos
incluem o TGF-B, TNF-a e o PDGF (Arora, Mesa e Tefferi, 2004) (Figura 4).

Embora alguns estudos tenham investigado o controle da angiogénese por
esses fatores individualmente, a interacdo entre eles a nivel endotelial € pouco
compreendida (Ferrari et al., 2009). Além disso, pouco se conhece sobre a fisiopatologia
iniciadora da expressdo de VEGFA nos tumores hematolinféides, embora mecanismos
anélogos aos observados em tumores sélidos sejam antecipados (Dong e Blobe, 2006;

Medinger e Passweg, 2014).
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Figura 4 - Alguns dos componentes angiogénicos do tumor/ microambiente

microvascular.

a) As células tumorais produzem VEGFA e outros fatores angiogénicos, tais como FGF2, angiopoetina, IL-8, fator de
crescimento placentério (PIGF) e VEGF-C, estimulando a proliferacdo e migracio das células endoteliais residentes.
b) O estroma é uma fonte adicional de fatores angiogénicos. Esse compartimento é heterogéneo, composto por
fibroblastos, células imunes e inflamatorias. Fibroblastos associados a tumores parecem produzir citocinas como fator
derivado de células estromais (SDF)-1, que podem recrutar células da medula 6ssea (BMCs). VEGF-A e PIGF
também podem recrutar BMCs. Células tumorais podem liberar fatores de recrutamento celular, tais como PDGF-A,
PDGF-C ou TGF-B. Uma fungcdo bem estabelecida de fibroblastos associados a tumor é a producdo de fator de
crescimento/ sobrevivéncia para células tumorais, tais como ligantes do receptor de fator de crescimento de células
endoteliais (EGFR), fator de crescimento de hepatdcito (HGF) e heregulina. ¢) Células epiteliais produzem PDGF-B,
que promovem o recrutamento de pericitos na microvasculatura apds a ativacdo do PDGFR-B. BMC: células da
medula 6ssea; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; FGF2: fator basico de crescimento de fibroblastos;
VEGF: fator de crescimento de endotélio vascular; SDF: fator derivado de células estromais; TGF: fator de
transformacdo do crescimento; HGF: fator de crescimento de hepatdcito; EGF: fator de crescimento epidermal.
Adaptado de Ferrara e Kerbel, 2005.

241 TGFB1

O TGF-B é membro de uma grande familia de citocinas pleiotropicas
evolutivamente conservadas. Trinta e trés membros estdo presentes em mamiferos,
incluindo trés isoformas de TGF-B (TGF-Bl, TGF-B2 e TGF-f3), ativinas e proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) (Heldin, Miyazono e ten Dijke, 1997; Shi e Massagué,
2003).
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O TGF-B1 é secretado na forma de proteina latente, e requer ativagdo para se
tornar biologicamente ativo e sinalizar por meio de seus receptores, exercendo a
regulacdo do crescimento de células progenitoras e favorecendo a deposicdo de matriz
extracelular em diversos tecidos, dependendo do tipo celular e do grau de diferenciacéo
das células (Murphy-Ullrich e Poczatek, 2000; Annes, Munger e Rifkin, 2003; de
Caestecker, 2004; Campanelli et al., 2011). O TGF- parece ser o fator de crescimento
proveniente de plaquetas mais potente na regulacdo da atividade de genes envolvidos
na sintese da matriz extracelular, e suas fun¢des de estimulo da producdo da matriz
extracelular e da angiogénese devem ser destacadas (Hasselbalch, 1993).

Os membros da familia do TGF-B tem papéis cruciais e especificos durante a
embriogénese e na manutengdo da homeostase do tecido adulto, enquanto a
sinalizacdo do TGF-B controla diversos processos celulares, incluindo proliferagéo,
reconhecimento, diferenciacdo e apoptose. Devido a sinalizacdo pelo TGF-$ geralmente
ter efeito negativo no crescimento celular, a inativagdo dessa via contribui para o
desenvolvimento de tumores (Shi e Massagué, 2003). Altera¢cdes nas suas vias de
sinalizagdo também tém sido relacionadas a disturbios do desenvolvimento e a doencas,
incluindo fibrose, doencas cardiovasculares e autoimunes (Shi e Massagué, 2003;
Goumans, Liu e ten Dijke, 2009).

Todos os passos da via de sinalizagdo do TGF-B1 séo altamente regulados por
fatores especializados, diversos dos quais também séo alterados em canceres humanos
(Massagué, Seoane e Wotton, 2005). A sinaliza¢do dos ligantes de TGF-1 ao ndcleo é
mediada por transdutores de sinais denominados SMADs (Heldin, Miyazono e ten Dijke,
1997; Attisano e Wrana, 1998; Wrana, 2000). Existem oito proteinas Smad distintas,
constituindo trés classes funcionais: os Smads receptores-reguladores (R-Smads), o
mediador comum (Co-Smad) e os Inibidores (I-Smads). Estudos que avaliaram
expressdo dos SMADs e sua relagdo com as NMPs sdo escassos.

O TGF-B1 regula processos celulares ligando-se a um complexo heteromérico
de receptores serina/ treonina (Ser/Thr) quinases tipo | e tipo Il na superficie celular
(Massagué, 1998). O receptor tipo I, também conhecido como quinases similares a
receptores de ativina (ALK), age a jusante do receptor tipo Il e propaga o sinal para o
nucleo, fosforilando membros especificos da familia dos SMADs (Derynck, Zhang e
Feng, 1998). Os R-SMADs (Smadl, 2, 3, 5 e 8) séo diretamente fosforilados e ativados
por receptores quinases tipo | e submetidos a homotrimerizagdo e formacgao de
complexos heteroméricos com o Co-Smad (Smad4). Os complexos de Smad ativados
sdo translocados no nucleo e, em conjung&o com outros cofatores nucleares, regulam a
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transcricdo de genes alvo, inclusive do proprio TGF-B (Shi e Massagué, 2003; Akhurst,
2012). Os I-Smad (Smad6 e 7) regulam negativamente a sinalizacédo pelo TGF-(3,
competindo com os R-SMADs por interagdes com o receptor ou com Smad4, e visando
0s receptores para degradacdo (Figura 5) (Shi e Massagué, 2003; Su, Han e Jiang,
2010).

Via de sinalizacao do TGF-f Via de sinalizagao das BMPs
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Figura 5 - Transducéo de sinal da superfamilia do TGF-B.

Ligantes TGF-B, nodais ou activinas se vinculam a receptores tipo Il, que se associam a receptores tipo |, levando a
transfosforilagdo desses. Os receptores tipo | ativados fosforilam Smad2/3 (R-SMADSs), que formam complexo com co-
Smad (Smad4) e translocam para o nucleo para se ligarem ao DNA em motivos especificos. As proteinas SMADs
ativam ou reprimem a transcricdo por meio da associagdo com varias proteinas co-ativadoras (Co-Act) ou co-
repressoras. Essa via de sinaliza¢éo é inibida pelo Smad?7. A sinalizagdo via BMPs ocorre de maneira semelhante.
BMP6 e BMP7 se ligam ao seu receptor tipo Il e esse complexo recruta os receptores tipo I. Alk-3 ou Alk-6, BMP2 e
BMP4, no entanto, ligam-se primeiro ao seu receptor tipo | antes de recrutar o receptor tipo || BMPRII. A ligagéo de
BMP ao receptor pode ser inibida pela ligagdo a varios inibidores de proteina extracelulares, como o noggin. A
ativacdo do complexo receptor leva & fosforilacdo dos receptores e subsequente fosforilagdo de Smadl, Smad5, ou
Smad8, permitindo que esses formem complexo com Smad4. Esse complexo heterométrico transloca para o nucleo,
objetivando genes regulados pelas BMPs, atraves de interagBes com co-ativadores ou repressores. Smadé e Smad7
podem agir similarmente para inibir a via BMP por meio de interacdo com complexos receptores e inibindo a ativagao
de R-SMADs. As vias de TGF- e BMP induzem a expresséo de proteinas envolvidas na proliferagéo, diferenciagéo,
sobrevivéncia e apoptose. TGF: fator de transformacgdo do crescimento; BMP: proteina morfogenética 6ssea; ActRIIl/
IIB: Receptor de ativina II/ 11B; TBRII: Receptor de fator de transformac&o do crescimento Il; Alk: quinase de linfoma
anaplasico; BMPRII: Receptor de proteina morfogenética dssea Il; P: fosforilacdo; R-SMADs: SMADs receptores; Co-
Smad: Smad Co-mediador; I-SMADs: SMADs Inibidores; TF: fator de transcri¢cdo; Ser/Thr: Serina/ Treonina. Fonte:
Adaptado de Villapol, Logan e Symes, 2013.
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As BMPs sdo membros da superfamilia do TGF-f3 e controlam processos
celulares tais como proliferagdo, apoptose, migracéo e diferenciagéo em diversos tipos
celulares (Chen, Zhao e Mundy, 2004). A via de sinalizacdo BMP-Smad1l apresenta
importante papel na resposta ao dano celular e oncogénese, e durante o estresse
genotoxico ocorre aumento da ativagdo e regulacdo de Smadl (Chau et al., 2012).

Foi demonstrado que a superexpressdo e ativacdo de Smadl modifica a
resposta biologica de células de linfoma B a membros da familia do TGF-, e ha
expressdo aberrante da via de SMADs em outros linfomas ndo-Hodgkin (Munoz et al.,
2004). Dessa maneira, € evidente que a expressao e sinalizagdo dessas proteinas séo
alteradas em diversos tipos de cancer, porém o impacto funcional dessas alteragfes
ainda ndo é completamente esclarecido (Chau et al., 2012).

O papel fundamental do TGF-B na indugéao da angiogénese foi demonstrado em
diversos estudos in vivo (Roberts et al., 1986; Madri, Pratt e Tucker, 1988; Yang e
Moses, 1990; Goumans e Mummery, 2000; Goumans, Liu e ten Dijke, 2009). O TGF-f1
induz a expresséo do VEGF nas células endoteliais (Seghezzi et al., 1998; Ferrari et al.,
2006), sendo particularmente importante nesse processo (Schafer e Werner, 2008).

Células mononucleares de sangue periférico de pacientes com MF apresentam
maior expressdo de RNAm e proteina de TGF-B1 (Martyré et al., 1994). As unidades
formadoras de colénias de megacariécitos sdo menos responsivas ao TGF-f1 em
pacientes com TE e a expresséao reduzida de receptores de TGF-8 tipo Il (TBRII) em MF
e TE, sugere que a perda da sensibilidade ao TGF-B1 pode ser uma caracteristica
comum nessas doengas (Dong e Blobe, 2006). Os pacientes com MF, TE e PV também
apresentam maiores concentragdes plasméticas de TGF-B total e bioativo do que
individuos sem a doenca, com um balanco TGF-3 bioativos/ total alterado, a favor do
TGF-B total (Campanelli et al., 2011).

2.4.2 VEGFA

A familia do VEGF compreende glicoproteinas diméricas que pertencem a
superfamilia de fatores de crescimento do PDGF, que sdo: VEGFA, VEGFB, VEGFC,
VEGFD e PIGF. Dentre esses, o VEGFA é o mais estudado, (Joukov et al., 1996;
Olofsson et al., 1996; Matsumoto e Claesson-Welsh, 2001) e o mais potente fator
angiogénico (Adams e Alitalo, 2007).
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O VEGFA é necesséario para a quimiotaxia e a diferenciacdo das células
precursoras endoteliais (angioblastos), atua na proliferacdo das células endoteliais, na
vasculogénese e no remodelamento angiogénico (Adams e Alitalo, 2007). Além de
controlar diversas fun¢des das células endoteliais envolvidas na angiogénese, o VEGFA
protege as células endoteliais dos vasos recém-formados da apoptose pela inducdo da
expressdo de proteinas anti-apoptoticas (Hicklin e Ellis, 2005). In vitro, O VEGF é um
mitégeno relativamente especifico para as células do endotélio vascular que as estimula
a degradar a matriz extracelular, migrar e formar tubos. In vivo, é responsavel por
regular a permeabilidade vascular, importante processo para a iniciagdo da angiogénese
(Veikkola et al., 2000).

A sinalizag@o angiogénica para o endotélio vascular é mediada pelo VEGF por
meio da alta afinidade com receptores tirosinoquinases. Foram identificados trés
receptores dos VEGFs, atualmente designados por VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3,
relativamente especificos para as células endoteliais e com similaridades estruturais e
funcionais com o receptor da familia PDGF. Em adultos, o VEGFR-1 e VEGFR-2 séo
expressos principalmente no endotélio vascular, enquanto o VEGFR-3 € restrito em
grande parte ao endotélio linfatico normal (Veikkola et al., 2000).

A ligagdo do VEGFA ao receptor VEGFR2 (também conhecido como KDR ou
FLK1) promove a diferenciacdo das células endoteliais, proliferacdo e brotamento. Em
embrides, essa fungdo é contrabalancada pelo VEGFR1 (ou FLT1), que possui alta
afinidade com VEGF, mas baixa atividade tirosinoquinase (Adams e Alitalo, 2007).

Pacientes com MF apresentam concentragdes plasmaticas e medulares de
VEGF elevadas, cujo efeito possivelmente torna as células endoteliais microvasculares
hiperpermeaveis, permitindo que liberem proteinas plasmaticas no espago extravascular,
0 que leva a intensas alteragdes na matriz extracelular que podem favorecer a
angiogénese e a fibrose (Brogi et al., 1994; Le Bousse-Kerdileés, Martyré e Myelofibrosis,
2001; Wrébel et al., 2003).

Estudos de hibridizagdo in situ evidenciaram que o RNAm de VEGF é
superexpresso numa ampla maioria de tumores humanos, demonstrando a importancia
funcional do VEGFA para o desenvolvimento do cancer, e antagonistas do VEGFA
foram aprovados para o tratamento de diferentes tipos de tumores (Ferrara e Davis-
Smyth, 1997; Ferrara, 2002).
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2.43 FGF2

Existem 18 fatores de crescimento de fibroblastos em mamiferos (FGF1-FGF10
e FGF16-FGF23) que séo agrupados em seis subfamilias, de acordo com as diferencas
de homologia de sequéncia e filogenia (Itoh e Ornitz, 2004). Os FGFs 11 a 14
apresentam alta identidade de sequéncia com a familia FGF, mas n&do ativam seus
receptores e, portanto, geralmente ndo sdo considerados membros dessa familia (Olsen
et al., 2003).

O FGF2 é um fator basico de crescimento de fibroblastos, expresso em diversos
tipos celulares, incluindo células estromais hematopoiéticas, tais como megacariocitos e
plaquetas (Klagsbrun, 1989). S&o classicamente considerados fatores paracrinos e
conhecidos por seus papéis na modelacdo tecidual e organogénese durante a
embriogénese.

O envolvimento da sinalizagdo FGF em doencas humanas é bem documentado,
e a desregulacdo nessa via pode contribuir para condi¢cdes patoldgicas (Beenken e
Mohammadi, 2009), tais como cancer, seja conduzindo diretamente a proliferacéo
celular e a sobrevivéncia das células cancerigenas, ou suportando a angiogénese
tumoral (Turner e Grose, 2010).

Nos megacariocitos circulantes e plaguetas de pacientes com MF, por exemplo,
0 FGF2 é altamente expresso. O aumento local das concentrages de TGF-B e/ou FGF2
e a liberagcdo prolongada de ambos os fatores sequestrados na matriz extracelular e
membranas basais podem participar na alteracdo progressiva do estroma da medula
0ssea e no processo de angiogénese caracteristico da MF (Le Bousse-Kerdiles e
Martyré, 2001).

2.4.4 MiRNAs

Os miRNAs representam uma das classes mais abundantes de moléculas
reguladoras de genes em organismos multicelulares. S&o pequenos RNAs que néo
codificam proteinas, apresentam 19 a 24 nucleotideos e regulam a expressdo génica a
nivel pos-transcricional, inibindo ou reduzindo a expressdo do seu gene alvo (Bartel,
2004; Ambros, 2008)

Os mecanismos de regulagdo ocorrem por supressdo da sintese de proteinas pelos

ribossomos, ou pela degradacdo do RNAm (Bartel, 2004; Vasudevan, Tong e Steitz,
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2007). Além disso, a deadenilacdo do RNAm induzida por miRNA promove a repressao
da traducgédo, visto que a remogdo da cauda poli A (adenina) do RNAm dificulta o
recrutamento desse ao ribossomo (Beilharz et al., 2009; Fabian, Sundermeier e
Sonenberg, 2010). Em animais, os miRNAs mais estudados formam hibridos imperfeitos
com a regido 3’ ndo traduzida do RNAm, sendo que a complementariedade total ocorre
ocasionalmente (Bartel, 2009; Fabian, Sonenberg e Filipowicz, 2010).

A biogénese dos miRNAs envolve um complexo sistema de proteinas, incluindo
membros da familia Argonaut, transcricdo dependente de Polimerase 1l e RNAses Il
Drosha e Dicer. Os miRNAs primérios longos (pri-miRNAS) transcritos sdo reconhecidos
pela Drosha nuclear para serem processados na forma de grampo dos precursores (pré-
mMiRNAs), que sdo entdo transportados do nucleo para o citoplasma pela exportina-5
(Exp-5). A Dicer, com suposta atividade helicase, produz a fita simples de miRNA
madura, que € entdo carregada no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC),
onde pode diretamente regular os RNAmM alvo contendo as sequéncias antisenso.
Normalmente uma fita produzida pela Dicer € mantida, mas ndo se sabe como a outra
metade é degradada. Aqueles miRNAs que formam duplexes perfeitas com seus alvos
os degradam diretamente, e os que formam duplexes parciais inibem a expressao da
proteina (Figura 6) (Bartel, 2004; Pasquinelli, Hunter e Bracht, 2005).

Os miRNAs estdo envolvidos em processos bioldgicos cruciais, incluindo
desenvolvimento, diferenciagdo, apoptose e proliferagéo, e foi proposta sua contribuicéo
para a oncogénese, por poderem funcionar como supressores tumorais ou oncogenes
(Calin e Croce, 2006).

Ha crescentes evidéncias de que a angiogénese seja regulada por mecanismos
epigenéticos, particularmente por miRNAs (Buysschaert et al., 2008). Os miR-221 e miR-
222, por exemplo, apresentam fungéo anti-angiogénica in vitro, e o cluster miR-17-92
promove a angiogénese in vivo. Outros estudos in vitro sugerem que let-7f e miR-27b
s80 necessérios para a ocorréncia do processo de angiogénese. De fato, os miRNAs
envolvidos na angiogénese estdo altamente expressos nas células endoteliais. No
entanto, outros MiIRNAs menos expressos em condi¢des fisiolégicas podem estar
positivamente regulados em certas condigbes, e sua expressdo baixa ou ausente pode
ser importante para a manutencdo do estado fisiolégico das células endoteliais
(Kuehbacher et al., 2007).

De acordo com o banco de dados de miRNAs miRWalk (Dweep et al., 2011)

(http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/genetarget.html), o gene TGFB1 ja
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foi validado como alvo de diversos miRNAs, e dentre eles, selecionamos para esse
estudo os miRNAs miR-193a-5p, miR-369-5p, miR-542-5p, miR-590-5p e miR-590-3p.
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Figura 6 - Biogénese e regulacdo dos microRNAs.

A maturacdo candnica dos miRNAs inicia-se pela producao do miRNA transcrito primario (pri-mRNA) pela
RNA polimerase Il ou Il e clivagem do pri-miRNA pela Drosha no nucleo. O precursor (pre-miRNA) hairpin
€ exportado do nucleo pela Exportina-5 (Exp-5), e no citoplasma, a RNAse Dicer cliva o hairpin pre-miRNA
no seu tamanho maduro. A fita madura de miRNA é carregada juntamente com proteinas Argonaute
(Ago)2 no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), onde guiara o RISC para silenciar RNAm
alvos por meio da clivagem do RNAm ou repressao da traducéo. Fonte: Adaptado de Pasquinelli, Hunter e
Bracht, 2005; Winter et al., 2009.

Como o TGF-B1 possui papel fundamental na indugcdo da angiogénese e 0s
mMiRNAs possuem a capacidade de regular a expresséo do gene alvo, aumentando ou
inibindo sua expressdo, € importante compreender de que maneira esses MIRNAs
influenciam a angiogénese. Assim, esse estudo investigou se a expressdo de alguns
mMiRNAs que possuem o TGFB1 como alvo encontravam-se diferencialmente expressos
em pacientes com MF e TE.

Esse estudo pretendeu esclarecer o papel do TGF-1 na angiogénese na MF e
TE, avaliando a regulacdo do gene do TGF-1 pelas proteinas transdutoras de seu sinal,
as SMADs, e pela a expressdo de miRNAs que possuem esse gene como alvo,
identificando seus papéis na angiogénese, além de compreender a interacdo entre
FGF2, TGF-B1 e VEGFA nesse processo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da expressdo de RNAm da familia dos SMADs (SMAD1 a
SMAD7) e de microRNAs (miR-193a-5p, miR-369-5p, miR-542-5p, miR-590-3p e miR-
590-5p) na expressao génica (RNAm e proteinas plasmaticas) de TGF-81 e avaliar seu

papel na fisiopatologia da angiogénese em pacientes com MF e TE.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar as concentracbes plasméticas de marcadores da angiogénese
(TGF-B1, VEGFA e FGF2,) em pacientes MFP, MFPTE e TE e em seus respectivos
controles e correlacionar as concentragbes plasmaticas de TGF-B1 as de VEGFA e
FGF2;

o Quantificar a expressao de RNAmM de TGFB1, VEGFA e FGF2 e de SMADs
(SMAD1 a SMAD7) em leucécitos totais de sangue periférico de pacientes com MFP,
MFPTE e TE e de seus respectivos controles. Correlacionar a expressdo de RNAm de
TGFB1 com as expressoes de RNAm de VEGFA e FGF2 de SMADs, e avaliar se as
expressOes de RNAm de VEGFA, FGF2 e de SMADs estdo associadas a variagdes no
log10 de TGF-B1 plasmaético;

o Avaliar se existe diferenga na expressao génica de TGF-B87 em cada grupo
de pacientes segundo a intensidade da angiogénese, determinada de acordo com as
medianas das concentra¢des plasmaticas de VEGFA e FGF2 concomitantemente;

o Quantificar a expressdo de miR-193a-5p, miR-369-5p, miR-542-5p, miR-
590-3p e miR-590-5p, que possuem o gene TGFB1 como alvo, em leucdcitos totais de
pacientes com MFP, MFPTE e TE e de seus respectivos controles;

o Avaliar o grau de microvasculatura (angiogénese estimada) por meio da
imunoexpressdo de CD34 em cortes histologicos de biopsia de medula 6ssea de
pacientes com MFP, MFPTE e TE;
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° Determinar as imunoexpressoes de TGF-b1l ativo, TGF-B1 latente e c-MPL
nas bidpsias de medula 6ssea de pacientes com MFP, MFPTE e TE; verificar se existe
diferenca dessas imunoexpressdes entre os grupos de pacientes;

o Quantificar a expressdo de RNAm de TGFB1l, VEGFA e FGF2 em
aspirados de medula, e correlacionar essas expressfes com a angiogénese estimada
(CD34);

o Determinar a presenca de mutagdes JAK2V617F, MPLW515K/L e CALR
nos pacientes com MFP, MFPTE e TE;

o Avaliar se a carga alélica da mutacdo JAK2V617F esti associada as
concentragdes plasméticas e expressbes de RNAm de TGFB1, VEGFA e FGF2, as
expressdes de RNAm dos SMADs, as expressfes dos microRNAs e aos dados
hematolégicos dos pacientes com MFP, MFPTE e TE positivos para a mutagéo
JAK2V617F;

o Investigar se as citocinas angiogénicas (TGF-B1, VEGFA e FGF2) séo
diferentemente expressas nos pacientes, em relagdo as proteinas e RNAm, de acordo

com a mutagao apresentada.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O presente projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (USP) e da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) em 27 de agosto de 2012, sob o nimero
do parecer 88.940. Em marc¢o de 2014, a Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude da
Pontificia Universidade Catdlica (PUC) de Sorocaba (Parecer do adendo no CEP
571.670, de 27 de marco de 2014) foi incluida nesse estudo. Em 28 de novembro de
2014 o adendo para andlise de mutagBes no gene CALR nas amostras ja coletadas foi
aprovado (Parecer 890.787).

Os pacientes com MF e TE e os controles incluidos no estudo foram informados
sobre os objetivos do projeto e consultados sobre a vontade de participar da pesquisa.
Os que foram favoraveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e responderam a um questionario com as seguintes informagfes (quando
aplicavel): data de nascimento, género, peso, altura, tempo de diagnostico da doenga,
uso de medicacgdo (hidroxicarbamida), presenca de sintomas constitucionais (febre,
sudorese noturna, perda de peso), presenca de diabetes e/ou hipertenséo ou de alguma

doenca inflamatoria.

4.2 Casuistica

4.2.1 Pacientes

Foram incluidos 78 pacientes com NMPs nesse estudo, embora as amostras de
quatro pacientes tenham sido excluidas devido a baixa qualidade do RNA, e outros oito
pacientes foram excluidos por terem MFPPV. Assim, do total de 66 pacientes incluidos
nas andlises desse trabalho, 21 tinham diagndéstico de MFP, 24 de TE e 21 de MFPTE.
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Os casos foram selecionados baseados no diagndstico de acordo com os critérios da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 2008 (Spivak e Silver, 2008), por meio da
biopsia de medula 6ssea e mielograma, para os pacientes com MFP ou TE, enquanto o
diagnostico da MF secundéria (p6s-TE) obedeceu aos critérios do International Working
Group for Myeloproliferative Neoplasms Research and Treatment (IWG-MRT).

Os pacientes, de ambos os géneros, com idades compreendidas entre 27 e 93
anos, eram atendidos na Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da UNIFESP, sob a
supervisdo da Dra. Maria de Lourdes Lopes Ferrari Chauffaille, ou na Faculdade de
Ciéncias Médicas e da Saude da PUC de Sorocaba, sob a supervisdao do Prof. Dr.
Marcelo Gil Cliquet.

Os aspirados e bidpsias de medula 6ssea foram coletados em caso de
necessidade diagndstica ou para acompanhamento do tratamento, de acordo com a
indicacao médica. Dessa modo, foram coletadas as biopsias da medula éssea, de 26
pacientes, sendo 8 com MFP, 8 com MFPTE e 10 com TE. Foram obtidos os aspirados
medulares de seis desses pacientes, sendo dois com MFPTE e quatro com TE.

Foram excluidos desse estudo os pacientes portadores de doencas infecciosas,
fungicas, bacterianas ou virais. Tais informacdes foram obtidas por meio de entrevista e
avaliacd@o do prontuério. Nao foram incluidas nas analises desse estudo as amostras dos
pacientes com RNA de qualidade insatisfatoria e dos oito pacientes portadores de
MFPPV.

4.2.2 Controles

Foram incluidos 98 individuos controles, sendo que 42 desses foram pareados
com os pacientes com MFP, 48 com os pacientes com TE e 40 com 0s pacientes com
MFPTE. Dois dos controles foram excluidos, devido a alteracdes nos hemogramas. O
pareamento dos controles foi realizado de acordo com o género e a idade dos pacientes.

Os individuos desse grupo séo funcionérios e alunos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP e da UNIFESP, além de individuos de instituicdes especificas da
cidade de Sao Paulo, tais como a “Casa Crista do ldoso — Nucleo de Convivéncia para
ldosos” (Bairro Butantd), “Associacdo Ildade Dourada” (Bairro Pinheiros), e “Paréquia
Sao Mateus” (Bairro Rio Pequeno).

Além dos exames previstos nesse projeto, foram analisados o hemograma e a

determinacdo de proteina C reativa ultrassensivel (PCRus) de cada individuo para
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confirmar seu bom estado hematolégico e bioquimico. Foram excluidos individuos que
declararam ter apresentado febre, infecgbes, inflamagcdes e alergias no ultimo més,
condigdes essas que podem alterar o perfil das citocinas, e individuos que faziam uso de

medicagdo, exceto para o tratamento de hipertenséo arterial e/ou diabetes.

4.3 Amostras biolégicas

Foram coletados 7,5 mL de sangue periférico em tubos Paxgene™ (PreAnalytiX
GmbH, Hombrechtikonm, CH) para a extragdo de RNA, 8 mL em tubo a vacuo contendo
EDTA (sistema Vacutainer®) para obtengcdo de DNA e plasma, e 6 mL de sangue
periférico em tubos sem anticoagulante (sistema Vacutainer®) para obtencdo de soro,
dos pacientes e controles, apos jejum pelo periodo de oito horas.

As amostras de medula 6ssea para o presente estudo foram obtidas juntamente
com a coleta para os exames de diagnéstico ou acompanhamento do tratamento. Do
volume de medula colhido, cerca de 2 a 3 mL foram empregados nesse projeto de
pesquisa. A medula éssea foi coletada em seringa heparinizada e transferida para tubos
PAXgene® especificos para medula 6ssea para posterior extracdo de RNA. A bidpsia da
medula 6ssea e a historia clinica de cada um dos pacientes foram adquiridas pelo

médico assistente.

4.4 Métodos

Analises realizadas nas amostras todos os participantes do estudo (pacientes com
MFP, MFPTE e TE e individuos controles)

4.4.1 Determinagao do hemograma e de PCRus

Os dados hematoldgicos foram obtidos pelo contador eletrénico Cell-Dyn 3700
(Abbott Diagnostics, Santa Clara/CA, EUA), enquanto as determinagdes de PCRus

foram realizadas por imunoturbidimetria ultrassensivel.
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4.4.2 Dosagem das concentracdes plasmaticas de TGF-B1, VEGFA e FGF2

As concentragbes de TGF-B1 (#TGFB-64K-01), VEGFA e FGF2/ bFGF
(#HAGPIMAG-12K-02) foram determinadas em duplicata empregando-se o kit Luminex
X-MAP (Luminex®, Austin/TX, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. No
entanto, as amostras nao foram diluidas devido as concentracdes esperadas dos
analitos. Foram usadas amostras de plasma estocadas a -80°C até o momento da

anélise.

4.4.3 Extragao e avaliacdo da qualidade de RNA de sangue periférico e de medula

6ssea

O RNA total do sangue periférico foi obtido empregando-se PAXGENE Blood
miRNA kit e PAXGENE Blood RNA kit (PreAnalytix/ Qiagen, Alemanha), enquanto o
RNA da medula 6ssea foi extraido empregando-se o kit PAXGENE Bone Marrow RNA
kit (PreAnalytix/ Qiagen, Alemanha), conforme protocolos do fabricante.

A gqualidade do RNA foi avaliada por eletroforese capilar usando-se Agilent RNA
Kit (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, EUA) e o equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, EUA), ou por eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com GelRed™ (Biotium, Hayward/CA, EUA).

Para as amostras analisadas por Bioanalyzer, foram consideradas integras
aquelas com numero de integridade de RNA (RNA Integrity Number - RIN) maior que
sete. Para a avaliacdo em gel de agarose, foram consideradas integras as amostras
com as bandas correspondentes aos RNAs ribossémicos 28S e 18S visiveis no gel de
agarose, sob luz UV em equipamento MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems,
Jerusalem, Israel).

A concentragcdo do RNA foi determinada por espectrofotometria, e a pureza foi
determinada pela relagdo Azsonm/ Azgsonm €mpregando-se o espectrofotometro Nanodrop
ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). O RNA foi aceito como puro quando a
relacdo 260/280 foi de aproximadamente 2,0. Em seguida, as amostras de RNA total

foram armazenadas a -80°C até o momento da sintese do DNA complementar (cDNA).
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4.4.4 Sintese de DNA complementar (cDNA) para as anélises de RNAm

Para a sintese de cDNA, as amostras de RNA provenientes de sangue periférico
e medula éssea foram novamente quantificadas por espectofotometria. A sintese do
cDNA de RNAm foi realizada por reagéo da transcriptase reversa seguida de reagcdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR). O ensaio foi realizado empregando-se o kit
SuperScriptVilo™ Master Mix (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA), com
concentragao final de RNA total de 500 ng, seguindo as instru¢des do fabricante. As
reagOes foram realizadas em termociclador Mastercycler Gradient modelo 22331
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha), com as seguintes etapas: 10 minutos a 25°C, 60

minutos a 42°C e 5 minutos a 85°C.

4.4.5 Escolha do gene de referéncia para as analises de RNAm

A andlise da expressdo de RNAm foi feita pelo método de quantificacéo relativa
usando genes de referéncia como controles enddgenos. Seis genes foram selecionados
para serem testados como referéncia, com o0 objetivo de avaliar quais deles
apresentavam-se mais estaveis na casuistica desse estudo. Foi realizada PCR em
tempo real, usando amostras de pacientes com MF e TE e de controles para cada um
dos seis genes escolhidos.

Para as reacdes de amplificagdo foram empregados 3,5 pL de agua Milli-Q®
autoclavada e tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), 5,0 yL de Tagman® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA), 0,5 pL do ensaio e
1,0 yL de cDNA em cada reagdo. As condi¢des de termociclagem foram: 50 °C por 2
minutos, 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C
por 1 minuto. As reagdes de amplificacéo foram realizadas no equipamento ABI 7500
Fast (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA) usando-se ensaios Tagman® Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA) descritos na Tabela 5. A
amplificagdo foi avaliada por monitoracdo continua de fluorescéncia, conforme

previamente descrito (Hirayama et al., 2008).
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Tabela 5 - Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliagdo da
expressao dos genes de referéncia candidatos pela técnica de PCR em tempo real

Gene Identidade do ensaio Fragmento amplificado (pb)
ACTB Hs01060665 g1 63
B2M Hs00984230_ml 81
GAPDH Hs00266705_g1 74
HMBS Hs00609293 g1 62
HPRT1 Hs02800695_m1l 82
UBC Hs02800695_m1l 135

ACTB: beta-actina; B2M: beta-2-microglobulina; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase;
HMBS: hidroximetil butirato sintase; HPRT1: hipoxantina fosforibosiltransferase 1; UBC: ubiquitina C;
pb, pares de bases.

Como controle de qualidade, todas as reacfes foram realizadas em duplicata e
para cada placa de reacéo foram analisados controles sem amostra (controle negativo)
com a finalidade de avaliar possiveis contaminac¢des dos reagentes com os produtos de
PCR.

Para a escolha desses genes usou-se o programa gbasePLUS, versao 2.4
(Biogazelle, Zwijnaarde, Bélgica), baseado no geNorm™ (Vandesompele et al., 2002). A
expressdo relativa de cada um dos genes foi calculada, e os dados foram inseridos no
programa GeNorm™ (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), que gera uma
planilha mostrando os genes mais e menos estaveis. De acordo com o programa, O
gene considerado com menor estabilidade de expressdo (M) para as amostras foi o
HMBS (M=1,707), com estabilidade intermediaria foram os genes UBC (M=1,084), BM2
(M=0,812) e HPRT1 (M=0,684) e os genes com maior estabilidade foram GAPDH
(M=0,668) e ACTB (M=0,624) (Figura 7). Tais coeficientes foram considerados
adequados para a condugdo dos experimentos, pois estdo dentro do valor de
estabilidade de expressédo aceitavel para matrizes complexas (M<1), tais como o sangue
(Hellemans et al., 2007). Desse modo, os genes ACTB e GAPDH foram selecionados

para serem usados como referéncia.
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Figura 7 - Posicdo dos genes de referéncia candidatos, como determinado pelo

software GeNorm.

Os genes foram ordenados de acordo com a estabilidade de expressdo entre as amostras. Da esquerda
para a direita estdo indicados os genes em ordem crescente de estabilidade. ACTB, beta-actina; B2M,
beta-2-microglobulina; GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase; HMBS, hidroximetilbilano sintase;
HPRT1, hipoxantina fosforibosiltransferase 1; UBC, ubiquitina C.

4.4.6 Quantificacédo da expressédo de RNAm (TGFB1, VEGFA, FGF2 e SMAD1 a
SMAD7) por PCR em tempo real

Os ensaios de PCR em tempo real para determinar a expressdo de RNAm foram
realizados em duplicata, empregando-se Tagman® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems, Foster City, EUA), com o equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystems,
Foster City, EUA). Os ensaios empregados estdo descritos na Tabela 6. O mesmo
controle de qualidade da selecdo de RNAm de referéncia foi usado. As analises foram
realizadas em RNA proveniente de leucécitos totais de sangue periférico e da medula
Ossea.

Os resultados foram analisados com o software System 7500 versédo 2.0.6
(Applied Biosystems, Foster City, EUA), que gera curvas semi-logaritmicas dos sinais
de amplificacdo. Para a quantificacdo relativa da expressdo de RNAm, foi usado o
método comparativo com ciclo de threshold (Ct) (Livak e Schmittgen, 2001). A formula
empregada foi 22%r, onde ACr é igual ao Cr do gene de interesse menos o Cr do gene
de referéncia.

Resultados para SMAD8/9 ndo foram apresentados, pois, apés inimeras

tentativas, ndo foi possivel obter a expressdo de RNAm desse gene nos leucdcitos totais
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dos pacientes. Os valores de Cts apresentaram-se acima de 36 ou indeterminados, ou
seja, a amplificacéo iniciou-se apds 35-36 ciclos da PCR em tempo real, indicando baixa

especificidade da reacédo, diminuindo a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.

Tabela 6 - Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliacdo da
expresséao dos genes TGFB1, VEGFA, FGF2 e SMAD1 a SMADS8/9

Gene Identidade do ensaio Fragmento amplificado (pb)
TGFB1 Hs00998133_m1 57
VEGFA Hs00900055_m1 59

FGF2 Hs00266645 m1 82
SMAD1 Hs00195432_m1 67
SMAD2 Hs00183425 m1l 129
SMAD3 Hs00969210_m1 87
SMAD4 Hs00929647_m1 86
SMAD5 Hs00195437_m1 96
SMADG6 Hs00178579_m1 91
SMAD7 Hs00998193_m1 105

pb: pares de bases
4.4.7 Sintese de cDNA para as anélises de miRNAs

A sintese de cDNA para as analises das expressdes de miRNAs foi realizada
com RNA proveniente de leucdcitos totais de sangue periférico. Algumas amostras
desse estudo apresentavam alta concentragcdo de RNA, porém muitas ndo dispunham
de concentracdo suficiente para a sintese de cDNA a 50 ng/pL. Assim, foi padronizada a
concentracdo de 35 ng/uL, visando incluir a maioria das amostras, embora muitas delas
ainda apresentassem a concentracdo necessaria, mas ndo a quantidade de RNA
suficiente para a sintese de cDNA. Algumas amostras de RNA foram reextraidas, mas
ndo havia material disponivel de todos os pacientes. Como ja haviamos recoletado
amostras de diversos pacientes e alguns controles, seria inviavel voltarmos a coletar
novamente desses individuos. Além disso, ndo havia tempo héabil para a recoleta e
reextracdo das amostras, devido ao prazo estipulado pela FAPESP, financiadora desse
projeto, para a concluséo do trabalho e envio de relatério.

Para os ensaios Tagman® de miRNAs é necessario fazer a transcri¢cdo reversa

usando-se um primer em alca (stem loop) especifico para cada miRNA. Para tanto, foi
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realizada a transcricdo reversa empregando-se o Tagman® microRNA RT Kit, que
contém a transcriptase Multiscribe, e primers fornecidos pelo Megaplex Primer
Pools (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Cada reacgao foi realizada com 35 ng/pL
de RNA total, 3,77 pL de agua DEPC, 1,0 pL do tampéo, 0,126 uL de inibidor de RNAse,
0,1 pL de dNTP, 0,66 pL da transcriptase e 1,0 pL de primer. A ciclagem usada foi: 30
minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C e 5 minutos a 85°C, em termociclador Mastercycler
Gradient modelo 22331 (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). O cDNA obtido foi

armazenado a -20°C até posterior analise.

4.4.8 Selecdo de pequenos RNAs nucleolares (SnoRNAs) de referéncia para

analise dos miRNAs

As andlises das expressdes de miRNAs foram realizadas pelo método de
quantificacdo relativa, usando SnoRNAs de referéncia como controles enddgenos. Foi
realizada PCR em tempo real usando amostras de pacientes com MF e TE e de
controles para cada um dos seis SnoRNA escolhidos.

Inicialmente, foi feito um teste empregando um pool de primers endégenos para
a sintese de cDNA. Os SnoRNAs testados foram: RNU6B, RNU24, RNU48, RNU49,
RNU44 e RNU66. Foram adicionados 1,0 pL de cada primer RT (5X) e 94,0 pL de agua
DEPC em um tubo. Em seguida, a transcri¢céo reversa foi feita empregando-se esse pool
de primers, com seis amostras (duas de cada grupo estudado: MF, TE e controles, na
concentracdo de 100 ng/pL), e o Tagman® microRNA RT Kit (Applied Biosystems,
Foster City, EUA).

Conforme o protocolo, foram empregados 6,0 pL de pool de primers, 0,30 pL de
dNTP mix, 3,0 pL de multiscribe transcriptase, 1,5 pL de tampéo, 0,19 uL de inibidor de
RNAse, e 1,01 yL de dgua DEPC — para cada amostra, além de 3,0 uL de RNA total a
100 ng/ pL. Ap6s 5 minutos em gelo, as amostras foram levadas ao termociclador
Mastercycler Gradient modelo 22331 (Eppendorf, Hamburg, Alemanha), por 30 minutos
a 16°C, 30 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C, e 4°C infinito.

Para as reacfes de amplificacdo foram usados 4,42 yL de agua DEPC, 5,0 uL de
Tagman® Universal Master Mix Il, no AmpErase UNG (Applied Biosystems, Foster
City/CA, EUA), 0,5 pL do ensaio e 0,08 pyL de cDNA em cada reacdo. As condigdes de
termociclagem empregadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido
por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. O mesmo controle de
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qualidade para selecdo dos genes de referéncia foi empregado. As reagdes de
amplificagdo foram realizadas no equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystems,
Foster City/CA, EUA) usando-se 0s ensaios Tagman® miRNA Assays (Applied
Biosystems, Foster City/CA, EUA) descritos na Tabela 7. A amplificacdo foi avaliada por
monitorag@o continua de fluorescéncia, conforme previamente descrito (Hirayama et al.,
2008).

Tabela 7 - Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliagdo da
expressdo dos SnoRNAs de referéncia candidatos pela técnica de PCR em tempo real

SnoRNAs Identidade do ensaio Acesso NCBI
RNU6B 001093 NR_002752
RNU24 01001 NR_002447
RNU44 001094 NR_002750
RNUA48 001006 NR_002745
RNU49 001005 NR_002744
RNU66 001002 NR_002444

Para a escolha dos SnoRNAs de referéncia usou-se o programa Normfinder,
versdo 2.4 (Moma Aarhus University Hospital, Denmark) (Andersen, Jensen e @rntoft,
2004). A expressao relativa de cada um dos genes foi calculada, e os dados foram
inseridos no programa Normfinder™ (http://moma.dk/normfinder-software), que gera uma
planilha mostrando os SnoRNAs mais e menos instaveis. De acordo com o programa, o
SnoRNA considerado com menor estabilidade de expresséo (M) para as amostras foi 0
RNU6B (M=0,262), com estabilidade intermediaria foram RNU44 (M=0,040), RNU48
(0,039), RNU66 (M=0,038), e os SnoRNAs com maior estabilidade foram RNU49
(M=0,015) e RNU24 (M=0,013). Desse modo, selecionamos os SnoRNAs RNU24 e

RNUA49 para serem empregados como referéncia.
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4.4.9 Quantificagdo das expressdes de miRNAs (miR-193a-5p, miR-369-5p, miR-
542-5p, miR-590-5p e miR-590-3p) por PCR em tempo real

Os ensaios de PCR em tempo real para miRNAs foram realizados em duplicata,
empregando-se Tagman® miRNA Assay (Applied Biosystems, USA), com o
equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os ensaios usados
estdo descritos na Tabela 8. O mesmo controle de qualidade da selecdo de RNAm de
referéncia foi empregado e a andlise dos resultados da expressdo de miRNAs foi

realizada da mesma forma adotada para a expressao de RNAm.

Tabela 8 - Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliacdo das
expressfes de miR-193a-5p, miR-369-5p, miR-542-5p, miR-590-5p e miR-590-3p
pela técnica de PCR em tempo real

microRNA Identidade do ensaio Sequéncia do miRNA maduro
miR-193a-5p 002281 UGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGA
miR-369-5p 001021 AGAUCGACCGUGUUAUAUUCGC
miR-542-5p 002240 UCGGGGAUCAUCAUGUCACGAGA
miR-590-5p 001984 GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG
miR-590-3p 002677 UAAUUUUAUGUAUAAGCUAGU

Analises realizadas apenas nos pacientes

4.4.10 Determinag6es do mielograma e/ou da bi6psia da medula 6ssea

O mielograma e a biopsia de medula 6ssea foram obtidos pelo médico
responsavel pelo paciente na UNIFESP ou na PUC. Esses sd0 exames assistenciais
das unidades colaboradoras desse trabalho, tendo sido realizados na UNIFESP, sob os
cuidados da Dra. Maria Regina Régis Silva.

Os tecidos de bidpsia da medula 6ssea foram fixados em formalina tamponada
10%, processados de acordo com técnicas de histologia convencionais e embebidos em
parafina. Os cortes foram submetidos aos seguintes protocolos de coloracéo:

Hematoxilina-eosina, Giemsa e impregnacdo com a prata de Gomori (reticulina). As
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lAminas histolégicas foram analisadas independentemente por dois patologistas, e casos

discordantes foram revistos em conjunto.

4.4.11 Analise citogenética para pesquisa de alteragdes cromossomais

Essas andlises sdo realizadas como rotina na Disciplina de Hematologia e
Hemoterapia da UNIFESP, sob supervisdo da Dra. Maria de Lourdes Chauffaille. Parte
da medula colhida foi colocada em tubo heparinizado e a andlise citogenética de banda
G foi realizada conforme método anteriormente descrito (Mitelman, Mertens e
Johansson, 1997). Para cada amostra, 20 metafases foram estudadas de acordo com as
normas do Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN,
2009).

4.4.12 Analises imunoistoquimicas

Essas andlises foram realizadas pela Dra. Maria Regina Régis Silva e pelo Dr.
César Cilento Ponce nas biopsias de medula 6ssea de 26 pacientes. Todas as laminas
foram avaliadas independentemente pelos dois pesquisadores, e casos discordantes

foram revistos em conjunto.

4.4.12.1 Preparo das amostras

Para todas as andlises imunoistoquimicas realizadas, as bidpsias de medula
foram cortadas com dois micrometros, recolhidas em lamina polarizada. Os cortes foram
processados usando-se xileno e &lcool quentes (por 20 minutos) e frios (por 20 minutos)
para desparafinizacdo. Foram realizados cinco bloqueios de atividade da peroxidase

endbgena.
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4.4.12.2 Angiogénese estimada — grau de microvasculatura

A quantificacdo da densidade microvascular foi realizada com o uso de IgG
(imunoglobulina)l kappa monoclonal de camundongo anti-CD34 Classe Il humano
(Dako-M7165 - QBENd 10) em se¢Bes de medula 6ssea, conforme previamente descrito
(Ponce et al., 2012; Ponce et al., 2014), com diluicéo de 1:100.

A angiogénese foi avaliada em cada amostra usando graduagdo visual da
microvasculatura. As laminas foram visualizadas e escaneadas em aumento de 100x,
200x, e 400x e graduadas semiquantitativamente pela coloragédo com CD34, usando-se
microscopio de luz. A escala semiquantitativa empregada foi: microvasos grau 1 (vasos
escassos), grau 2 (ligeiro aumento difuso nos vasos), grau 3 (areas com aumento
acentuado no numero de vasos), e grau 4 (aumento extensivo do nimero de vasos). As
contagens atribuidas para os resultados de imunoexpressdo avaliados foram

comparados entre 0os grupos de pacientes.

4.4.12.3 Imunoexpressoes de TGF-bl ativo e TGF-1 latente

A andlise das imunoexpressdes de TGF-bl ativo e TGF-B1 latente foram
realizadas conforme método previamente descrito (Ponce et al., 2012; Ponce et al.,
2014). Foram empregadas IgG policlonal de coelho anti-TGF-bl ativo humano (Santa
Cruz Biotech; SC-146) e IgG policlonal de cabra anti-peptideo associado a laténcia
(LAP) humana para TGF-B1 latente (R&D Systems; AF-246-NA).

As amostras foram incubadas em diluicdo de 1:100 do anticorpo primério (para
TGF-bl ativo) ou 1:25 (para TGF-B1 latente) por 18 horas a 4°C. A biotina foi usada
como anticorpo secundario por 40 minutos, e em seguida foi realizado tratamento com
estreptavidina-peroxidase. A visualizacdo foi feita com cromégeno diaminobenzidina e
contracorado usando hematoxilina de Harris.

As concentragdes de anti-TGF-b1l (ou TGF-bl ativo) e Anti-LAP humano TGF-B1 (ou
TGF-B1 latente) foram avaliadas por observacdo em microscépio de luz de 100
megacariocitos consecutivos por caso para determinar a positividade e intensidade. A
positividade foi avaliada usando intensidades de 0-3 baseados na porcentagem de
células positivas. A intensidade de imunoexpresséo foi designada como negativa, fraca,
moderada ou forte, numa escala de 0 a 3.A contagem final de imunocoloragdo paraTGF-
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bl ativo e TGF-B1 latente foi obtida pela multiplicacdo das duas variaveis analisadas
(positividade e intensidade), variando entre 0 e 9 (Tabela 9). As contagens atribuidas
para as imunoexpressdes dos antigenos investigados foram comparadas entre 0s

grupos de pacientes.

4.4.12.4 Andlise da imunoexpresséo de c-MPL

A andlise da imunoexpressdo de c-MPL nas biépsias foi realizada conforme
meétodo descrito por Ponce e colaboradores (2012). Foram usados anticorpos policlonais
IgG c-MPL de coelho (anti-TPO-R humano) (Life Span Biosciences/LS-C26341).

As amostras foram incubadas numa diluicdo de 1:50 do anticorpo por 18 horas a
4°C. A biotina foi empregada como anticorpo secundario por 40 minutos, e em seguida
foi realizado o método de estreptavidina-peroxidase. A visualizacdo foi feita com
cromogeno diaminobenzidina e contracorado usando hematoxilina de Harris.

A expressdo de c-MPL foi avaliada por observacdo em microscopio de luz de
100 megacariécitos consecutivos por caso para determinar a positividade e intensidade.
A positividade e a intensidade da imunoexpresséo e a contagem final de imunocoloragéo
para c-Mpl foi obtida da mesma maneira do que para o TGF-31, de acordo com a Tabela
9.

Tabela 9 - Avaliacdo da imunoexpressdo em medula 6ssea de TGF-b1 ativo, TGF-
B1 latente e c-Mpl

Positividade (%) Intensidade (%)
0 - Negativo (0-10%) 0 - Negativo

1 - Discreto (11-25%) 1 - Fraco

2 - Intermediério (26-50%) 2 - Moderado

3 - Extensivo 3 - Forte

Escore: (positividade) x (intensidade)
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4.4.13 Extragao e avaliagdo da qualidade do DNA genémico de sangue periférico

Para obter maior concentracdo de DNA, 1,0 mL das amostras de sangue foram
previamente submetidas a lise celular com 900,0 pL do tampé&o Tris-1 (Tris-HCl a 10 mM
pH 8,0, KCl a 10 mM, MgCl, a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0) contendo Triton X-100 a
2,5%, seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 5200 rotagdes por minuto (RPM). Em
seguida, o DNA genbmico foi extraido segundo o protocolo do fabricante do QIAAMP
DNA BLOOD MINI kit (PreAnalytix/Qiagen, Germany).

A integridade das amostras de DNA foi avaliada em gel de agarose a 1%, corado

com GelRed™

. A quantificacdo de DNA foi realizada por espectrofotometria a 260 nm e
a pureza do DNA determinada pela relagdo Azeonm/ Azsonm, Usando-se o

espectrofotdometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

4.4.14 Quantificagdo dos alelos (allele burden) JAK2V617F

A quantificagdo da mutagdo JAK2V617F foi realizada no Instituto Fleury, pelo
método de PCR em tempo real com sondas Tagman® MGB especificas para os alelos
selvagem e mutado. Empregou-se o equipamento ABI 7900HT Viia7 (Applied
Biosystems, Foster City/CA, EUA), seguindo a metodologia descrita por dos Santos et
al., (2014). Os primers e sondas usados estédo descritos na Tabela 10.

Para a quantificagéo dos alelos, foi analisada a porcentagem de alelos mutados,
estimada baseando-se nos sinais fluorescentes normalizados do alelo mutante (Rn
mutante) e do alelo selvagem (Rn selvagem), localizados na regido da amplificacéo

exponencial da PCR e apresentados como porcentagem de muta¢&o ou negativos:

% mutagédo JAK2V617F = Rn mutante/ (Rn mutante + Rn selvagem)
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Tabela 10 - Caracteristicas dos primers e sondas Tagman® empregados para
quantificagcéo dos alelos JAK2V617F

Primer / Sonda Sequéncia

Primer Forward (JAK2_198 P1) 5- GCAGCAAGTATGATGAGCAAGCT -3’

Primer Reverse (JAK2_302_P2) 5" — GGCATTAGAAAGCCTGTAGTTTTACTTAC -3’

Sonda para o alelo selvagem
(JAK_WT_FAM)

Sonda para o alelo mutado
(JAK_MT_VIC)

TGGAGTATGTGTCTGTGGA

TGGAGTATGTTTCTGTGGAG

4.4.15 Deteccdo das mutagbes W515K e W515L no gene MPL nos pacientes
negativos para a mutagado JAK2V617F

A detecgdo das mutagbes MPL W515L e W515L foram realizadas no Instituto
Fleury, por PCR em tempo real empregando-se sondas Tagman® MGB especificas para
os alelos selvagem e mutados, conforme metodologia descrita por dos Santos e
colaboradores (2014). O equipamento empregado foi o Rotor Gene 3000 (Corbett

Research — Qiagen). Os primers e sondas usados estéo descritos na Tabela 11.

Tabela 11 - Caracteristicas dos primers e sondas Tagman® empregados para
deteccéo das mutagdes MPLW515K/L

Primer/ Sonda Sequéncia
Primer Forward 5 —-TGGTGACCGCTCTGCATCTA -3’
Primer Reverse 5" —TCCACCGCCAGTCTCCTG -3

Sonda MPLWT_VIC_MGB 5 - VIC - TGAGGTGGCAGTTTC — 3 NFQ-MGB - 3’
Sonda W515L_FAM_MGB 5" — 6FAM — CTGCTGAGGTTGCAGTT — NFQ-MGB- 3’

Sonda W515K_FAM_MGB 5" — 6FAM — CTGCTGAGGAAGCAGT - NFQ-MGB -3’
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4.4.16 Amplificagcdo e sequenciamento do gene CALR

As analises do gene CALR foram realizadas pelos pesquisadores Miguel Mitne
Neto e Marcos Tadeu dos Santos, no Instituto Fleury.

Com base no manuscrito de Tefferi, Lasho, Finke, Knudson, et al. (2014), foram
desenhados primers para a amplificacdo do exon 9 do gene CALR, de modo que a
regido alvo estivesse contida em um Gnico amplicon, com as seguintes modificacdes: (1)
a porcao 5 do primer forward foi anexada uma sequéncia M13F (-21) e (2) a porgéo 5’
do primer reverse foi anexada uma sequéncia M13R, conforme apresentado na Tabela
12.

Tabela 12 - Caracteristicas dos primers empregados para a amplificacdo da regiao
alvo no gene CALR

Primer Sequencia 5'>3’
Forward TGTAAAACGACGGCCAGTCTGGCACCATCTTTGACAACTT
Reverse CAGGAAACAGCTATGACCGGCCTCTCTACAGCTCGTC

As reacdes de PCR foram preparadas com 10,0 pL de PCR Mix (2x) (Promega),
0,15 uM de primers (forward e reverse), agua MilliQ suficiente para 20 pL e 5,0 uL de
DNA. As condi¢gbes de ciclagem usadas foram: 10 minutos a 95°C, seguidos por 40
ciclos de 30 segundos a 96°C, 30 segundos a 57°C e 30 segundos a 72°C; apenas um
ciclo de 10 minutos a 72°C, mantendo por 4°C em seguida.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 2%, e em seguida
purificados por meio do kit lllustra GFX (GE Healthcare, Little Chalfont/Buckinghamshire,
Reino Unido). Em seguida, esses produtos foram empregados para a reagdo de
sequenciamento. Para cada reac¢éo foram usados 2,0 pL de BigDye Terminator v3.1, 2,0
pL de BigDye Buffer v3.1 (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA), 1,0 pL de primer
M13F ou M13R, 1,0 pL de QSolution (QIAGEN, Aarrhus, Dinamarca) e 4,0 pL de
amostra. A ciclagem para essa reacgao foi de 5 minutos a 95°C, seguidos por 25 ciclos
de 30 segundos a 96°C, 20 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C, permanecendo a 4°C
em seguida. A andlise do sequenciamento de Sanger foi realizada em eletroforese
capilar no equipamento Applied Biosystems 3130, conforme instru¢des do fabricante.

Os resultados foram avaliados com o auxilio da ferramenta de bioinformética CLC Bio

Workbench (Qiagen, Aarrhus, Denmark) e a estrutura secundéria da proteina original
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foi predita pelo EMBOSS Transeq (EMBL-EBI, UK)
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss transea/ e JPRED.

4.4.17 Anélises Estatisticas

O banco de dados e as andlises estatisticas foram realizados com o emprego do
software SPSS versdo 17.0 (IBM, EUA), enquanto os graficos foram obtidos pelo
programa GraphPad versédo 5.00 (GraphPad Software, EUA). O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).

As variaveis categoricas foram apresentadas como numero de individuos e
porcentagem entre parénteses, e para a comparagdo dos grupos para as diversas
variaveis foi usado o teste Qui Quadrado, o teste exato de Fisher ou Likelihood ratio.

As varidveis numéricas (concentragbes dos marcadores plasmaticos de
angiogénese, expressdes génicas e de miRNAs e resultados das andlises
imunoistoquimicas) foram apresentadas como mediana e intervalo interquartilico (P25-
P75); e para a comparacdo dos grupos para as diversas varidveis foi usado o teste
Mann-Whitney.

Foram realizados modelos de correlacbes de Spearman entre concentragoes
plasméticas de TGF-B1 e expressdes génicas (RNAm e proteina) de TGFB1, VEGFA e
FGF2, RNAmMm de SMADs 1 a 7 e expressdes de miRNAs, além de modelos de
correlagdes de Spearman entre expressdes de RNAmM de TGFB1 e expressdes génicas
(RNAmM e proteina) de VEGFA e FGF2, RNAm de SMADs 1 a 7 e expressfes de
mMiRNAs.

Os dados das concentracbes plasméticas de TGF-Bf1 n&o apresentaram
distribuicdo normal, e, portanto, foram transformados em log10, havendo a corre¢do da
distribuicdo. A distribuicdo da expressdo de RNAm de TGFB1 n&o foi corrigida com a
transformacdo logaritmica. Modelos de regresséo linear simples usando o logl0 da
concentragdo plasmética de TGF-B1 como varidvel dependente foram realizados. As
variaveis independentes empregadas foram as concentracfes plasméticas e expressoes
de RNAm de VEGFA e FGF2 e as expressdoes de RNAm de SMADs 1 a 7. Os modelos
de regresséo linear que apresentaram nivel de significancia até 20% (p<0,20) foram
selecionados para a realizacdo dos modelos de regressao linear multivariada, cujos
modelos incluiram as varidveis independentes: no grupo de MF:concentragdo plasmética
de VEGFA, expressdes de RNAm de TGFB1, SMAD1 e SMADG6; no grupo de MFP:
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expressbes de RNAm de VEGFA e SMADS3; no grupo de MFPTE: concentragéo
plasmética de VEGFA e expressdes de RNAm de TGFB1, VEGFA, SMAD5, SMADG6 e
SMAD?7.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais, clinicas e hematolégicas dos pacientes com MFP,
MFPTE e TE e controles

As classificagBes e distribuicdes dos pacientes e controles incluidos no presente
estudo estdo apresentadas na Figura 8. Dois individuos controles foram excluidos por
apresentarem alteracdes no hemograma, porém nenhum dos individuos selecionados
para compor esse grupo apresentou alteragdo na PCRus.

As caracteristicas gerais e clinicas desses individuos esté@o dispostas na Tabela
13. Os grupos de pacientes com MFP e MFPTE apresentaram menor indice de massa
corporal (IMC) em relacdo a seus controles (p=0,009 e p=0,047, respectivamente),
enquanto 14,3% dos pacientes com MFP, 4,8% dos pacientes com MFPTE e 12,5% dos
pacientes com TE apresentaram emagrecimento (dados ndo apresentados na tabela).
Além disso, foi encontrada maior frequéncia de individuos com hipertensdo nos
pacientes com TE em comparagéo com seus controles (p=0,026).

Os dados hematoldgicos e concentracdes de PCRus estdo expostos na Tabela
14. Os grupos de pacientes com MFP, MFPTE e TE apresentaram menores contagens
de hemécias do que seus controles (p=0,005, p=0,002 e p<0,001, respectivamente), e
as concentragbes de hemoglobina foram menores nos pacientes com MFP (p=0,008).
Os pacientes com TE exibiram maiores valor corpuscular médio (VCM) (p<0,001) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (p=0,001) do que seus
controles. Todos os grupos de paciente apresentaram maiores valores de variagdo de
tamanho (RDW) (MFP: p<0,001; MFPTE: p<0,001 e TE: p=0,031) e maiores contagens
de plaguetas em relagdo aos seus controles (MFP: p=0,015; MFPTE: p<0,001 e TE:
p<0,001).
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78 pacientes

4 excluidos pela baixa qualidade
do RNA, e 8 excluidos por terem
mielofibrose pos-policitemia vera

66 pacientes

21 mielofibrose 24 trombocitemia

primaria essencial

21 mielofibrose
po6s-trombocitemia
essencial

98
controles

2 excluidos devido ao estado
inflamatorio

42 pareados com 48 pareados com
mielofibrose trombocitemia
primaria essencial

40 pareados com
mielofibrose pos-
trombocitemia
essencial

Figura 8 - Esquema representativo das classificagbes de pacientes e controles

incluidos no estudo.
Os pacientes com mielofibrose poés-policitemia vera foram excluidos para reduzir a

heterogeneidade de grupos de pacientes.
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Tabela 13 - Caracteristicas gerais e clinicas dos pacientes com mielofibrose priméria, mielofibrose pdés-trombocitemia
essencial e trombocitemia essencial e dos seus respectivos controles

Variaveis MFP CONTROLE P MFPTE CONTROLE P valor TE CONTROLE P valor
(N=21) (N=42) valor (N=21) (N=40) (N=24) (N=48)

Idade (anos) 62 (56-76) 62 (56-76) 0,901" 66 (54-75) 63 (54-73) 0,649" 66 (49-73) 65 (50-72) 0,981"

Género masculino 10 (47,0) 20 (47,6) 1,000 8 (38,1) 14 (35,0) 0,811 9 (37,5) 18 (37,5) 1,000"

IMC (kg/m?) 24,7 (21,5-26,7) 26,4 (23,8-29,1) 0,009" 23,9 (20,8-27,4) 26,3(23,7-29,2)  0,047"  25,0(22,7-27,6) 25,9 (23,5-28,3) 0,423

Presenca de diabetes 2(9,5) 7 (16,7) 0,705" 3(14,3) 5 (12,5) 1,000” 3(13,6) 4(8,3) 0,670~

ertisr?;‘?a de hipertenséo 11 (52,4) 20 (47,6) 0,722" 11 (52,4) 15 (37,5) 0,264" 12 (54,5) 13 (27,1) 0,026"

Presenca de eventos - - -

trombaéticos 2(9.5) 2(48) 0,595 2(9.5) 0(0) 0,115 2(87) 1(2,1) 0,243

Presenca de esplenomegalia 6 (35,3 6 (28,6) 2 (13,3

Tempo de uso de

hidroxicarbamida (meses) 7,0 (0-49,0) 9,0 (0-28,0) 59,0 (1,3-95,5)

Tempo de doenca (meses) 29,0 (5,0-82,5) 26,0 (14,5-54,5) 64’1%(()254)’2'

Presenca de JAK2V617F 11 (52,4) 12 (57,1) 13 (54,2)

Carga alélica JAK2V617F 25,5 (9,0-39,4) 9,9 (9,0-57,4) 9,0 (9,0-23,6)

Presenca de MPL W515L 0 (0) 0(0) 1(4,2)

Presenca de mutacao CALR 8(38,1) 7 (33,3) 3(12,5)

MFP: mielofibrose primaria, MF p6s-TE: mielofibrose pds-trombocitemia essencial, TE: trombocitemia essencial. As variaveis numéricas foram apresentadas como
mediana e intervalo interquartilico (P25-P75); para a comparacao dos grupos foi usado o teste de Mann-Whitney (). As variaveis categoéricas foram apresentadas como
namero de individuos e porcentagem entre parénteses; para a comparacdo dos grupos foi usado o teste do Qui quadrado (*) ou teste exato de Fisher (**). As medianas
das cargas alélicas da mutacao JAK2V617F foram calculadas apenas para as amostras positivas para essa mutacgao.
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Tabela 14 - Dados hematoldgicos e de proteina C reativa ultrassensivel dos pacientes com mielofibrose priméria,
mielofibrose pds-trombocitemia essencial e trombocitemia essencial e dos seus respectivos controles

MFP CONTROLE P MFPPTE CONTROLE P TE CONTROLE Vaﬁ’or
(N=21) (N=42) valor (N=21) (N=40) valor (N=24) (N=48)

Hemacias 3,9 (3,3-4,9) 4,7 (45-5,0) 0,005 4,2 (3,5-4,8) 4,7 (4,4-50) 0,002 3,6 (3,3-4,7) 4,8 (4,351)  <0,001
(x10° /mm?)
Hemoglobina 12,2 (10,1-155) 14,3 (13,2-154) 0,008 133 (125-151) 14,4 (13,4-1,0) 0,121 137 (121-14,8) 14,1(13,1-154) 0,158
(g/dL)
Hematécrito (%) 362 (29,7-45,3) 41,9(39,1-44,5) 0,008 40,0 (35,9-442) 422(39,0-44,3) 0139  404(353-42,8)  41,5(38,0-451) 0,215
VCM (fL) 87,2 (83,4-95,2) 89,3(86,0-92,8) 0,662 93,7 (86,3-104,7) 89,2(87,5-92,0) 0,050  100,3(88,9-110,5) 87,8 (83,1-90,1) <0,001
HCM (pg) 29,9 (28,1-32,5) 30,7 (28,9-31,6) 0,694  34,2(28,9-36,4) 30,7(29,6-31,3) 0,072  33,7(29,6-38,2)  29,8(28,4-30,8) 0,001
CHCM (g/dL) 34,0 (33,6-34,8) 34,1(33,6-34,6) 0,913  34,0(33,7-344) 34,1(33,6-346) 0,843  33,8(33,1-344) 34,1(33,4-346) 0,273
RDW (%) 18,1 (15,5-21,2) 13,3(12,8-13,9) <0,001 16,4 (13,9-18,1)  13,3(13,1-14,0) <0,001 14,0 (13,2-14,9) 13,4 (12,9-13,9) 0,031
Leucocitos 7,5 (5,7-13,1) 6,3(5182) 0210  82(50-10,9) 6,3(50-7,3) 0,103 7,3 (5,3-9,9) 6,8(4,9-80) 0,117
(x10° /mm?)
Plaquetas

423 (107-710) 219 (168-256) 0,015 430 (235-650) 201 (184-242) <0,001 569 (364-681) 217 (189-242)  <0,001
(x10% /mm?)
PCRus (mg/dL) 0,27 (0,06-0,35) 013 (0,06-0,37) 0,385  0,12(0,45-0,24) 0,18 (0,06-0,38) 0,131  0,20(0,09-0,72)  0,21(0,07-0,46) 0,484

MFP: mielofibrose primaria, MF pés-TE: mielofibrose pds-trombocitemia essencial, TE: trombocitemia essencial. PCRus: Proteina C reativa ultrassensivel.
Os valores sdo mediana e intervalo interquartilico (P25-P75). Foi usado o teste de Mann-Whitney. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média; RDW: red cell distribution width (variagdo de tamanho).
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5.2 Avaliagdo do progndstico dos pacientes com MFP

O prognostico dos pacientes com MFP foi analisado baseando-se no DIPSS-
Plus, um sistema de pontuagéo que avalia oito fatores de risco independentes e que
pode ser aplicado durante o curso da doenga, conforme anteriormente exposto (item
2.2.1; Tabelas 1 e 2). Na Tabela 15 estéo dispostas as frequéncias dos escores da
classificagéo de risco DIPSS-Plus dos pacientes com MFP. Apenas dois pacientes
apresentaram risco alto, enquanto os demais se distribuiram dentre os outros

escores.

Tabela 15 - Classificagdo de risco DIPSS-Plus dos pacientes com mielofibrose
primaria

Escore Frequéncia (%)
Baixo 6 (28,6)
Intermediario 1 6 (28,6)
Intermediario 2 7 (33,4)
Alto 2 (9,5

Os dois pacientes que apresentaram alto risco DIPSS-Plus tinham
CARIOTIPO NORMAL. A seguir estdo apresentadas as caracteristicas gerais e
clinicas de cada um desses dois pacientes.

O paciente MFTE14 apresentou a mutagdo CALR 1092_1143_del (mutagéo
tipo 1; p.L367fs*46), género masculino, 59 anos, com 79 meses de duracdo da
doencga, e usava hidroxicarbamida h& 50 meses (1.500 mg/dia). Os fatores de risco
por ele apresentados eram concentragdo de hemoglobina menor que 10 g/dL,
presenca de blastos no sangue periférico, perda de peso, e contagem de plaquetas
abaixo de 100 x10° /mm?,

O outro paciente (MFTE46) apresentou a mutagdo JAK2V617F, com carga
alélica de 72,9%. Género masculino, com 76 anos, com sete meses de diagnéstico
da doencga e usando a hidroxicarbamida ha 50 meses (500 mg/dia), Os fatores de
risco por ele apresentados eram idade maior que 65 anos, presenca de blastos no
sangue periférico, perda de peso e contagem de plaquetas abaixo de 100 x10°

/mm?3.
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5.2.1 Correlagéo entre carga alélica da mutagdo JAK2V617F e risco DIPSS-Plus

em pacientes com MFP

Com intuito de verificar se existe correlacdo entre a carga alélica da mutagao
JAK2V617F e o risco DIPSS-Plus em pacientes com MFP, foi realizado um modelo
de correlagdo de Spearman empregando-se essas variaveis. Nao foi observada
correlagdo entre a carga alélica e o risco DIPSS-Plus nos pacientes com MFP
(r=0,585; p=0,059; n=11).

5.3 Pacientes com cariétipo alterado

O cariotipo foi obtido com sucesso de 50 dos 66 pacientes incluidos nas
andlises, ndo tendo sido possivel avaliar o cariétipo de 6 pacientes com MFP, 4 com
MFPTE e 6 com TE. Foram encontrados dois pacientes com CARIOTIPO
ALTERADO. As principais caracteristicas desses pacientes estdo apresentadas a
seqguir.

O paciente MFTEQ9, do género masculino, tinha diagnéstico de MFPTE, e
seu caridtipo foi 46,XY del20q(11.2)[5]. Sua idade, de 61 anos, estava proxima as
dos demais (66 anos), e seu IMC de 26,1 kg/m? também era préximo a mediana de
23,9 kg/m? dos pacientes com MFPTE. Era hipertenso, e sua concentragdo de
PCRus de 0,03 mg/ dL foi menor do que a mediana do grupo (0,12 mg/ dL). Seu
tempo de doenga (47 meses) e tempo de uso de hidroxicarbamida (22 meses; 1000
mg/ dia) foram bem maiores do que a mediana dos demais (26 meses, 9 meses,
respectivamente). Esse paciente era positivo para a mutagdo JAK2V617F, e sua
carga alélica era de 70,77%, muito acima da mediana de seu grupo (9,9%). Além
disso, e as alteracbes apresentadas no hemograma desse paciente foram: RDW
aumentado, leucopenia e plaquetopenia discretas.

O paciente MFTE44, do género feminino, tinha diagnostico de MFP, e seu cariotipo
foi  46,XX, del(20)(q4q13)[2]/ 46,XX[15], apresentando risco DIPSS-Plus
intermediario 2. Sua idade, de 80 anos, era bastante avancada em relacdo a
mediana do grupo (60 anos), e seu IMC de 30,4 kg/m? era maior do que a mediana

dos pacientes com MFP (24,7 kg/m?).Era hipertensa, e sua concentragédo de PCRus
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de 0,15 foi menor em relacdo a mediana do seu grupo (0,27 mg/dL). Seu tempo de
doencga (24 meses) era proximo a mediana dos demais (29 meses), embora o tempo
de uso de hidroxicarbamida (23 meses) tenha sido bem maior do que a mediana do
seu grupo (7 meses). Essa paciente era positiva para a mutagdo JAK2V617F, e sua
carga alélica era de 79,67%, muito acima da mediana de seu grupo (25,5%). Essa
paciente ainda apresentou aumento do nimero de hemacias, da concentracao de

hemoglobina, do hematdcrito, além de leucocitose acentuada e plaquetose discreta.

5.4 Comparagdes entre as concentracfes dos marcadores plasmaticos de
angiogénese (TGF-B1, VEGFA e FGF2) nos pacientes com MFP, MFPTE e TE e

Nos seus respectivos controles

As concentracdes plasmaticas de TGF-B1 dos grupos de MFP, MFPTE e TE
nao foram diferentes dos seus respectivos controles (Figuras 9A, 9B e 9A), embora
0s pacientes com TE tenham apresentado tendéncia em direcdo a maiores
concentragdes de TGF-B1 (p=0,077). As concentracbes de VEGFA, por outro lado,
foram maiores nos pacientes com MFP (p=0,030, Figura 9C), MFPTE (p=0,002,
Figura 9D) e TE (p=0,002, Figura 10B) do que em seus controles, assim como as
concentragdes de FGF2 (p=0,005, Figura 9E; p<0,001, Figura 9F; P<0,001, Figura

10C, respectivamente).
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A) B)

Figura 9 - Concentragdes plasmaticas de TGF-B1, VEGFA e FGF2 nos
pacientes com mielofibrose primaria (A, C e E) e mielofibrose pos-
trombocitemia essencial (B, D e F) e nos seus respectivos controles.

MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose pés-trombocitemia essencial. As concentracdes dos
analitos entre cada grupo de pacientes e seus respectivos controles foram comparadas usando-se o
teste Mann-Whitney.
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Figura 10 - Concentracbes plasméticas de TGF-B1, VEGFA e FGF2 nos

pacientes com trombocitemia essencial e nos seus controles.
TE: trombocitemia essencial. As concentracfes dos analitos entre os dois grupos foram comparadas
usando-se o teste Mann-Whitney.

5.5 Comparacdes entre as expressdes de RNAm de TGFB1, VEGFA, FGF2 e de
SMADs 1 a 7 e de miRNAs 193a-5p, 369-5p, 542-5p, 590-3p e 590-5p nos

pacientes com MFP, MFPTE e TE e nos seus respectivos controles

N&o foram encontradas diferencas nas expressfes de RNAmM dos genes
TGFB1 (Figuras 11A, 11B e 12A) e VEGFA (Figuras 11C, 11D e 12B) entre os
grupos de pacientes e controles, embora os pacientes com TE tenham apresentado
tendéncia a maiores expressdes de TGFB1 (p=0,057). As expressbes de RNAm de
FGF2 foram maiores nos pacientes com MFP (p<0,001, Figura 11E), MFPTE
(p<0,0001, Figura 11F) e TE (p<0,001, Figura 12C) do que em seus controles. As
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expressdes de RNAmM de SMADs e de miRNAs foram semelhantes entre pacientes e

controles.
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Figura 11 - Express6es de RNAm dos genes TGFB1, VEGFA e FGF2 nos
pacientes com mielofibrose primaria (A, C e E) e mielofibrose pos-

trombocitemia essencial (B, D e F) e nos seus respectivos controles.
MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose pés-trombocitemia essencial. As expressfes de
RNAmM entre os dois grupos foram comparadas pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 12 - Expressdes de RNAmM dos genes TGFB1, VEGFA e FGF2 nos pacientes

com trombocitemia essencial e no grupo controle.
TE: trombocitemia essencial. As expressdes de RNAm entre os dois grupos foram comparadas pelo teste
Mann-Whitney.

5.6 Modelos de correlagdes de Spearman entre concentragdes plasméticas de
TGF-B1 e expressdes génicas (RNAm e proteina) de TGF-B1, VEGFA e FGF2,

RNAmM de SMADs 1 a 7 e expressOes de miRNAs nos pacientes e controles

Os modelos de correlagdes de Spearman entre concentracdes plasméaticas de
TGF-B1 e expressdes génicas (RNAm e proteina) de TGF-81, VEGFA e FGF2, RNAm
de SMADs 1 a 7 e expressoOes de miRNAs estéo dispostos nas Tabelas 16, 17 e 18.

As concentragdes plasmaticas de TGF-B1 correlacionaram-se positivamente as
de VEGFA em todos os grupos de pacientes e controles. Foram encontradas
correlagbes positivas entre as concentragfes plasmaticas de TGF-1 e de FGF2 nos
pacientes com MFP, e correlagdes negativa entre essas varidveis nos seus controles,

assim como nos controles de MFPTE.
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Tabela 16 - Modelos de correlagBes de Spearman entre concentragcfes plasmaéticas
de TGF-B1 e de VEGFA e FGF2 nos pacientes com mielofibrose primaria,
mielofibrose pos-trombocitemia essencial e trombocitemia essencial e nos seus
respectivos controles

TGF-p1
plasmatico VEGFA plasmaético FGF2 plasmaético
Grupos

r=0,592 r=0,556

MFP p=0,005 p=0,009
n=21 n=21

r=0,455 r=-0,310

Controle MFP p=0,002 p=0,045
n=42 n=42

r=0,493 r=0,010

MFPTE p=0,023 p=0,966
n=21 n=21

r=0,400 r=-0,318

Controle MFPTE p=0,011 p=0,015
n=40 n=40

r=0,415 r=0,202

TE p=0,044 p=0,345
n=24 n=24

r=0,503 r=-0,246

Controle TE p<0,001 p=0,092
n=48 n=48

MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose pds-trombocitemia essencial; TE:
trombocitemia essencial.

Correlagdes negativas entre TGF-B1 plasmatico e as expressdes de RNAm de
SMADs 2 e 3 foram observadas nos pacientes com MFP, enquanto nos seus controles
foram encontradas correlacdes entre o TGF-31 plasmatico e as expressées de RNAm de
SMADs 2 e 7. Nao foram observadas correlacbes entre as concentragdes plasmaticas
de TGF-B1 e as expressdes de RNAmM de SMADs nos pacientes com MFPTE e TE, nem

em seus respectivos controles.
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Tabela 17 - Modelos de correlagBes de Spearman entre concentracdes plasmaticas
de TGF-B1 e RNAm de VEGFA, FGF2, e SMADs 1 a 7 nos pacientes com
mielofibrose priméria, mielofibrose pds-trombocitemia essencial e trombocitemia

essencial e nos seus respectivos controles

TGF-p1

plasmatico RNAM RNAmM RNAmM RNAM RNAmM RNAM RNAmM RNAM RNAmM

Grupos VEGFA FGF2 SMAD1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD5 SMAD6 SMAD7

r=-0,155 r=-0,057 r=-0,421 r=-0,449 r=-0,612 r=-0,308 r=-0,433 r=-0,035 r=-0,418

MFP p=0,504 p=0,806 p=0,058 p=0,041 p=0,003 p=0,186 p=0,056 p=0,880 p=0,059
n=21 n=21 n=21 n=21 n=21 n=20 n=20 n=21 n=21

Controle r=-0,083 r=-0,054 r=-0,242 r=-0,380 r=-0,144 r=-0,167 r=-0,189 r=-0,054 r=-0,319

MEP p=0,601 p=0,734 p=0,123 p=0,014 p=0,364 p=0,291 p=0,232 p=0,733 p=0,042
n=42 n=42 n=42 n=41 n=42 n=42 n=42 n=42 n=41

r=0,256 r=-0,098 r=0,235 r=-0,042 r=-0,204 r=0,112 r=-0,068 r=0,286 r=0,114

MFPTE p=0,263 p=0,682 p=0,305 p=0,858 p=0,375 p=0,630 p=0,771 p=0,209 p=0,622
n=21 n=20 n=21 n=21 n=21 n=21 n=21 n=21 n=21

Controle r=0,022 r=-0,074 r=-0,108 r=-0,262 r=-0,035 r=-0,006 r=-0,064 r=0,106 r=-0,240

MEPTE p=0,891 p=0,649 p=0,508 p=0,107 p=0,828 p=0,973 p=0,693 p=0,516 p=0,141
n=40 n=40 n=40 n=39 n=40 n=40 n=40 n=40 n=39

r=-0,382 r=0,128 r=-0,139 r=-0,208 r=-0,205 r=-0,097 r=-0,294 r=-0,137 r=-0,065

TE p=0,666 p=0,552 p=0,517 p=0,330 p=0,336 p=0,654 p=0,163 p=0,525 p=0,762
n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24

Controle r=-0,207 r=-0,100 r=-0,135 r=-0,277 r=-0,155 r=-0,258 r=-0,203 r=0,090 r=-0,188

TE p=0,159 p=0,498 p=0,359 p=0,056 p=0,293 p=0,076 p=0,166 p=0,543 p=0,201
n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48

MFP: mielofibrose

essencial.

primaria; MFPTE: mielofibrose

pos-trombocitemia essencial; TE: trombocitemia

Em relagdo ao miRNAs, houve correlacdo positiva entre a concentragcéo

plasmética de TGF-B1 e a expressdo do miR-193a-5p nos controles de MFP, mas ndo

nos pacientes. Foi encontrada correlacdo positiva entre o TGF-B1 plasmatico e a

expressdo do miR-193a-5p nos controles de MFPTE, e nos pacientes houve correlagcéo

negativa entre essa citocina e a expressdo do miR-542-5p. O TGF-B1 plasmético

correlacionou-se positivamente as expressdes de miR-193a-5p e miR-542-5p nos

pacientes com TE, enquanto nos seus controles foi encontrada correlagéo positiva entre

0 TGF-B1 plasmatico e a expressdo do miR-590-5p.
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Tabela 18 - Modelos de correlagBes de Spearman entre concentragfes plasméticas
de TGF-B1 e expressdes de miRNAs nos pacientes com mielofibrose priméria,
mielofibrose pos-trombocitemia essencial e trombocitemia essencial e nos seus
respectivos controles

TGF-B1
plasmatico miR-193a-5p miR-369-5p miR-542-5p miR-590-3p miR-590-5p
Grupos
r=0,253 r=-0,038 r=0,185 r=0,500 r=0,066
MFP p=0,345 p=0,888 p=0,492 p=0,207 p=0,831
n=16 n=16 n=16 n=8 n=13
r=0,762 r=0,143 r=-0,048 r=-0,200 r=0,333
Controle MFP p=0,028 p=0,736 p=0,911 p=0,747 p=0,420
n=8 n=8 n=8 n=5 n=8
r=-0,119 r=-0,119 r=-0,893 * r=-0,200
MFPTE p=0,779 p=0,779 p=0,007 * p=0,704
n=8 n=8 n=7 n=3 n=6
Controle r=0,683 r=0,633 r=0,405 r=-0,200 r=0,357
p=0,042 p=0,067 p=0,320 p=0,704 p=0,432
MFPTE . . . . o
n=9 n=9 n=8 n=6 n=7
r=0,780 r=-0,055 r=0,643 r=0,300 r=-0,345
TE p=0,002 p=0,859 p=0,018 p=0,624 p=0,328
n=13 n=13 n=13 n=5 n=10
r=0,326 r=0,028 r=0,068 r=0,750 r=0,742
Controle TE p=0,301 p=0,931 p=0,842 p=0,052 p=0,014
n=12 n=12 n=11 n=7 n=10

MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose pos-trombocitemia essencial; TE: trombocitemia
essencial. * Apenas trés amostras desse grupo foram analisadas, portanto, ndo foi possivel realizar a
andlise estatistica.

5.7 Modelos de correlagbes de Spearman entre as expressdoes de RNAm de TGFB1
e expressdes génicas (RNAm e proteina) de VEGFA e FGF2, RNAm de SMADs 1 a

7 e expressdes de miRNAs nos pacientes e controles

Os modelos de correlagbes de Spearman entre as expressdes de RNAm de
TGFB1 e expressdes génicas (RNAm e proteina) de VEGFA e FGF2, RNAm de SMADs
1 a 7 e expressOes de miRNAs estédo apresentados nas Tabelas 19, 20 e 21.

N&o foram encontradas correla¢des entre a expressdo de RNAm de TGFB1 e as
concentragdes plasmaticas de VEGFA, FGF2 e TGF-B1 nos pacientes e controles, nem
entre a expressdo de RNAm de TGFB1 e de VEGFA e FGF2 em nenhum dos grupos de
pacientes, embora tal correlagdo tenha sido demonstrada em todos os grupos de

controles.
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Tabela 19 - Modelos de correlagbes de Spearman entre expressdes de RNAm de
TGFB1 e concentracfes plasmaticas de TGF-81, VEGFA e FGF2 nos pacientes
com mielofibrose priméria, mielofibrose pds-trombocitemia essencial e
trombocitemia essencial e nos seus respectivos controles

RNAmM TGFB1
TGF-B1 plasmatico  VEGFA plasmatico  FGF2 plasmatico
Grupos

MEP r=-0,158 r=-0,073 r=-0,029

p=0,493 p=0,752 p=0,902
n=21 n=21 n=21

r=-0,259 r=0,053 r=0,098

Controle MFP p=0,098 p=0,739 p=0,538
n=42 n=42 n=42

r=0,344 r=0,071 r=-0,217

MFPTE p=0,127 p=0,758 p=0,345
n=21 n=21 n=21

r=-0,182 r=0,188 r=0,130

Controle MFPTE p=0,260 p=0,244 p=0,425
n=40 n=40 n=40

r=0,109 r=0,310 r=0,351

TE p=0,613 p=0,140 p=0,093
n=24 n=24 n=24

r=-0,113 r=-0,113 r=0,063

Controle TE p=0,446 p=0,412 p=0,672
n=48 n=48 n=48

MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose po6s-trombocitemia essencial; TE:
trombocitemia essencial.

Foram encontradas correlagdes entre a expressdo de RNAm de TGFB1 e as
expressdes de RNAm de SMADs 1, 2, 3, 4, 5 e 7 nos pacientes com MFP. Nos
pacientes com MFPTE, essas correlagdes foram observadas com SMADs 1, 6 e 7,
enquanto nos pacientes com TE, as correlagdes foram com os SMADs 4 e 7. Em todos
os grupos de controles foram demonstradas correlagdes entre as expressdes de RNAm
de TGFB1 e de SMADs 1a?7.
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Tabela 20 - Modelos de correlagbes de Spearman entre expressdes de RNAm de
TGFB1 e de VEGFA, FGF2 e SMADs 1 a 7 nos pacientes com mielofibrose priméria,
mielofibrose pos-trombocitemia essencial e trombocitemia essencial e nos seus
respectivos controles

RNAM
TGFB1 RNAmM RNAmM RNAmM RNAmM RNAM RNAmM RNAM RNAmM RNAmM
Grupos VEGFA FGF2 SMAD1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD5 SMAD6 SMAD7
MEP r=0,283 r=0,397 r=0,623 r=0,761 r=0,636 r=0,651 r=0,740 r=0,162 r=0,738
p=0,214 p=0,074 p=0,003 p<0,001 p=0,002 p=0,002 p<0,001 p=0,482 p<0,001
n=21 n=21 n=21 n=21 n=21 n=20 n=20 n=21 n=21
r=0,690 r=0,675 r=0,705 r=0,703 r=0,485 r=0,616 r=0,742 r=0,526 r=0,638
Controle p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
n=42 n=42 n=42 n=42 n=42 n=42 n=42 n=42 n=41
r=0,155 r=-0,051 r=0,477 r=0,340 r=0,166 r=0,338 r=0,391 r=0,483 r=0,508
MFPTE p=0,504 p=0,830 p=0,029 p=0,131 p=0,471 p=0,134 p=0,080 p=0,027 p=0,019
n=21 n=20 n=21 n=21 n=21 n=21 n=21 n=21 n=21
r=0,398 r=0,664 r=0,608 r=0,663 r=0,372 r=0,515 r=0,614 r=0,510 r=0,569
Controle p=0,011 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,018 p=0,001 p<0,001 p=0,001 p<0,001
n=40 n=40 n=40 n=39 n=40 n=40 n=40 n=40 n=39
r=0,231 r=0,367 r=0,173 r=0,366 r=0,163 r=0,439 r=0,214 r=0,162 r=0,500
TE p=0,277 p=0,078 p=0,419 p=0,079 p=0,448 p=0,032 p=0,316 p=0,450 p=0,013
n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24 n=24
r=0,542 r=0,680 r=0,671 r=0,607 r=0,454 r=0,608 r=0,702 r=0,460 r=0,622
Controle p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,001 p<0,001
n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48 n=48

MFP: mielofibrose

essencial.

primaria; MFPTE: mielofibrose

pos-trombocitemia essencial; TE: trombocitemia

Em relacdo aos miRNAs, foram encontradas correlagdes negativas entre a

expressdo de RNAmM de TGFB1 a expressao de miR-542-5p e miR-590-3p nos pacientes

com MFP. Nos seus controles, por outro lado, foi observada correlagdo positiva entre
expressdo de RNAmM de TGFB1 e miR-193a-5p. Nos pacientes com MFPTE foi

encontrada correlagéo negativa entre expressdo de RNAm de TGFB1 e a expressao de

miR-369-5p, e nenhuma correlagdo foi observada em seus controles. Foi demonstrada

correlacdo positiva entre a expressdo de RNAm de TGFB1 e a expressao de miR-193a-

5p nos pacientes com TE, enquanto nenhuma correlagédo foi observada em seus

controles.
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Tabela 21 - Modelos de correlagbes de Spearman entre expressdes de RNAm de
TGFB1 e expressdes de miRNAs nos pacientes com mielofibrose primaria,
mielofibrose pos-trombocitemia essencial e trombocitemia essencial e nos seus
respectivos controles

RNAmM
TGFB1
—— miR-193a-5p mMIiR-369-5p miR-542-5p miR-590-3p miR-590-5p
Grupos
MEP r=-0,335 r=-0,418 r=-0,512 r=-0,762 r=-0,104
p=0,204 p=0,107 p=0,043 p=0,028 p=0,734
n=16 n=16 n=16 n=8 n=13
r=0,833 r=0,548 r=0,595 r=-0,100 r=0,429
Controle p=0,010 p=0,160 p=0,120 p=0,873 p=0,289
n=8 n=8 n=8 n=5 n=8
r=0,095 r=-0,810 r=-0,500 * r=-0,200
MFPTE p=0,823 p=0,015 p=0,253 * p=0,704
n=8 n=8 n=7 n=3 n=6
r=0,350 r=0,400 r=0,238 r=0,314 r=0,071
Controle p=0,356 p=0,286 p=0,570 p=0,544 p=0,879
n=9 n=9 n=8 n=6 n=7
r=0,720 r=-0,044 r=0,434 r=0,600 r=-0,200
TE p=0,006 p=0,887 p=0,138 p=0,285 p=0,580
n=13 n=13 n=13 n=5 n=10
r=0,161 r=0,126 r=-0,091 r=0,321 r=0,042
Controle p=0,618 p=0,697 p=0,790 p=0,482 p=0,907
n=12 n=12 n=11 n=7 n=10

MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose pds-trombocitemia essencial; TE:
trombocitemia essencial. * Apenas trés amostras desse grupo foram analisadas, portanto, ndo
foi possivel realizar a analise estatistica.

5.8 Modelos de regressdes lineares simples e multivariadas para a variavel
dependente logl0 da concentracdo plasmatica de TGF-B1 nos pacientes e
controles segundo a expressao génica de VEGFA e FGF2, e expressdes de RNAm
de TGFB1e SMADs 1a7

Foram realizados 12 modelos de regressdes lineares simples para a variavel
dependente logl0 da concentragdo plasmatica de TGF-B1, usando como variaveis
independentes as expressdes génicas de VEGFA e FGF2, e expressbes de RNAm de
TGFB1 e SMADs 1 a 7, em pacientes com MFP (Tabela 22), MFPTE (Tabela 23) e TE
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(Tabela 24). Em seguida, as variaveis que apresentaram nivel de significAncia de até
20% (p<0,20) foram selecionadas para os modelos de regressdes lineares multivariadas.

No grupo de pacientes com MFP, nenhuma das varidveis foi associada as
variagdes nos valores do logl0 de TGF-B1 no modelo de regresséo linear univariada ou
multivariada (Tabela 22). No modelo de regressao linear univariada dos pacientes com
MFPTE, o VEGFA plasmatico foi associado as variagcdes nos valores de logl0 de TGF-
B1 (p=0,004; Tabela 23) e essa variavel permaneceu significativa no modelo
multivariado (p=0,007). Nesses pacientes, a expressao de RNAm de TGFB1 foi
associada as variacbes nos valores do logl0 de TGF-B1 apenas no modelo de
regresséao linear simples (p=0,027; Tabela 23). No grupo de pacientes com TE, por sua
vez, os modelos de regressdo linear univariada para VEGFA plasméatico e RNAm de
SMADG6 foram associados as variacdes nos valores do logl0 de TGF-B1 (p=0,005 e
p=0,036, respectivamente), e apenas o VEGFA plasmético permaneceu significativo no
modelo multivariado (p=0,034) (Tabela 24).
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Tabela 22 - Modelos de regressdes lineares simples e multivariadas para a variavel
dependente logl0 da concentracdo plasmatica de TGF-B1 nos pacientes com
MIELOFIBROSE PRIMARIA

Modelo Variavel independente B =ro P valor
padréo
Modelo univariado (n=21)
concentracao plasmatica
FGF2 0,000 0,000 0,273
2 VEGFA 0,000 0,000 0,081
expressdo de RNAm

3 TGFB1 - 0,642 0,654 0,339

4 FGF2 - 0,090 0,875 0,919

5 VEGFA - 0,244 1,937 0,901

6 SMAD1 - 6,879 6,263 0,286

7 SMAD2 - 0,453 1,082 0,680

8 SMAD3 -4,734 3,135 0,148

9 SMAD4 - 0,141 1,111 0,900

10 SMADS5 - 0,560 1,867 0,768
11 SMADG6 - 0,679 4,843 0,890
12 SMAD7 - 0,861 3,912 0,828

Modelo multivariado (n=21)
expressdo de RNAm

13 VEGFA - 0,552 1,888 0,773
SMAD3 - 4,837 3,233 0,152

As regressoes lineares simples usando o log10 da concentracédo plasmatica de TGF-B1 como variavel
dependente foram apresentadas nos modelos de 1 a 12. No modelo 13 foi apresentado um modelo
linear multivariado para as variaveis que apresentaram até 20% de significancia no modelo linear
simples.
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Tabela 23 - Modelos de regressdes lineares simples e multivariadas para a variavel
dependente logl0 da concentracdo plasmatica de TGF-B1 nos pacientes com
MIELOFIBROSE POS-TROMBOCITEMIA ESSENCIAL

Variavel
Modelo _ B Erro padréo P valor
independente

Modelo univariado (n=21)

concentracao plasmatica

FGF2 0,000 0,002 0,872

2 VEGFA 0,002 0,000 0,004
expressdo de RNAm

3 TGFB1 0,647 0,271 0,027
4 FGF2 - 0,045 0,041 0,281
5 VEGFA 9,811 7,206 0,189
6 SMAD1 0,875 1,359 0,527
7 SMAD2 1,642 2,364 0,496
8 SMAD3 0,353 0,910 0,703
9 SMAD4 2,811 2,310 0,239
10 SMADS5 3,231 2,178 0,154
11 SMADG6 3,348 2,157 0,137
12 SMAD7 18,267 13,558 0,194

Modelo multivariado (n=21)

concentracao plasmatica

VEGFA 0,001 0,000 0,007
expressdo de RNAm
TGFB1 0,826 0,608 0,195
13 VEGFA 22,416 18,201 0,238
SMADS5 - 9,127 12,863 0,490
SMADG6 3,439 8,202 0,681
SMAD7 - 3,286 37,134 0,931

As regressoes lineares simples usando o logl0 da concentracdo plasmatica de TGF-B1 como
variavel dependente foram apresentadas nos modelos de 1 a 12. No modelo 13 foi apresentado um
modelo linear multivariado para as variaveis que apresentaram até 20% de significAncia no modelo
linear simples.
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Tabela 24 - Modelos de regressdes lineares simples e multivariadas para a variavel
dependente logl0 da concentracdo plasmatica de TGF-B1 nos pacientes com
TROMBOCITEMIA ESSENCIAL

Variavel Erro
Modelo _ B . P valor
independente padréo

Modelo univariado (n=24)

concentracao plasmatica

FGF2 0,006 0,004 0,187

2 VEGFA 0,001 0,000 0,005
expressdo de RNAm

3 TGFB1 0,045 0,609 0,942
4 FGF2 -4,231 2,956 0,166
5 VEGFA 1,704 6,614 0,799
6 SMAD1 - 14,493 9,263 0,132
7 SMAD2 - 0,847 0,484 0,094
8 SMAD3 - 5,818 4,909 0,249
9 SMAD4 1,144° 0,000 0,955
10 SMAD5 -11,890 5,794 0,052
11 SMADG6 - 231,290 103,852 0,036
12 SMAD7 0,002 0,035 0,958

Modelo multivariado (n=24)

concentracao plasmatica

FGF2 0,000 0,004 0,950
VEGFA 0,001 0,000 0,034
expressdo de RNAm

FGF2 - 3,107 2,649 0,258

13 SMAD1 15,910 25,227 0,537
SMAD?2 - 0,141 1,528 0,928

SMADS5 - 7,867 9,908 0,439

SMADG6 - 212,280 161,198 0,206

As regressoes lineares simples usando o logl0 da concentracdo plasmatica de TGF-B1 como
variavel dependente foram apresentadas nos modelos de 1 a 12. No modelo 13 foi apresentado um
modelo linear multivariado para as variaveis que apresentaram até 20% de significAncia no modelo
linear simples.
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5.9 Expresséo génica (RNAm e proteina) de TGF-B1 em pacientes segundo a

intensidade de angiogénese

7

Para avaliar se a expressdo génica (RNAm e proteinas) de TGF-p1 é
diferente em pacientes com menor ou maior angiogénese, foram formados dois
subgrupos para cada grupo de pacientes, de acordo com as medianas das
concentragdes plasmaticas de VEGFA e FGF2 concomitantemente (Tabela 25).
Aqueles que apresentaram valores discordantes para as concentracdes dessas
citocinas foram excluidos dessa andlise.

Observou-se que os pacientes com MFP com maior angiogénese
apresentavam maiores concentragfes plasméticas de TGF-B1 (p=0,014) e menor
tempo de doenca (p=0,022) em relagdo aqueles com menor angiogénese. N&o
foram observadas diferengas significativas nas variaveis analisadas nos grupos de

pacientes com MFPTE e TE.

Tabela 25 - Concentracdes plasmaticas e expressfes de RNAm de TGFB1 em
pacientes com valores de FGF2 e VEGFA plasméticos concomitantemente menores
ou maiores que a mediana

MFP MFPTE TE
FGF2<10.26 FGF2 = FGF2 < FGF2 >
FGF2<880e FGF22880e
e 19,26 e 13,50 e 13,50 e
o P VEGFA < VEGFA 2 P
Variaveis VEGFA VEGFA 2 VEGFA < VEGFA 2
valor valor 60,74 60,74 valor
<76,38 76,38 75,04 75,04
N=9 N=9
N=6 N=7 N=6 N=7
TGF-g1 174,0 999,2 0014 282,0 1384 0.265 410,0 697,9 0.004
plasmatico*  (112,6-393,9)  (309,0-2197) (149,0-471,4) (183,6-2583) (221,1-790,3)  (464,9-3882) O
RNAmM
15,0 16,8 17,3 20,9 13,61 33,49
TGFBL (x (6,4-28,3) 70355 9% (114249 (43289 98 (66923413 (14,67-4347) 0136
107
X 57 67 72 54 66 66
Idade (53-62) 474 02 (5785 sa76) O3 (a8-74) (58-73) 0,757
Tempo de 91,0 24,0 42,5 23,0 77,5 15,0
doenca* (56,0-109.8)  (2,0-60,00 2922 (128823 (60650 267  (30,0-135,0) (0,0-67,8) 0173

*As varidveis numéricas foram apresentadas como mediana e intervalo interquartilico (P25-P75). Para a comparagéo dos grupos com valores abaixo e maior ou igual a
mediana das concentragdes plasmaticas de FGF2 e VEGFA foi usado o teste de Mann Whitney. **As variaveis categéricas foram apresentadas como nimero de
individuos e porcentagem entre parénteses. Para a comparagao dos grupos foi usado o teste Likelihood Ratio. Foram excluidos 8 pacientes do grupo MFP, 8 pacientes
do grupo MFPTE e 6 pacientes do grupo TE, que tinham medianas de FGF2 e VEGFA discordantes.
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5.10 Imunoexpressbes de CD34, TGF-bl ativo, TGF-B1 latente e c-MPL nas

bidpsias de medula éssea dos pacientes com MFP, MFPTE e TE

Fotomicrografias das imunoexpressdes de CD34, TGF-bl ativo, TGF-31
latente e c-MPL estédo exibidas nas Figuras 13, 14, 15 e 16, e as frequéncias dos
escores das imunoexpressdes de CD34, TGF-bl ativo, TGF-B1 latente e c-MPL de
cada grupo de pacientes estdo apresentadas na Tabela 26.

O grau de microvasculatura (angiogénese estimada) determinado pela
imunoexpressao de CD34 nos cortes histoldgicos de bidpsia de medula éssea nao
foi diferente entre os grupos de pacientes com MFP, MFPTE e TE. Além disso, ndo
foram encontradas correlagdes entre a imunoexpressdo de CD34 e as expressdes
de RNAmM de TGFB1, VEGFA e FGF2 de leucdécitos de sangue periférico, nem a
concentracdes plasmaticas de TGF-B1, VEGFA e FGF2.

N&o houve correlacdo (Spearman) entre a imunoexpressdo de CD34 e as
expressbes de RNAm de TGFB1, VEGFA e FGF2 medulares quando consideradas
para essa andlise as amostras de pacientes com MFP, MFPTE e TE. Devido ao
pequeno numero amostral, ndo foi possivel comparar essas variaveis entre 0s
grupos de pacientes.

As imunoexpressdoes de TGF-bl ativo, TGF-B1 latente e c-MPL foram

semelhantes entre os grupos de pacientes com MFP, MFPTE e TE.

R ST O v VA A
AR P S LN ‘!.'g’f, _.#;Jif ¥ B
\ LA .
; % 3 o 0 \ o
‘x -
¢ N
A {
g " X0
& RSN -
% N7 2
!
— '.V‘ 1.'...»{.‘1 v
\\ . 9
(BN .a p v ’
Wil W R
o 1
| o
B >

) b P, ©- el L] 7 o B . N e L
: A sl S ‘._.‘.“:'Z“"-t“:"i! .=-_ i Nl " L e Y p X
Figura 13 - Fotomicrografias da densidade microvascular para a
imunoexpressédo de CD34 (400x).
Marcac6es com grau 3 (A) e grau 4 (B).
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Figura 14 - Fotom
(A) Fraco, (B) Moderado.

Figura 16 - Fotomicrografia da imunoexpresséao de c-Mpl (400x).
(A) Moderado, (B) Forte.
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Tabela 26 - Frequéncias de imunoexpressbes de CD34, TGF-bl ativo, TGF-B1
latente, c-MPL e em pacientes com mielofibrose primaria, mielofibrose poés-
trombocitemia essencial e trombocitemia essencial

ESCORE MFP (N=8) MFPTE (N=8) TE (N=10)*
CD34
1 3(37,5) 4 (50,0) 5 (50,0)
2 - 1(12,5) 3(30,0)
3 1(12,5) - 1(10,0)
4 4 (50,0) 3(37,5) 1(10,0)
TGF-b1 ativo

0 - - 1(10,0)
1 - 1(12,5)

2 2 (25,0) - 4 (40,0)
3 5 (62,5) 4 (50,0) 2 (20,0)
6 - 1(12,5) -

9 1(12,5) 2 (25,0) 3(30,0)

TGF-B1 latente

2 1(12,5) - -

3 3(37,5) - 1(11,1)
6 - 1(12,5) -

8 4 (50,0) 7 (87,5) 8 (88,9)

c-Mpl

0 - 1(12,5) -

1 - - 1(10,0)
2 - - 2 (20,0)
3 3(37,5) 1(12,5) -

6 - 1(12,5) -

9 5 (62,5) 5 (62,5) 7 (70,0)

MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose poOs-trombocitemia essencial; TE: trombocitemia
essencial. * N&o foi possivel realizar a andlise de TGF-B1 latente em um paciente do grupo de TE. Os

dados apresentados sdo nimero de individuos e porcentagem entre parénteses.
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5.11 Associacdo da carga alélica da mutacdo JAK2V617F as expressdes génicas
de TGFB1, VEGFA e FGF2, as expressdes de RNAm de SMADs e de microRNAs, e

aos dados hematol6gicos dos pacientes com MFP, MFPTE e TE

Para avaliar se a carga alélica da mutacdo JAK2V617F esta associada as
concentragdes plasméticas e expressfes de RNAm de TGFB1, VEGFA e FGF2, as
expressbes de RNAm dos SMADs, as expressfes dos microRNAs e aos dados
hematolégicos, os pacientes com MFP, MFPTE e TE positivos para a mutacdo
JAK2V617F foram classificados em dois subgrupos de acordo com a mediana da carga
alélica. Os dados dessas andlises estdo dispostos na Tabela 27. Menores
concentracdes plasmaticas de TGF-B1 foram observadas no subgrupo com carga alélica
acima da mediana dos pacientes com MFP (p=0,052). As demais variaveis analisadas,
inclusive os SMADs, ndo mostraram diferengca de acordo com a mediana da carga

alélica em nenhum dos grupos.
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Tabela 27 - Concentragfes plasmaticas e expressdes de RNAm de TGFB1, VEGFA e FGF2 e dados hematolégicos dos
pacientes com mielofibrose priméria, mielofibrose pds-trombocitemia essencial e trombocitemia essencial positivos para a
mutacdo JAK2V617F segundo a mediana da carga alélica

MFP MFPTE TE
Variaveis <25,50 225,50 P <9,91 29,91 P <9,0 29,0 P valor
N=5 N=6 valor N=6 N=6 valor N=7 N=6

Concentragdes
plasmaticas
TGF-B1 (pg/ mL) 999,2 (294,6- 1243,0)  216,5(106,2-534,0) 0,052  947,5(228,1-2724,0) 763,6 (198,9-2240) 0,937  799,0 (281,1-4287,0) 722,0(438,8-1050,0) 0,628
VEGFA (pg/ mL) 30,9 (2,0- 2105) 67,5 (46,9- 413,1) 0,662 177,4 (87,1-274,6) 107,0 (12,6-513,1) 0,818 69,6 (28,7-919,3) 81,9 (45,5-324,2) 0,945
FGF2 (pg/ mL) 10,4 (3,3-877,5) 5,3 (2,2-182,2) 0,537 27,8 (6,5-121,5) 17,1 (8,9-87,2) 0,873 13,8 (0,0-62,0) 7,6 (0,0-27,1) 0,717
Expressdo RNAm
TGFB1 (x 10?%) 16,8 (9,3- 34,9) 31,2 (8,3-55,9) 0,537 21,9 (9,4-38,8) 16,5 (7,2-30,4) 0,699 14,8 (11,8-38,0) 36,9 (22,9-55,8) 0,181
VEGFA (x 10%) 37,3 (7,2-1416,0) 27,5 (16,8- 489,0) 0,931 25,9 (11,2-1,2) 5,3 (6,8-221,5) 0,589 15,7 (13,5-61,4) 54,4 (30,4-353,9) 0,073
FGF2 (x 10 5,2 (1,9-98,8) 25,63 (9,1-1034,0) 0,429 3,5 (1,5-12,9) 15,4 (1,8-28,0) 0,429 2,4 (0,4-4,4) 45 (2,5-6,8) 0,295
Dados hematolégicos
Hemacias (x10° /mm?) 4,9 (3,0-5,8) 4,5(3,8-5,4) 0,792 4,1 (3,3-5,2) 3,9 (3,5-5,5) 0,818 4,7 (3,4-5,1) 3,2 (2,9-4,7) 0,343
Hemoglobina (g/ dL) 15,9 (10,6-17,2) 14,2 (11,0-15,7) 0,360 13,8 (12,6-15,8) 12,6 (11,5-15,2) 0,422 14,7 (12,5-15,4) 12,1 (8,4-15,1) 0,290
Hematécrito (%) 45,5 (31,5-51,1) 41,5 (32,7-46,8) 0,537 41,1 (35,4-45,8) 36,9 (33,4-45,5) 0,810 42,3 (35,3-43,7) 36,6 (25,7-44,8) 0,268
VCM (fL) 87,2 (82,0-111,7) 85,0 (81,9-95,7) 0,537 103,6 (83,8-109,2) 88,4 (74,7-102,1) 0,240 91,4 (87,8-117,5) 89,8 (85,0-116,1) 0,755
HCM (pg) 29,8 (27,9-37,7) 28,8 (27,4-32,6) 0,429 35,6 (28,0-37,9) 32,0 (25,0-103,6) 0,589 30,8 (29,8-41,1) 29,1 (28,1-38,9) 0,432
CHCM (g/ dL) 33,8 (33,5-34,4) 34,0 (33,9-34,2) 0,782 34,4 (34,0-35,1) 33,8 (33,5-34,5) 0,376 33,6 (32,9-35,4) 33,1(32,6-33,7) 0,167
RDW (%) 18,1 (13,7-20,4) 18,7 (17,3-21,1) 0,429 17,5 (13,1-19,3) 18,5 (16,7-22,0) 0,589 14,0 (13,1-14,7) 15,4 (12,8-25,5) 0,416
Leucécitos (x10°
jmm?) 6,0 (4,0-11,4) 11,9 (7,3-17,1) 0,143 7,6 (6,0-11,3) 11,4 (3,5-32,6) 0,589 7,2 (6,3-9,1) 9,9 (6,7-18,1) 0,202
Plaquetas (x10° /mm?3) 375 (205-774) 415 (65-641) 1,000 428 (295-681) 305 (142-640) 0,394 510 (334-635) 367 (313-775) 0,876

MFP: mielofibrose primaria, MFPTE: mielofibrose pds-trombocitemia essencial, TE: trombocitemia essencial. VCM: Volume corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, CHCM:
Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW: red cell distribution width (variagdo de tamanho). As variaveis numéricas foram apresentadas como mediana e intervalo interquartilico (P25-

P75). Para a comparacdo dos grupos com valores abaixo e maior ou igual @ mediana da carga alélica foi usado o teste de Mann Whitney.
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5.12 Frequéncias das mutagdes W515K/L no gene MPL

Para a deteccdo das mutacbes MPL W515K e W515L, foram selecionados
os 31 pacientes negativos para a mutacdo JAK2V617F. Apenas um paciente com
TE mostrou-se positivo para a mutagdo W515L (Figura 17). Trata-se de uma mulher
de 72 anos, com 57 kg e 1,60 m de altura que nao fazia uso de hidroxicarbamida e
nao apresentava esplenomegalia.

Nenhum dos pacientes avaliados apresentou a mutagdo W515K no gene

MPL.
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Figura 17 - Curvas da andlise da amostra positiva para a mutagdo W515L no
gene MPL.

5.13 Frequéncias de mutagdes no gene CALR nos pacientes negativos para as
mutacdes JAK2V617F e MPLW515K/L

Dentre os pacientes negativos para as mutagcdes JAK2V617F e MPL
W515K/L, foram encontradas mutacdes no gene CALR em 80,0% daqueles com
MFP, 77,8% daqueles com MFPTE e 27,3% daqueles com TE.

As mutacdes no gene CALR mais frequentemente encontradas nos pacientes foram
a mutacéo tipo 1 (p.L367fs*46), seguida pela mutacao tipo 2 (p.K385fs*47). Havia
nove (32,1%) pacientes com mutagdo tipo 1 e seis pacientes (21,4%) com a

mutagao tipo 2, enquanto os demais exibiram os tipos 32 (p.K385fs*46) e 40
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(p.K375fs*49), bem como uma mutagao nova (1125delA). Os pacientes com TE néo
apresentaram mutacgao tipo 2. A distribuicdo das mutagdes CALR entre os grupos de
pacientes foi apresentada na Tabela 28.

O paciente com MFP portador da nova mutagéo no gene CALR (1125delA)
ndo apresentou diferencas nos dados hematoldgicos e clinicos em relagdo aos
pacientes portadores das mutagdes tipo 1 ou tipo 2 (p>0,05). Esse homem de 61
anos de idade apresentava anemia grave (concentragdo de hemoglobina = 5,8 g/dL),
contagem de leucécitos de 4.200/ mm?®, e contagem de plaquetas de 133.000/ mm?®.
Ele ndo apresentava historico de eventos tromboéticos ou diabetes, mas era
hipertenso. A respeito dessa nova mutagdo, a delegdo 1125delA leva a um
frameshift responsével por alteracdes na estrutura secundéaria da proteina para uma

conformacdo de alfa-hélice.

Tabela 28 - Distribuicdes das frequéncias das muta¢cdes no gene CALR nos
pacientes com mielofibrose priméaria, mielofibrose poés-trombocitemia
essencial e trombocitemia essencial

Mutacso Tipo da MFP MFPTE TE Total
¢ mutacao (n=10) (n=9) (n=9)

1092_1143del52 1 4 (40,0) 3 (33,4) 2 (20,0) 9(32,1)
1154 1155insTTGTG 2 3(30,0) 3 (33,4) 0 6 (21,4)
1153 1154AA>TGTC 32 0 1(11.1) 0 1(3,6)
1122 _1140del19 40 0 0 1(10,0) 1(3,6)
1125del A* nédo descrita 1 (10,0) 0 0 1(3,6)
Tipo selvagem nenhuma 2 (20,0) 2(22,2) 6 (60,0) 10 (35,7)

*1125delA é uma mutagcdo nova. MFP: mielofibrose priméaria, MFPTE: mielofibrose pds-trombocitemia
essencial, TE: trombocitemia essencial. As variaveis categéricas foram apresentadas como nimero
de individuos e frequéncia entre parénteses.

108



5.14 Comparagdes dos dados hematologicos e das expressdes génicas de
TGFB1, VEGFA e FGF2 nos pacientes com MFP, MFPTE e TE de acordo a
presenca das mutagdes JAK2V617F ou CALR

Na Tabela 29 estdo dispostas as caracteristicas clinicas e hematologicas
dos 64 pacientes selecionados para essa andlise, classificados de acordo com a
presenca de mutagbes (CALR mutado, JAK2V617F mutado e triplo negativo),
portanto, o paciente com mutacdo MPLW515L n&o foi incluido nessa tabela.

Os pacientes com mutagdo no gene CALR apresentaram maiores contagens
de plaquetas (p=0,032) e menor frequéncia de esplenomegalia (p=0,030) do que os
JAK2V617F mutados, enquanto os pacientes triplo negativos tiveram maior IMC do
que os JAK2V617F mutados (p=0,011). Além disso, os pacientes triplo negativos
também tiveram maiores concentracdes de PCRus (p=0,011) do que os pacientes
CALR mutados.

Os pacientes com MFP e mutagbes no gene CALR apresentaram menores
contagem de eritrocitos (p=0,048), concentracdo de hemoglobina (p=0,021),
hematdécrito (p=0,021), concentracdo de PCRus (p=0,035) e frequéncia de
esplenomegalia (p=0,031) do que os pacientes JAK2V617F positivos, e nao
apresentaram diferencas em relacdo as concentragfes plasméticas de VEGFA,
FGF2 e TGF-B1. Além disso, pacientes com MFP triplo negativos mostraram maior
frequéncia de eventos trombdticos (p=0,019) em relagcdo aos JAK2V617F mutados,
enquanto a concentragdo de PCRus (p=0,036) e a frequéncia de esplenomegalia
(p=0,009) foram maiores nos pacientes triplo negativos em relagdo aos portadores
de mutagéo no gene CALR. Pacientes com TE e mutagdes no gene CALR exibiram
maiores contagens de plaquetas (p=0,043) e menores concentragcdes de TGF-f31
plasmético (p=0,026) em relacdo aos JAK2V617F mutados, e 0s pacientes com
MFPTE e mutagbes no gene CALR apresentaram maior IMC (p=0,042) e menores
concentragdes plasmaticas de VEGFA (p=0,007) e FGF2 (p=0,024), e
imunoexpresséao de CD34 (p=0,022) do que os JAK2V617F mutados.
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Tabela 29 - Caracteristicas clinicas e hematoldgicas dos pacientes de acordo com a presenca ou auséncia de mutacdes
nos genes CALR e JAK2

Variaveis gggigitzss CALR m_utado (A) #Auii;\j/gl(él): Triplo ne_gativo (C) Pvalor P valor P valor

(n=64) (n=18) (n=36) (n=10) (A)X(B) (B)X(C) (A)X(C)

Idade (anos) 65 (54-74) 61 (56-73) 67 (54-76) 60 (39-75) 0,714*  0,280*  0,401*
Homens 27 (42,2) 7 (38,9) 18 (50,0) 2 (20,0) 0,440°  0,150° 0,417¢
Hemécias (x10° /mm?) 4,0 (3,4-4,8) 4,1 (3,3-4,4) 4,1 (3,4-5,1) 3,8 (3,5-4,4) 0,353*  0,557*  0,924*
Hemoglobina (g/dL) 13,2 (11,8-15,0) 12,6 (11,3-14,0) 14,1 (12,2-15,7) 13,4 (11,4-14,9) 0,060*  0,682*  0,314*
Hematdcrito (%) 38,8 (35,3-43,7)  36,5(33,2-41,0) 41,7 (354-45,5) 39,4 (33,4-43,6) 0,079*  0,723*  0,250*
Leucocitos (x10° /mm?) 7,5 (5,7-10,6) 7,1 (5,1-8,3) 8,1 (6,0-13,4) 8,8 (4,8-9,5) 0,098* 0,503* 0,325*
Plaguetas (x10°/mm?) 462 (304-680) 634 (401-811) 385 (270-599) 396 (238-671) 0,032* 0,902  0,093*
IMC (kg/m?) 24,7 (22,5-27,3)  23,3(20,6-29,0) 24,2 (22,5-26,0) 27,1 (24,8-31) 0,959*  0,011*  0,084*
PCRus (mg/dL) 0,17 (0,07-0,34) 0,08 (0,04-0,24) 0,17 (0,09-0,32) 0,43 (0,17-0,77) 0,125* 0,064 0,011*
Esplenomegalia 14 (21,9) 1 (5,6) 10 (27,8) 3(30,0) 0,030° 1,000° 0,130°
Perda de peso 7 (10,9) 1(5,6) 5(13,9) 1 (10,0) 0,651¢ 1,000¢ 1,000¢
Eventos tromboéticos 6 (9,4) 1(5,6) 4(11,1) 1 (10,0) 0,651°¢ 1,000¢ 1,000¢
Hipertensé&o 33 (51,6) 6 (33,3) 20 (55,6) 7 (70,0) 0,080° 0,716° 0,114°

IMC: indice de massa corpérea. PCRus: Proteina C-reativa ultrassensivel. As variaveis numéricas foram apresentadas como mediana (P25-P75); Os grupos
foram comparados pelo teste Mann-Whitney (*) (AxB; BxC and AxC). As variaveis categoricas foram apresentadas como numero de individuos
(porcentagem); o teste Qui Quadrado (¥) ou o teste exato de Fisher (%) foi usado para comparar as frequéncias entre os grupos.
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6 DISCUSSAO

A MF, a NMP cromossomo Ph negativo mais grave, € caracterizada por
anemia, osteosclerose, angiogénese, expressdo anormal de citocinas, fibrose na
medula Ossea e esplenomegalia progressiva decorrente da hematopoiese
extramedular (Barosi e Hoffman, 2005; Hoffman e Rondelli, 2007; Tefferi e
Vardiman, 2008b). O aumento progressivo do bago provoca desconforto abdominal,
enquanto saciedade precoce e diarréia, causados por infartos esplénicos, sdo
frequentemente associados a caquexia profunda, fadiga e agravamento de
citopenias pré-existentes (Cervantes, 2011).

A perda de peso é uma caracteristica bem descrita das NMPs em geral, e
aproximadamente 13% dos pacientes apresentam emagrecimento involuntario
durante o curso da doenca. Corroborando com dados da literatura, 14,3% dos
pacientes com MFP, 4,8% dos com MFPTE e 125% daqueles com TE
apresentaram perda de peso (Mesa, Niblack, et al, 2007); além de que, os
pacientes com MFP e MFPTE apresentaram menor IMC do que seus respectivos
controles.

O maior numero de plaquetas nos pacientes com TE do que em seus
controles provavelmente foi causado devido a hiperplasia da medula O6ssea,
proliferacdo excessiva de megacariocitos e, principalmente, plaquetose acentuada,
caracteristicas dessa doenga (Fialkow et al., 1981).

A maior causa de mortalidade associada & TE é a trombose nas grandes
artérias, que pode ocasionar danos neurologicos e cardiacos graves, levando a
perda das habilidades motoras. Como a maioria dos pacientes encontrava-se em
tratamento, era esperado que o risco de desenvolvimento de trombose fosse
reduzido ou proximo ao de individuos que ndo apresentam a doenca. Apesar dos
pacientes com TE n&o terem apresentado maior frequéncia de eventos tromboticos
do que seus controles, foi observada maior frequéncia de hipertenséo arterial nesses
pacientes. Essa condicdo é considerada um importante fator de risco para o
desenvolvimento de trombose, que pode estar relacionada a predisposicdo a
eventos vasculares oclusivos envolvendo a circulagdo arterial periférica (Briére,
2007).
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Diversos fatores podem estar relacionados a auséncia de diferenca na
expressdo génica do TGF-B1 entre pacientes e controles neste estudo. A mediana
de tempo de doenga dos pacientes indica que a maioria deles apresentava a doenga
h& alguns anos, e devido a gravidade dessa, 0s pacientes ndo devem ser mantidos
sem tratamento.

A hidroxicarbamida € um potente inibidor da enzima ribonucleotideo
redutase, inibidora da replicagdo do DNA em uma grande variedade de células,
privando a DNA polimerase do dNTP na forquilha de replicagéo (Kog¢ et al., 2004).
Como a maior parte do TGF-B1 é proveniente de megacariécitos (Sporn e Roberts,
1992; Dong e Blobe, 2006), a reducdo da hiperplasia dessas células, dentre outras,
devido a terapia antineoplasica poderia ser responsavel pela normalizacdo da
expressdo do TGF-B1 nesses pacientes. Por outro lado, as expressdes génicas de
VEGFA e FGF2 se manteriam aumentadas, visto que esses sdo produzidos por
diversos tipos celulares, sendo o VEGFA sintetizado principalmente por células
endoteliais, macrofagos, células T ativadas, (Zittermann e Issekutz, 2006), e o FGF2
por células estromais e hematopoiéticas (Martyré et al., 1997).

Corroborando com essa hipétese, os pacientes com MFP e maior angiogénese,
segundo as medianas das concentragbes plasméticas de VEGFA e FGF2
concomitantemente, apresentaram maiores concentragfes plasméticas de TGF-B1 e
menor tempo de doenga. O mesmo ocorreu para os pacientes com MFPTE e TE,
embora nesses grupos esses dados nao tenham sido estatisticamente significativos.
A concentracdo reduzida de TGF-B1 nos pacientes com doenca ha mais tempo
poderia estar relacionada ao uso da hidroxicarbamida. O TGF-B1 esta envolvido em
diversos processos patolédgicos, tais como nas doencgas cardiovasculares (Dabek et
al., 2006; Lim e Zhu, 2006) e na nefropatia diabética (Goldfarb e Ziyadeh, 2001).
Apesar da selegcdo rigorosa dos controles para esse estudo, houve grande
dificuldade em incluir somente individuos sem hipertensdo e diabetes, devido a
idade avancada dos pacientes com os quais foram pareados. Embora ndo tenham
sido encontradas diferengas significativas nas frequéncias da presenca de diabetes
e de hipertenséo entre os pacientes e controles, apesar dos pacientes com TE terem
apresentado maior frequéncia de hipertensdo, essas variaveis poderiam ter
interferido no resultado final das analises. De qualquer maneira, a idade

avancada dos pacientes e controles € frequentemente associada a doencas

112



inflamatorias e infecciosas, que podem causar aumento da expressdo génica de
TGF-B1, contribuindo para a auséncia de associagéo entre o TGF-1 e as NMPs
estudadas. As maiores concentragbes plasméticas de VEGFA encontradas nos
pacientes em relagdo aos seus controles destacam o papel dessa proteina nas
NMPs. O VEGFA controla diversas fungdes das células endoteliais envolvidas na
angiogénese e as protege da apoptose (Hicklin e Ellis, 2005). A importancia
funcional do VEGFA para o desenvolvimento do cancer foi demonstrada em diversos
estudos (Ferrara, 2002), e as concentracdes elevadas dessa proteina no plasma dos
pacientes corroboram com o aumento da angiogénese nas NMPs (Bertolini et al.,
2000; Mangi e Newland, 2000).A maior expressdo génica de FGF2 nos pacientes
era esperada, visto que essa citocina apresenta importante papel na fisiopatologia
da MF e da TE, e o aumento de suas concentracfes em plaquetas e megacariocitos
circulantes de 20 pacientes com MF fora previamente demonstrado (Martyré et al.,
1997). Adicionalmente, foi observado aumento da expressédo génica de FGF2, bem
como de receptores dessa via de sinalizagdo em células CD34+ de pacientes com
MF. E possivel que as expressdes aumentadas de FGF2 e de seus receptores tipo |
e tipo Il tenham efeito no aumento da proliferagdo dos progenitores CD34+ nesses
pacientes (Le Bousse-Kerdilés e Martyré, 2001). A constatacdo de que ha maior
expressdo génica de TGF-B1 nos pacientes com maiores concentragdes dos
marcadores plasméticos de angiogénese VEGFA e FGF2 reafirma o papel do
TGFB1 no processo de angiogénese, embora esses dados ndo tenham sido
significativos em todos os grupos. Lev e colaboradores (2007) demonstraram que as
concentragdes plasmaticas de TGF-B1 e FGF2 sdo maiores em pacientes com TE,
embora as concentracdes intraplaquetérias de TGF-B1 sejam normais e as de FGF2
aumentadas emrelagdo aos controles. Complementarmente, as imunoexpressoes
de TGF-B1 e FGF2 em megacariocitos e linfocitos de pacientes com TE apresentam
padrdes similares de intensidade de marcacdo, sugerindo que outras células
possam contribuir para as concentragfes aumentadas dessas citocinas no
plasma. Aparentemente, as concentragbes plasmaticas de TGF-B1 estéo
mais associadas ao VEGFA do que ao FGF2. Parte da natureza complexa das
interagdes entre esses os fatores angiogénicos foi demonstrada pelas correlagdes
entre as concentragbes  plasméaticas de TGFB1 e de VEGFA em

todos os grupos de pacientes
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e controles estudados, enquanto as concentracdes plasmaticas de TGF-B1 somente
se correlacionaram as de FGF2 no grupo de pacientes com MFP e em seus
controles, e nos controles de pacientes com MFPTE. Ao mesmo tempo, nos modelos
de regressdes lineares, as concentracdes plasmaticas de VEGFA foram associadas
as variagbes nos valores de logl0 de TGF-B1 plasméatico em todos os grupos de
pacientes, exceto no grupo de MFP.

Parte do efeito estimulante do TGF-$1 na angiogénese in vivo pode ocorrer
de maneira indireta, pelo recrutamento de células inflamatérias que
secundariamente liberam fatores angiogénicos, como VEGFA e FGF2 (Li, Zhang e
Kirsner, 2003) (Brogi et al., 1994). Como o TGF-B1 induz a expressao do VEGF nas
células endoteliais (Seghezzi et al., 1998; Ferrari et al., 2006), ambos s&o
frequentemente co-expressos em tecidos nos quais ocorre a angiogénese (Pardali e
Moustakas, 2007). Além disso, a expressdo de VEGFA pode ser regulada
positivamente por FGF2 (Brogi et al., 1994; Tsai, Goldman e Gillespie, 1995), e
possivelmente ocorre cross-talk entre os membros dessas familias na angiogénese
(Presta et al., 2005). Interessantemente, a correlagéo positiva entre as expressoes
de RNAm de TGFB1 e VEGFA e entre TGFB1 e FGF2 nos controles de todos os
grupos, 0 que nao ocorreu NOS pacientes, permite supor que a interagdo entre a
expressdo de RNAm de TGFB1 e VEGFA e entre TGFB1 e FGF2 nas NMPs pode
ser diferente da que ocorre em individuos sem essas doencas.

Os SMADs sao os transdutores da sinalizagdo via TGF-Bf1 mais bem
caraterizados, e ttm um papel critico na maioria das acfes do TGF-B1 (Massagué,
2000). A identificacdo dessas proteinas levou a elucidacdo da via de sinalizacdo
candnica do TGF-B1 (Hoover e Kubalak, 2008), e h& crescentes evidéncias de que
alteracdes nos componentes dessa via modificam o risco de cancer (Kaminska,
Wesolowska e Danilkiewicz, 2005; Massagué, Seoane e Wotton, 2005).Nos
pacientes com MFPTE e TE e nos seus respectivos controles ndo houve correlagao
entre a concentracdo plasmatica de TGF-B1 e a expressdo de RNAmM de nenhum
dos SMADs, possivelmente porque o TGF-B1 pode sinalizar por outras vias. Apesar
da sinalizacdo pelos SMADs ser a principal via do TGF-1, a sinalizacdo do TGF-31
pode ser ocorrer independentemente da via dos SMADs, enviando sinais por meio
da via MAPK (Massagué, 2000), e ativando Erk, JNK (quinase c-Jun N-terminal) e
via p38-MAPK de maneira independente de transcricdo mediada por SMADs
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(Derynck e Zhang, 2003). Para estimular a expressdo génica de VEGFA em células
mesangiais de murinos, por exemplo, o TGF-B1 sinaliza pelas vias MKK3 (Proteina
quinase quinase ativada por mitdgeno 3)-p38a e p386-MAPK (Wang et al., 2004).

Interessantemente, foi encontrada correlagdo entre a concentragéo
plasmética de TGF-B1 e a expressdo de RNAm de SMAD2 nos pacientes com MFP
e em seus controles, enquanto a correlagdo com RNAm de SMAD3 deu-se apenas
nos pacientes com MFP. Esse achado pode estar associado ao fato de que o TGF-
B1 estimula a liberacdo de VEGFA por fibroblastos por meio de Smad3, sendo esse
um fator pré-angiogénico (Nakagawa et al., 2004; Kobayashi et al., 2005). A hipdxia
e a sinalizagdo do TGF-B1 podem sinergicamente regular a expressdo génica de
VEGFA a nivel transcricional, e cooperar na inducdo da atividade do promotor de
VEGFA. Essa cooperacéo foi mapeada no promotor do VEGFA em uma regido que
contém sequéncias de ligagdo a DNA funcionais para HIF-1 e SMADs (Séanchez-
Elsner et al., 2001).

Uma importante habilidade do TGF-B1 é a de ativar a expressdo de seu
RNAm e, portanto, sua prépria secrecao (Van Obberghen-Schilling et al., 1988; Kim
et al., 1990; Jachimczak et al., 1996), embora 0o aumento da concentracdo da
proteina nem sempre se correlacione ao aumento da expressdo de RNAm de
TGFB1 (Kim et al., 1992). De fato, em nenhum dos grupos de pacientes e controles
estudados foi encontrada correlagdo entre a expressdo de RNAm de TGFB1 e a
concentracdo plasmatica de TGF-31.

Como a expressao génica de TGF-B71 foi semelhante entre pacientes e
controles, a auséncia de diferencas nas expressdes de RNAm dos SMADs também
era esperada. No entanto, foi possivel observar que os controles de todos os grupos
apresentaram correlagdes diretas entre as expressoes de RNAm de TGFB1 e dos
SMADs 1 a 7, enquanto 0s pacientes apresentaram diferentes perfis dessas
correlagoes.

As correlagbes encontradas entre as expressdes de RNAm de TGFB1 e de SMADs
1 a 7 no grupo de pacientes com MFP foram semelhantes as observadas nos seus
controles, e apenas o SMAD6 nédo se correlacionou a expressao de RNAm de
TGFB1. O Smadé6 inibe preferencialmente a via das BMP, que apresenta atividade
antifibrinogénica e de reducdo da deposicao de colageno, além de formar complexo

com Smadl e competir com Smad4 para formagdo de oligdmero (Miyamoto et al.,
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2010; Miyazono, Kamiya e Morikawa, 2010). Essa auséncia de correlagéo entre o
RNAmM de TGFB1 e SMADG6 poderia indicar que o SMADG6 néo atua diretamente na
inibicdo do RNAm de TGFB1 nesses pacientes, diferentemente do que ocorre nos
controles.

A maioria das respostas do TGF-B1 € mediada por Smad3 e Smad4, e
algumas requerem a ativagdo concomitante de Smad2 e Smad3 juntamente com
Smad4 (Feng, Lin e Derynck, 2000; Derynck e Zhang, 2003). Portanto, a auséncia
de correlagdes entre as expressdes de RNAmM de TGFB1 e de SMADs 2, 3,4 e 5
nos pacientes com MFPTE, opostamente ao observado nos seus controles, poderia
indicar que a expressdo do TGFB1 néo seja induzida pela via do TGF-B1 nesses
pacientes.

Mutagdes que resultam na inativagdo da via de sinalizagédo do TGF-B1 sé&o
raras em leucemias e outras neoplasias hematologicas. No entanto, altera¢cdes na
sinalizacdo do TGF-B1 nessas doengas podem ser causadas por supressao de
respostas de transcricdo dependente de Smad por oncoproteinas Evi-1, AML1/ETO
e Tax. A perda de resposta ao TGF-1 nas neoplasias hematoldgicas € comumente
causada pela alteragcdo da expressdo de coativadores e correpressores da
sinalizacdo de SMADs ou devido a muta¢cdes em genes alvo do TGF-B1 (Pietenpol
et al., 1990; Kurokawa et al., 1998; Jakubowiak et al., 2000).

As BMPs sdo fatores de crescimento multifuncionais que pertencem a
superfamilia do TGF-B, e a sinalizagcdo por essa via é mediada pelos SMADs 1, 5 e
8. A fosforilagcdo dos receptores da via de sinalizagdo das BMPs leva a subsequente
fosforilagdo de Smadl, Smad5, ou Smad8, permitindo que esses formem complexo
com Smad4. Esse complexo heterométrico transloca para o nudcleo, objetivando
genes regulados pelas BMPs, atrdves de interagbes com co-ativadores ou
repressores (Villapol, Logan e Symes, 2013). Nos pacientes com MFPTE, a
expressdo de RNAm de TGFBL1 foi correlacionada a expressao de SMAD1, mas ndo
a de SMADS. E possivel que o TGFB1 seja estimulado pela via das BMPs, por meio
da transducéo de sinal pelo SMAD1, mas nao pelo SMADS.

Nos pacientes com TE, por outro lado, ndo foram encontradas correlagdes
entre as expressdes de RNAm de TGFB1 e SMADs 1, 2, 3, 5 e 6. Aparentemente a
expressdo do RNAm de TGFB1 néo é induzida por SMADs, nem pela via do TGF-

B1, nem pela via das BMPs nos pacientes com TE.
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Diversos estudos, realizados tanto in vivo como in vitro, indicam que 0s
miRNAs sdo importantes reguladores da hematopoiese e possuem papel na
patogénese de algumas doencas hematologicas, atuando como supressores
tumorais ou como oncogenes (Lawrie, 2007).

Foi demonstrado que o miR-28 regula negativamente a expressdo de MPL
numa fragéo de plaquetas de pacientes com NMPs (Girardot et al., 2010). O perfil de
expressdo de miRNAs em megacariocitos de MFP revelou que, na fase pré-fibrotica,
a proliferacdo autbnoma da linhagem megacariocitica € associada ao acumulo
significativo de miR-146b em comparagdo a megacariopoese normal. Diferencas
complexas na expressdo de miRNAs especificamente relacionados a doenca
parecem ser a alterag@o basica associada a progressdo da MFP (Hussein et al.,
2009).

Dentre os miRNAs avaliados nesse estudo, o miR-193a-5p e o miR-542-5p
apresentam fungédo de supressores tumorais em diferentes tipos de cancer. O mir-
193a-5p possui como alvos as vias de sinalizagdo TGF-, Wnt e MAPK (Gougelet et
al.,, 2011), e sua expressao foi identificada em fibroblastos embrionarios e adultos
(Houbaviy, Murray e Sharp, 2003; Koh et al., 2010).

Foi demonstrado que o miR-193a-5p atua como supressor tumoral
reprimindo a expresséo de c-kit, um proto-oncogene, na LMA (Gao et al., 2011), ou
regulando negativamente ERBB4, um receptor tirosinoquinase, em cancer de
pulméo (Liang et al., 2015). O miR-542-5p, por sua vez, suprime a proliferacdo de
células pulmonares cancerosas (Yamaguchi et al., 2012), e sua baixa expressao é
associada a reducdo da sobrevida de pacientes com neuroblastoma, indicando
potencial fungdo de supressor de tumor (Bray et al., 2011).0 miR-590-3p e o0 miR-
590-5p, por outro lado, foram reconhecidos como oncogenes. O miR-590-5p esta
altamente expresso em cancer cervical humano, e foi relacionado a promoc¢ao do
crescimento e invasdo tumoral (Chu et al., 2014). Esse miRNA também é
superexpresso em carcinoma de células renais, e atua na regulagdo negativa de
PBRM1, um supressor tumoral, levando ao aumento da proliferacdo e ao
comportamento agressivo do tumor (Xiao et al., 2013). Juntamente com o miR-590-
3p, 0 miR-590-5p esté excessivamente expresso em carcinoma hepatocelular (Yang
et al., 2013).0 papel do miR-369-5p em canceres humanos ainda n&o esta claro. E

conhecido, entretanto, que esse miRNA reduz significativamente a diferenciacdo de
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adipécitos (Bock et al., 2005), além de se associar diretamente a elementos ricos em
adenina e uracila, os quais se ligam a proteinas especificas para ativar a transcricao
(Vasudevan, Tong e Steitz, 2007).

Dado o importante papel do TGF-B1 na patogénese das NMPs, um dos
objetivos do presente estudo foi investigar se a expressao de alguns dos miRNAs
gue possuem o TGFB1 como alvo era diferente entre pacientes e controles. Como a
expressdo génica de TGF-B17 foi semelhante entre pacientes e controles, confirmou-
se a auséncia de diferengas nas expressdes dos miRNAs avaliados.

No entanto, as correlagfes entre a concentracao plasmatica de TGF-1 ou a
expressdo de RNAmM de TGFB1 e a expressdo de miRNAs foram distintas entre
pacientes e controles. Esses dados demonstram a possiblidade dos miRNAs
regularem diferencialmente a expressdo génica de TGF-B1 em pacientes e
controles, sem necessariamente haver o aumento de sua expressao.

As correlagdes positivas encontradas entre a concentracdo plasmatica de
TGF-B1 ou a expressdo de RNAmM e os miRNAs estudados poderiam indicar que
esses MIRNAs ndo atuam diretamente sobre a expresséo génica de TGF-B7 nos
determinados grupos de pacientes ou controles. Outra hipétese € que a regulacdo
da expressdo do RNAm por esses miRNAs ocorreria por meio da inibicdo da
traducdo do TGFB1, e a ligagdo do miRNA ao RNAm para evitar a tradugéo faria
com que ambos fossem encontrados em proporgdes semelhantes.

As correlacdes negativas entre essas variaveis, por outro lado, poderiam
indicar a atuacao direta do miRNA sobre a expresséo génica de TGF-B1, ou que a
regulacdo do RNAmM pelos miRNAs esteja ocorrendo por meio da degradagédo do
RNAm, de modo que o aumento da expressao do miRNA levaria a menor expressao
do RNAm.

Alguns estudos associaram a expresséo de VEGF e de seus receptores na
medula 6ssea com a densidade microvascular, inferindo importante papel dessa
proteina na fisiopatologia das NMPs (Panteli et al., 2004; Gianelli et al., 2007; Alonci
et al., 2008; Boiocchi et al., 2011). Nao foi possivel observar diferencas nas
imunoexpressdes de TGF-b1l ativo e TGF-B1 latente, c-MPL e CD34 entre 0s grupos
de pacientes desse estudo, embora Panteli et al. (2004) tenha demonstrado que a
angiogénese € mais intensa em pacientes com MF do que na TE. Além disso, foi

demonstrada correlagdo entre TGF-B1 latente e a expressdo de CD34 na medula
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Ossea de pacientes com MFP e TE, enquanto o TGF-B1 latente apresenta tendéncia
a ser mais expresso em ambos 0s grupos, embora seja diferencialmente expresso
em relacdo aos controles somente no estagio pré-fibrético da MFP (Ponce et al.,
2014). Essas diferencas podem néo ter sido encontradas devido ao namero limitado
de medulas incluidas em cada grupo desse estudo, portanto, ndo se pode descartar
0 papel dessas proteinas nas NMPs.

A mutacéo JAK2V617F foi o primeiro biomarcador identificado nas NMPs.
As frequéncias da presengca da mutacdo JAK2V617F observadas nesse estudo
(52,4% na MFP, 57,1% na MFPTE e 54,2% na TE) sao semelhantes as descritas em
populacdes brasileiras (Monte-Mor et al., 2007; Dos Santos et al., 2011; Souza et al.,
2013).

A carga alélica da mutagdo JAK2V617F é uma medida variavel, determinada
pela frequéncia dos eventos de recombinagdo mitdtica e da expansdo de clones
JAK2V617F. A variabilidade da carga alélica € em parte responsavel pelos fenétipos
clinicos distintos vistos nas NMPs (Stein et al., 2010). Pacientes com TE apresentam
0os menores valores de carga alélica e aqueles com PV e MFP apresentam valores
intermediarios (Moliterno et al., 2006; Passamonti et al., 2006; Antonioli et al., 2008),
0 que também foi demonstrado no presente estudo. Apesar dessas associacdes
serem consistentemente observadas na pratica clinica, a carga alélica ndo é um
parametro progndstico considerado para intervencdes terapéuticas (Passamonti e
Rumi, 2009).

A hematopoiese € um processo complexamente regulado por interacdes
celulares e sinais reguladores. O FGF2 é um dos responsaveis pelo aumento da
producdo mieldide e atua como mitbgeno para as células estromais da medula
0ssea. Um dos mecanismos pelos quais o FGF2 estimula a mielopoese é
modulando a resposta inibitéria do TGFB1, por meio da regulagdo negativa do
namero de receptores de TGFB1 nas células endoteliais (Gabrilove et al., 1994),
visto que o TGFB1 pode ter um importante papel na supressao da ativagdo e do
crescimento de células progenitoras (Eaves et al., 1991).

Baixos valores de carga alélica da mutacdo JAK2V617F ao diagnostico foram
associados a mielodeplecéo e menor sobrevida em pacientes com MFP (Guglielmelli
et al., 2009). Desse modo, concentragdes elevadas de FGF2 associadas a maior

carga alélica de JAK2V617F poderiam estar relacionadas a um fenotipo
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mieloproliferativo, enquanto as concentracdes elevadas de TGFB1 em pacientes
com baixa carga alélica podem estar associadas a um fenotipo mielodepletivo.

A alta carga alélica da paciente MFTE44 com alterag&o cariotipica, portadora
de MFP, pode estar associada a um fendtipo mieloproliferativo, responsavel pelo
aumento do numero de hemécias, da concentragdo de hemoglobina, do hematdcrito,
além da leucocitose acentuada e plaquetose discreta. Entretanto, o outro paciente
com cariotipo alterado, MFTEQ9, portador de MFPTE, ndo apresentou fenotipo
mieloproliferativo, porém seus tempos de doenca e de uso de hidroxicarbamida
eram muito maiores do que da paciente MFTE44, o que poderia mascarar a
ocorréncia de tais achados.

A recente descoberta das mutagdes no gene CALR deu um novo horizonte
para o diagndstico e tratamento das NMPs (Guglielmelli et al., 2014; Tefferi e
Pardanani, 2014), e a identificacdo dessas mutacdes pode ter implicagdes para
novas estratificagdes de risco, conduta e progndstico (Andrikovics et al., 2014;
Rotunno et al., 2014; Rumi et al., 2014; Tefferi, Lasho, Finke, Belachew, et al., 2014;
Tefferi, Wassie, Guglielmelli, et al., 2014).

As frequéncias das muta¢cdes CALR nos pacientes com NMPs desse estudo
(27,3%) confirmam achados anteriores em pacientes europeus (20-25%) (Klampfl et
al., 2013; Nangalia et al.,, 2013; Qiao et al.,, 2014). Essas mutagOes estavam
presentes em 74% (Tefferi, Lasho, Finke, Knudson, et al., 2014) e 88% (Klampfl et
al., 2013) dos pacientes com MFP JAK2V617F negativos, enquanto no presente
estudo a frequéncia encontrada foi de 80%. Por outro lado, estudos com pacientes
chineses (Qiao et al., 2014; Wu et al., 2014) e japoneses (Shirane et al., 2015)
mostraram menores frequéncias de mutacdes CALR. Interessantemente, as
frequéncias de mutagdes CALR em pacientes com TE JAK2V617F negativos foram
similares as reportadas em um estudo chinés (Wu et al., 2014), mas muito menores
do que as frequéncias descritas em outras popula¢des (Klampfl et al., 2013; Qiao et
al., 2014; Rumi et al., 2014; Shirane et al.,, 2015). E possivel que diferentes
metodologias empregadas sejam responsaveis pelas discrepancias encontradas nas
frequéncias das mutacdes CALR dentre os pacientes com NMPs. Além disso,
diferengas étnicas e ambientais poderiam estar associadas a diversificagdo das

frequéncias das mutagdes CALR nas diferentes populagdes.
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Pacientes portadores de mutagdo CALR apresentaram maiores contagens
de plaquetas do que os JAK2V617F. No entanto, quando cada grupo de doencga foi
analisado separadamente, somente o0s pacientes com TE mantiveram essa
caracteristica. De fato, estudos anteriores mostraram que pacientes MFP e TE com
mutagdes CALR apresentam maiores contagens de plaquetas do que o0s
JAK2V617F (Rotunno et al.,, 2014; Rumi et al.,, 2014; Tefferi, Lasho, Finke,
Belachew, et al., 2014). Além disso, portadores de mutagdes CALR possuem menor
idade e menor contagem de leucécitos do que os JAK2V617F. Embora néo
estatisticamente significativos, os dados desse estudo demonstram tendéncia de
acordo com essas afirmacoes.

Dados do presente estudo mostraram menor frequéncia de esplenomegalia
em pacientes com TE portadores de mutacdo CALR em comparagdo com
JAK2V617F, assim como demonstrado previamente (Rumi et al., 2014). Mutacdes
CALR também foram associadas a menores contagem de hemécias, concentracdes
de hemoglobina e hematécrito em pacientes com MFP, como previamente reportado
(Rotunno et al., 2014; Tefferi, Lasho, Finke, Belachew, et al., 2014; Shirane et al.,
2015).

Os pacientes portadores de mutagbes no gene CALR tem demonstrado
maior sobrevida e melhor progndstico em comparagdo aos JAK2V617F e triplo
negativos (Tefferi, Lasho, Finke, Knudson, et al., 2014). Como os pacientes com TE
portadores da mutagdo JAK2V617F apresentaram maiores concentracdes de TGF-
B1 plasmatico e os pacientes com MFPTE portadores da mutacdo JAK2V617F
exibiram maiores concentracdes plasmaticas de VEGFA e FGF2 do que aqueles
com mutagdo CALR, é possivel que a angiogénese contribua para essas diferencas

no prognostico e na sobrevida.
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7 CONCLUSOES

As concentracdes plasméticas elevadas de FGF2 e VEGFA sao marcadores
da MFP, MFPTE e TE. No entanto, as concentracdes plasmaticas de TGF-p1 séo
semelhantes entre os pacientes e controles. Contudo, foi possivel confirmar a
correlacdo moderada e positiva entre o TGF-B1, um fator angiogénico indireto, e os
dois outros marcadores de angiogénese (FGF2 e VEGFA).

A maior expressdo de RNAm do FGF2 é outro marcador da MFP, MFPTE e
TE, ndo havendo diferenca na expressdo do RNAm de TGFB1 e VEGFA entre
pacientes e controles, assim como nos SMADs. No entanto, a interacdo entre a
expressdo de RNAm de TGFB1 e VEGFA e entre TGFB1 e FGF2 nas NMPs parece
ser diferente da que ocorre em individuos sem essas doencas.

Os pacientes com MFP com maiores concentragbes dos marcadores
plasméticos de angiogénese, mas ndo aqueles com MFPTE e TE, apresentam
maiores concentracfes plasméticas de TGF-f1 e menor tempo de doenca em
relagdo aqueles com menor angiogénese.

Nos controles de todos os grupos houve correlagdes diretas entre as
expressdes de RNAmM de TGFB1 e dos SMADs 1 a 7, enquanto nos pacientes foram
encontrados diferentes perfis dessas correlagbes. O SMAD6 parece néo atuar
diretamente na inibicdo do RNAm de TGFB1 nos pacientes com MFP. A expressao
do TGFB1 pode néo ser induzida pela via do TGF-B1 nos pacientes com MFPTE,
enquanto nem a via do TGF-$1 nem das BMPs induzem a expressdo de RNAm de
TGFBL1 nos pacientes com TE.

As expressbes de miR-193a-5p, miR-369-5p, miR-542-5p, miR-590-3p e
miR-590-5p s&o semelhantes entre os pacientes com NMPs e seus controles. No
entanto, as correlagdes entre a concentracdo plasmética de TGF-B1 ou a expressao
de RNAm de TGFB1 e a expressdo de miRNAs sdo distintas entre pacientes e
controles. E possivel que os miRNAs regulem diferencialmente a expresséo génica
de TGF-B1 em pacientes e controles, sem necessariamente haver o aumento de sua
expressao.

As correlagdes positivas encontradas entre a concentracdo plasmatica de

TGF-B1 ou a expressdo de RNAmM e os miRNAs estudados poderiam indicar que

122



esses MIRNAs ndo atuam diretamente sobre a expresséo génica de TGF-B1 nos
determinados grupos de pacientes ou controles. Outra hipétese € que a regulacdo
da expressdo do RNAm por esses miRNAs ocorreria por meio da inibicdo da
traducdo do TGFB1, e a ligagdo do miRNA ao RNAm para evitar a tradugéo faria
com que ambos fossem encontrados em proporgdes semelhantes.

As correlacdes negativas entre essas variaveis, por outro lado, poderiam
indicar a atuacao direta do miRNA sobre a expresséo génica de TGF-B71, ou que a
regulacdo do RNAmM pelos miRNAs esteja ocorrendo por meio da degradagédo do
RNAm, de modo que o aumento da expressao do miRNA levaria a menor expressao
do RNAm.

Apesar das expressdes de RNAm de SMADs e de microRNAs ndo serem
diferentes entre pacientes com MFP, MFPTE e TE, é possivel que 0os mecanismos
de acdo sobre a expressdo génica do TGF-B7 sejam diferentes entre pacientes e
controles.

A angiogénese estimada (CD34) néo foi diferente entre os grupos de
pacientes com MFP, MFPTE e TE, porém essas diferencas podem néo ter sido
encontradas devido ao numero limitado de bidpsias de medula incluidas em cada
grupo de pacientes. Além disso, as imunoexpressfes de TGF-bl ativo, TGF-31
latente e c-MPL foram semelhantes entre os grupos de pacientes estudados.

As frequéncias das mutac¢Bes avaliadas foram similares as descritas na
literatura. Os pacientes com MFPTE portadores de mutacdo CALR apresentaram
menores concentracfes plasmaticas de VEGFA e FGF2 do que os JAK2V617F
positivos, enquanto os pacientes com TE portadores de mutacdo CALR exibiram
menores concentragbes plasmaticas de TGF-B1 do que os portadores de
JAK2V6E17F.

Em suma, o presente trabalho permitiu confirmar a correlagéo positiva entre
0 TGF-B1 com os marcadores plasméticos de angiogénese VEGFA e FGF2. As
expressdes de SMADs e de miRNAs estudados foram semelhantes entre pacientes
e controles, visto ndo haver diferengas na expresséo génica de TGF-B1. Entretanto,
disparidades encontradas nas correlagdes entre a expressdo génica de TGF-B1 e
diferentes SMADs e miRNAs nos pacientes e controles poderiam indicar que a
regulacdo da expressédo génica de TGF-B71 nas NMPs estudadas seja distinta da

apresentada nos individuos sem essas doengas.
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também a medula 6ssea. A medula éssea e a historia clinica de cada um dos pacientes serdo adquiridas pelo
médico responsavel pelo paciente.

Objetivo da Pesquisa:

O presente estudo busca uma melhor compreenséo do papel da angiogénese na MFP e na TE e possui como
objetivo geral investigar o efeito de RNAm da familia de Smads e de microRNAs na expressdo génica de TGF-
B1 e seu papel na fisiopatologia da angiogénese em pacientes com MFP e TE.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Risco relacionado a coleta de sangue venoso periférico: minimo. A coleta de sangue podera formar uma
mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha.

Risco relacionado a coleta de medula dssea: a coleta de medula dssea sera feita independentemente do
presente estudo, pois é realizada como exame assistencial para diagnoéstico ou acompanhamento da doenca.

Beneficios: ndo havera beneficios diretos para os individuos saudaveis, no entanto, os pacientes

Enderego: Av.Prof? Lineu Prestes, n® 580 - Bloco 17 -

Bairro: superior - Butanta CEP: (5.508-900
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portadores de mielofibrose priméaria e trombocitemia essencial poderdo ter beneficios indiretos do melhor
entendimento da fisiopatologia dessas doencas.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa possui como instituicdo proponente a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo - USP e o seu responsavel é a Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara.

O projeto conta com co-participagio de duas instituicdes:

(1) Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP (Colaborador: Profa. Dra. Maria de Lourdes Lopes Ferrari
Chauffaille).

(2) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sio Paulo - USP (Colaborador:
Profa. Dra. Fabiola Attié de Castro).

Os pacientes serdo provenientes da UNIFESP (Disciplina de Hematologia), onde serao obtidas histéria clinica,
amostra de sangue periférico e de medula 6ssea (quando indicada clinicamente) pelo médico responsavel pelo
paciente.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

1. A folha de rosto encontra-se adequada e assinada pelo responséavel da Instituicao Proponente.
2. TCLEs estao apresentados de forma adequada.

Recomendacgoes:

O responsével pelo projeto respendeu adequadamente as pendéncias:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O projeto se encontra adequado para aprovagao.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:
O CEP/FCF em reuniao de 27 de agosto de 2012 aprovou o presente projeto.

SAO PAULO, 03 de Setembro de 2012

Assinado por:
Cristina Helena dos Reis Serra

Enderego: Av.Prof? Lineu Prestes, n? 580 - Bloco 17 -

Bairro: superior - Butanta CEP: 05.508-900
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ANEXO C - Copia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sédo Paulo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ W"’l"
HOSPITAL SAO PAULO

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Efeito de Smads e de microRNAs na expressao génica de TGF-B1 e seu papel na
angiogénese em pacientes com mielofibrose primaria e trombocitemia essencial

Area Tematica:

Versao: 3
CAAE: 04737312.1.0000.0067
Pesquisador: Elvira Maria Guerra Shinohara
Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
Numero do Parecer: 86717
Data da Relatoria: 31/08/2012

Apresentacéo do Projeto:

Conforme Parecer Consubstanciado da instituicdo co-participante n60890

Obijetivo da Pesquisa:

Conforme Parecer Consubstanciado da instituigdo co-participante n®60890

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Conforme Parecer Consubstanciado da instituigdo co-participante n°60890

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Conforme Parecer Consubstanciado da instituigdo co-participante n®60890

Consideragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Conforme Parecer Consubstanciado da instituicao co-participante n?60890

Recomendacgodes:

Nada consta

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Pendéncia atendida - apresentado novo TCLE incluindo a instituigao co-participante UNIFESP - PROJETO
APROVADO

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5539-7162 Fax: (11)5571-1062 E-mail: cepunifesp@epm.br;arpmeleti@unifesp.br
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Consideracgées Finais a critério do CEP:

As pendéncias foram atendidas, o colegiado acatou o parecer do relator. Projeto aprovado.

SAOQ PAULO, 31 de Agosto de 2012

Assinado por:
José Osmar Medina Pestana

Enderego: Rua Botucatu, 572 12 Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)5539-7162 Fax: (11)5571-1062 E-mail: cepunifesp@epm.br;arpmeleti@unifesp.br
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ANEXO D - Copia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Pontificia Universidade
Catdlica, campus Sorocaba

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DE SAO PAULO- W mo
PUC/SP

PIIC-SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito de Smads e de microRNAs na expressdo génica de TGF-B1 e seu papel na
angiogénese em pacientes com mielofibrose primaria e trombocitemia essencial

Pesquisador: Elvira Maria Guerra Shinohara

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 04737312.3.3001.5482

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 753.280
Data da Relatoria: 11/08/2014

Apresentacao do Projeto:

A presente submissao é um adendo de projeto j& aprovado por este CEP em 05 de agosto de 2013 (sob o
namero do parecer 349.654) e que atualmente estd em andamento. O projeto busca uma melhor
compreensdo do papel da angiogénese, englobando mielofibrose primaria, trombocitemia essencial e
policitemia vera. Neste adendo, a pesquisadora solicita a inclusao do Servigo de Hematologia do Hospital
Leonor Mendes de Barros, da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Salde da PUC-SP, devido a dificuldade
de se obter o nimero significativo de amostras de pacientes participantes da pesquisa provenientes da
UNIFESP.

Adendo do CEP-PUC/SP: tendo em vista a presente solicitagao, juntamente com a carta de ANUENCIA do
Prof. Dr. Godofredo Campos Borges, diretor da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCMS - PUC/SP)
deferimos o referido pedido.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar em pacientes com neoplasia mieloproliferativa e em controles o efeito da expressao de RNAm da
familia das Smads e de microRNAs na expressao génica de TGF-betal, bem como avaliar a expressao dos
genes de metaloproteinases de matriz e de seus inibidores fisiolégicos, determinar a concentragao
plasmatica dessas proteinas e investigar a metilacdo de DNA e

Enderego: Rua Ministro Goddi, 969 - sala 63 C

Bairro: Perdizes CEP: 05.015-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3670-8466 Fax: (11)3670-8466 E-mail: cometica@pucsp.br
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Continuagéo do Parecer: 753.280

polimorfismos dos genes propostos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo e conforme texto do parecer 571.670

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

De acordo e conforme texto do parecer 571.670

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

De acordo e conforme texto do parecer 571.670: "(...) Recomenda-se a aprovagéao da inclusdo do novo
centro como colaborador do presente projeto de pesquisa.”

Adendo do CEP-PUC/SP: tendo em vista a presente solicitagao, juntamente com a carta de ANUENCIA do
Prof. Dr. Godofredo Campos Borges, diretor da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCMS - PUC/SP)
deferimos o referido pedido.

Recomendacdes:

De acordo e conforme texto do parecer 571.670: "(...) Recomenda-se a aprovagao da inclusao do novo
centro como colaborador do presente projeto de pesquisa.”

Adendo do CEP-PUC/SP: tendo em vista a presente solicitacao, juntamente com a carta de ANUENCIA do
Prof. Dr. Godofredo Campos Borges, diretor da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCMS - PUC/SP)
deferimos o referido pedido.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Sem Pendéncias e Lista de Inadequagdes, portanto, somos de parecer favoravel & aprovagao e realizagao
do projeto de pesquisa em tela.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Endereg¢o: Rua Ministro Godo6i, 989 - sala 63 C

Bairro: Perdizes CEP: 05.015-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3670-8466 Fax: (11)3670-8466 E-mail: cometica@pucsp.br
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Continuagéo do Parecer: 753.280

SAO PAULO, 15 de Agosto de 2014

Assinado por:
Edgard de Assis Carvalho

(Coordenador)
Endereg¢o: Rua Ministro Godo6i, 989 - sala 63 C
Bairro: Perdizes CEP: 05.015-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3670-8466 Fax: (11)3670-8466 E-mail: cometica@pucsp.br
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ANEXO E - Copia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de S&o Paulo, referente ao adendo para pesquisa de
mutagdes no gene CALR

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA %""‘W“M -
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito de Smads e de microRNAs na expresséo génica de TGF-B1 e seu papel na
angiogénese em pacientes com mielofibrose primaria e trombocitemia essencial

Pesquisador: Elvira Maria Guerra Shinohara

Area Tematica:

Versao: 6

CAAE: 04737312.1.0000.0067

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 890.787
Data da Relatoria: 23/11/2014

Apresentacao do Projeto:

A presente submissao é um adendo de projeto ja aprovado por este CEP em 27 de margo de 2014 (sob o
nimero do parecer 571.670) e que atualmente estd em andamento. O projeto busca uma melhor
compreensao do papel da fisiopatologia da angiogénese nas neoplasias mieloproliferativas, englobando
mielofibrose priméaria, trombocitemia essencial e policitemia vera. No presente adendo, a pesquisadora
solicita a inclusao da pesquisa da mutacdo do gene da calreticulina (CALR) nas amostras de DNA
armazenadas dos pacientes incluidos no estudo. Vale ressaltar que esta mutagdo foi descoberta
recentemente nos pacientes com neoplasias mieloproliferativas.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar em pacientes com neoplasia mieloproliferativa € em controles o efeito da expressao de RNAm da
familia das Smads e de microRNAs na expressao génica de TGF-betal, bem como avaliar a expressdo dos
genes de metaloproteinases de matriz e de seus inibidores fisiolégicos, determinar a concentragdo
plasmatica dessas proteinas e investigar a metilagdo de DNA e polimorfismos dos genes propostos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Risco relacionado a coleta de sangue venoso periférico: minimo. A coleta de sangue podera formar

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
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Continuagéo do Parecer: 830.787

uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha.

Risco relacionado & coleta de medula 6ssea: a coleta de medula éssea sera feita independentemente do
presente estudo em alguns pacientes, pois é realizada como exame assistencial para diagnéstico ou
acompanhamento da doenga.

Beneficios: ndo havera beneficios diretos para os individuos saudaveis; no entanto, os pacientes com
mielofibrose primaria, trombocitemia essencial e policitemia vera poderao ter beneficios indiretos do melhor
entendimento da fisiopatologia dessas doencas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de extrema importancia para o melhor entendimento da fisiopatologia das neoplasias
mieloproliferativas.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

A pesquisadora solicita a dispensa do TCLE para essa nova analise (mutagao da CALR) nas amostras de
DNA armazenadas. A pesquisadora justifica que desde o inicio das coletas (03/2012) diversos pacientes
faleceram, visto que apresentavam doengas onco-hematoldgicas graves. De fato, em experiéncias
anteriores, as tentativas de contato resultaram na localizagdo da minoria dos participantes, além do
inconveniente de parentes relatarem o falecimento.

Recomendacodes:

A nova solicitagdo de analise esta incluida no escopo das andlises genéticas que constam no TCLE ("genes
no seu DNA relacionados as doencas mielofibrose priméaria, trombocitemia essencial e policitemia vera") e
gue, portanto, ndo altera o objetivo da pesquisa. Recomenda-se a aprovagao do adendo.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Recomenda-se a aprovagédo do adendo.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este CEP entende que o adendo pode ser aprovado.

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
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Continuagéo do Parecer: 830.787

SAO PAULO, 28 de Novembro de 2014

Assinado por:
Mauricio Yonamine
(Coordenador)

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112
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ANEXO F — Curriculo Lattes

Dados pessoais

Nome
Filiacdo

Daniela Prudente Teixeira Nunes
Ramon Lombardi Teixeira Nunes e Myriam Daniele Prudente Teixeira Nunes

Formacéao académica/titulagéo

2012 - 2015

2008 - 2010

2004 - 2007

Doutorado em Andlises Clinicas.

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de S&o Paulo, FCF-USP,
Brasil

Titulo: Efeito de Smads e de microRNAs na expressao génica de TGF-B1 e seu
papel na angiogénese em pacientes com mielofibrose primaria e trombocitemia
essencial

Orientador: Elvira Maria Guerra Shinohara

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Mestrado em Ciéncias da Saude.

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, Sao Jose Do Rio
Preto, Brasil

Titulo: Polimorfismo G22A do gene ADA e abortamento espontaneo recorrente:
auséncia de associacao, Ano de obtencéo: 2010

Orientador: Luiz Carlos de Mattos

Bolsista do(a): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Graduacédo em Bacharelado em Biomedicina.

Centro Universitario de Votuporanga, UNIFEV, Brasil

Titulo: Resultados de hemogramas realizados durante o desenvolvimento do
projeto de Acdo Social

Orientador: Nilce Barril

Formacgdo complementar

2012 - 2012

2012 - 2012

2011 - 2011

2011 - 2011

2011 - 2011

2010 - 2010

Curso de curta duragdo em Workshop de Capacitagcdo Web of Science & JCR.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP Sao Paulo, FCF-USP, Brasil

Curso de curta duragdo em Semana de Inovacg@es Bioldgicas e Biotecnolégicas.
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, ICB USP, Brasil

Curso de curta duragdo em El componente genético de enfermedades complejas.
Universidade de S&o Paulo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP-FCF,
Brasil

Curso de curta duragdo em Seguranca em residuos quimicos.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Next Generation Sequencing.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP Sao Paulo, FCF-USP, Brasil

Curso de curta duragédo em Curso Pré-Saude.

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, Sao Jose Do Rio
Preto, Brasil
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2010 - 2010

2010 - 2010

2010 - 2010

2010 - 2010

2009 - 2009

2009 - 2009

2009 - 2009

2008 - 2008

2008 - 2008

2008 - 2008

2008 - 2008

2008 - 2008

2008 - 2008

2007 - 2007

2005 - 2005

2005 - 2005

2004 - 2004

Curso de curta duragdo em IV Curso de Atualizacao do Laboratdrio ReproTox.
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, Brasil

Curso de curta duragdo em Investigacdo laboratorial dos grupos sanguineos e.
Academia de Ciéncia e Tecnologia, AC&T, Brasil

Curso de curta duragdo em Sorologia de Banco de Sangue: Montagem técnica....
Academia de Ciéncia e Tecnologia, AC&T, Brasil

Extensdo universitaria em Imunologia Basica e Avancada.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duragdo em Introducdo a Biologia Molecular.
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, Brasil

Curso de curta duragdo em Técnicas de apresentacao: Oral e Posteres.
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, Sao Jose Do Rio
Preto, Brasil

Curso de curta duracdo em Aconselhamento Genético na Era da Gendmica.
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do Rio Preto,
UNESP, Brasil

Curso de curta duragdo em Treinamento do Portal de Periddicos da Capes.
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, Sao Jose Do Rio
Preto, Brasil

Curso de curta duracdo em Reproducéo Assistida.
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do Rio Preto,
UNESP, Brasil

Curso de curta duragdo em Ferramentas genéticas na detec¢do da biodiversid..
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do Rio Preto,
UNESP, Brasil

Curso de curta duragdo em Do Genétipo ao Fendétipo.
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, Brasil

Curso de curta duragédo em Pipetas Gilson: como aumentar a vida (til.
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do Rio Preto,
UNESP, Brasil

Curso de curta duragdo em Técnicas de Citogenética Humana.
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, Brasil

Curso de curta duragdo em Inglés Instrumental para Genética.
America English School, AES, Brasil

Curso de curta duragdo em Ferramentas de Bio. Mol. no estudo de doencas hum..
Centro Universitario de Votuporanga, UNIFEV, Brasil

Curso de curta duragdo em Anemias.
Centro Universitario de Votuporanga, UNIFEV, Brasil

Curso de curta duragdo em Coleta sanguinea.
Centro Universitario de Votuporanga, UNIFEV, Brasil

Atuacéao profissional
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1. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sao Paulo - FCF-USP

Vinculo institucional

2012 - Atual Vinculo: Doutoranda , Enquadramento funcional: Aluna de POs-
Graduacao , Carga horaria: 40, Regime: Dedicacao exclusiva

2011 - 2012 Vinculo: Colaborador, Enquadramento funcional: Bolsista de Apoio
Técnico a Pesquisa do CNPq, Carga horaria: 40, Regime: Dedicacéo
exclusiva

Atividades

07/2012 - 12/2012 Treinamento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade
de Sao Paulo

2. The University of Texas MD Anderson Cancer Center - MDACC
Vinculo institucional
2013 - 2013 Vinculo: Trainee, Enquadramento funcional: Trainee, Carga horaria:
40, Regime: Integral
3. Faculdade de Medicina de S&do José do Rio Preto - FAMERP

Vinculo institucional

2008 - 2008 Vinculo: Estagiario, Enquadramento funcional: Estagiario, Carga
horaria: 8, Regime: Parcial
2008 - 2010 Vinculo: Mestranda em Ciéncias da Saude, Enquadramento

funcional: Estudante de Mestrado, Carga horaria: 40, Regime:
Dedicacao exclusiva

2008 - 2010 Vinculo: Estagiaria, Enquadramento funcional: Estagio em aulas
praticas, Carga horéria: 8, Regime: Parcial

Atividades

03/2008 - 09/2008 Estagio, Departamento de Biologia Molecular, Laboratério de
Imunogenética

4, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do Rio Preto -
UNESP

Vinculo institucional

2008 - 2008 Vinculo: Aluno especial PPGGEN, Enquadramento funcional: Aluno
especial, Carga horaria: 8, Regime: Parcial
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Atividades

03/2008 - 06/2009 Outra atividade técnico-cientifica, Departamento de Biologia

03/2008 - 06/2008 Outra atividade técnico-cientifica, Departamento de Biologia

5. Laboratério Casella de Analises Clinicas - Santa Fé do Sul - LCAC
Vinculo institucional
2007 - 2007 Vinculo: Estagiario, Enquadramento funcional: Analises Clinicas -
Ambulatério, Carga horéaria: 32, Regime: Parcial
Atividades

07/2007 - 07/2007 Estagio, Laboratoério de Andlises Clinicas

6. Santa Casa de Miseric6rdia de Votuporanga - SCMV
Vinculo institucional
2007 - 2007 Vinculo: Estagiario, Enquadramento funcional: Ressonancia
Magnética, Carga horaria: 25, Regime: Parcial
Atividades

07/2007 - 07/2007 Estagio, Ressonancia Magnética

7. Santa Casa de Miseric6rdia de Santa Fé do Sul - SCMSFS
Vinculo institucional

2007 - 2007 Vinculo: Estagiario, Enquadramento funcional: Analises Clinicas -
Laboratdrio de urgéncia, Carga horaria: 32, Regime: Parcial

Atividades

07/2007 - 07/2007 Estagio, Laboratoério de Andlises Clinicas
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8. Centro Universitario de Votuporanga - UNIFEV
Vinculo institucional

2004 - 2007 Vinculo: Académica, Enquadramento funcional: Graduanda, Carga
horaria: 40, Regime: Dedicacao exclusiva

Revisor de periodico

1. Revista Brasileira de Pesquisa em Saude
Vinculo
2014 - Atual Regime: Parcial

2. International Journal of Nursing and Midwifery
Vinculo
2013 - Atual Regime: Parcial

Areas de atuacéo

1. Hematologia

2. Biologia Molecular

3. Imunogenética

4, Reproducdao Humana
Projetos

Projetos de pesquisa

2012 - Atual Efeito de Smads e de microRNAs na expressao génica de TGFB1 seu papel na
angiogénese em pacientes com mielofibrose primaria e trombocitemia essencial

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacdo (1); Especializacdo (0); Mestrado académico (0); Mestrado

profissionalizante (0); Doutorado (1);

Integrantes: Daniela Prudente Teixeira Nunes; Elvira (Responsavel); Guilherme Wataru Gomes;

Fabiola Attié de Castro; Chauffaille; Maria de Lourdes Lopes Ferrari Chauffaille; Maria Regina Régis

Silva; César Cilento Ponce; Celina Garcia Yassui; Luciene Terezina de Lima

Financiador(es): Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sao Paulo-FCF-USP,

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP Ribeirdo Preto-FCF-USP RP, Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de Sao Paulo-FAPESP, Universidade Federal de Sdo Paulo-UNIFESP

2012 - Atual Expressédo génica dos transportadores de membrana ABCB1, ABCG2, SLC22Al e
SLCO1A2 em linhagens celulares tratadas com inibidor comercial da via JAK-
STAT

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Daniela Prudente Teixeira Nunes; Elvira Maria Guerra-Shinohara (Responsavel);
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Guilherme Wataru Gomes; Fabiola Attié de Castro; Luciene Terezina de Lima

2012 - Atual PAPEL DAS METALOPROTEINASES E DE SEUS REGULADORES NA
ANGIOGENESE DE PACIENTES COM NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS
Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacdo (0); Especializacdo (0); Mestrado académico (1); Mestrado
profissionalizante (0); Doutorado (2);

Integrantes: Daniela Prudente Teixeira Nunes; Elvira (Responsavel); Guilherme Wataru Gomes;
Fabiola Attié de Castro; Maria Regina; César; Maria de Lourdes Lopes Ferrari Chauffaille; Luciene
Terezina de Lima; Marcelo Cliquet; Marcos Tadeu dos Santos; Miguel Mitne Neto

2008 - 2010 Incompatibilidades pelo sistema ABO, polimorfismo Taq | do gene ADA (20g13.11)
e aborto espontaneo recorrente: um estudo de associagao.
Situacgdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduagéo (0); Mestrado académico (1); Doutorado (2);
Integrantes: Daniela Prudente Teixeira Nunes; Luiz Carlos de Mattos (Responsavel); Antonio Helio
Oliani; Denise Cristina M. Vaz; Cinara De Cassia Brandao de Mattos; Ligia Cosentino Junqueira
Franco Spegiorin
Financiador(es): Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto-FAMERP, Fundacdo Faculdade
Regional de Medicina de S&o José do Rio Preto-FUNFARME
NUmero de produgfes C, T & A: 11/
2007 - 2007 Resultados de hemogramas realizados durante o desenvolvimento do projeto de
Acdao Social
Situagdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduacdo (1); Especializacdo (0); Mestrado académico (0); Mestrado
profissionalizante (0); Doutorado (0);
Integrantes: Daniela Prudente Teixeira Nunes; Nilce Barril (Responsavel)
Financiador(es): Centro Universitario de Votuporanga-UNIFEV
Numero de producgfes C, T & A: 3/

Prémios e titulos
2012 Visitor Training Program, American Society of Hematology

2010 Melhor Péster pelo trabalho "Auséncia de associacdo entre o aborto esponténeo
recorrente e polimorfismo Tagl do gene ADA", SOGESP- Sociedade de Obstetricia
e Ginecologia do Estado de Sao Paulo

Producéao

Producdo bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos

1. Teixeira Nunes, Daniela P; Lima, Luciene T; Chauffaille, Maria de L; Mitne-Neto, Miguel; dos
Santos, Marcos T; Cliquet, Marcelo G; Guerra-Shinohara, Elvira M

CALR mutations screening in wild type JAK2V617F and MPLWS515K/L Brazilian myeloproliferative
neoplasms patients. Blood Cells, Molecules & Diseases (Print)., v.3, p.236 - 240, 2015.

2. CAMARGO, U., TOLEDO, R.A., CINTRA, J.R., NUNES, D.P.T., ACAYABA DE TOLEDO, R.,
BRANDAO DE MATTOS, C.C., MATTOS, L.C.

Lack of association of the G22A polymorphism of the ADA gene in patients with ankylosing
spondylitis. Genetics and Molecular Research. , v.11, p.1178 - 1184, 2012.

3. NUNES, D. P. T., SPEGIORIN, L. C. J. F., MATTOS, C. C. B., OLIANI, A. H., VAZ-OLIANI D.C.,
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MATTOS, L. C.
The ADA*2 allele of the adenosine deaminase gene (20g13.11) and recurrent spontaneous abortions:
an age-dependent association. Clinics (USP. Impresso). v.66, p.1929 - 1933, 2011.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. Gomes, GW, Castro, FA de, NUNES, Daniela Prudente Teixeira, Luciene Terezina de Lima,
RODRIGUES, A. C., TOGNON- RIBEIRO, R., ELVIRA MARIA GUERRA-SHINOHARA
ABCB1 AND SLC22A1 MRNA EXPRESSIONS ARE INCREASED IN A HOMOZYGOUS JAK2V617F
CELL LINE TREATED WITH JAK INHIBITOR In: 20th Congress of the European Hematology
Association, 2015, Vienna.

20th Congress of the European Hematology Association. , 2015.

2. Luciene Terezina de Lima, NUNES, D. P. T., Gomes, GW, CHAUFFAILLE, M. L. L. F., Maria
Regina Regis Silva, César Cilento Ponce, Castro, FA de, CLIQUET, M., SANTOS, M. T., Miguel Mitne
Neto, ELVIRA MARIA GUERRA-SHINOHARA

SERUM LEVELS OF MATRIX METALLOPROTEINASES AND THEIR TISSUE INHIBITORS ARE
ELEVATED IN JAK2V617F MUTATED COMPARED TO CALR MUTATED MYELOFIBROSIS AND
TRIPLE NEGATIVE ESSENTIAL THROMBOCYTEMIA PATIENTS In: 20th Congress of the European
Hematology Association, 2015, Vienna.

20th Congress of the European Hematology Association. , 2015.

3. Luciene Terezina de Lima, DANIELA PT NUNES, Gomes, GW, CHAUFFAILLE, M. L. L. F., Maria

Regina Regis Silva, César Cilento Ponce, Castro, FA de, CLIQUET, M., SANTOS, M. T., Miguel Mitne

Neto, ELVIRA MARIA GUERRA-SHINOHARA

Serum levels of matrix metalloproteinases and their tssue inhibitors are decreased in CALR mutated

myelofibrosis and triple negative essential thrombocythemia patients In: 11th International Calreticulin

Workshop: Unfolding the Complexities of ER Chaperones in Health and Disease, 2015, New York.
Calreticulin Workshop., 2015.

4. DANIELA P. T. Nunes, Luciene Terezina de Lima, Gomes, GW, CHAUFFAILLE, M. L. L. F., Silva,
M. R. R., PONCE, C. C., CLIQUET, M., SANTOS, M. T., GUERRA-SHINOHARA, E. M.
Elevated mRNA Expression of FGF2 and TGFB1 Genes in Myelofibrosis and Essential
Thrombocythemia Patients In; 56th ASH Annual Meeting & Exposition, 2014, San Francisco,
California.

Blood. American Society of Hematology, 2014. v.124. p.5179 - 5179

5. Luciene Terezina de Lima, DANIELA P. T. Nunes, Gomes, GW, Maria de Lourdes Lopes Ferrari
Chauffaille, Silva, M. R. R., PONCE, C. C., Castro, FA de, GUERRA-SHINOHARA, E. M.
Gene expression and protein levels of MMPS, TIMPS and SPARC and their relationship with plasma
markers of angiogenesis in myelofibrosis and essential thrombocythemia patients In: 19th Congress of
the European Hematology Association, 2014, Milan.

Haematologica. Pavia: Ferrata-Storti Foundation, 2014. v.99. p.662 - 662

6. Luciene Terezina de Lima, NUNES, D. P. T., Gomes, GW, Maria de Lourdes Lopes Ferrari
Chauffaille, Silva, M. R. R., César Cilento Ponce, Castro, FA de, SANTOS, M. T., ELVIRA MARIA
GUERRA-SHINOHARA

Higher MMP9 and FGF2 Protein Levels and Elevated MMP9/TIMP Ratios Were Associated with
JAK2V617F Mutation Regardless of Allele Burden in Myelofibrosis In: 56th ASH Annual Meeting &
Exposition, 2014, San Francisco, California.

Blood. American Society of Hematology, 2014. v.124. p.5192 -

7. Gomes, GW, Luciene Terezina de Lima, DANIELA P. T. Nunes, RODRIGUES, A. C., Castro, FA

de, TOGNON- RIBEIRO, R., GUERRA-SHINOHARA, E. M.

JAK-STAT pathway inhibitor do not modulate drug transporters gene expressions in JAK2V617F

positive cell lines In: 19th Congress of the European Hematology Association, 2014, Milan.
Haematologica. Pavia: Ferrata-Storti Foundation, 2014. v.99. p.661 - 662
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8. DANIELA P. T. Nunes, Luciene Terezina de Lima, Gomes, GW, YASSUI, C. G., CHAUFFAILLE,
M. L. L. F, Silva, M. R. R., PONCE, C. C., Castro, FA de, GUERRA-SHINOHARA, E. M.
TGF-B signaling pathway molecular regulation by SMADs in myelofibrosis patients In: 19th Congress
of the European Hematology Association, 2014, Mildo.

Haematologica - The hematology journal. Pavia: Ferrata-Storti Foundation, 2014. v.99. p.660 -
661

9. NUNES, Daniela Prudente Teixeira, Luciene Terezina de Lima, SANTOS, L. C., PONCE, C. C,,
GUERRA-SHINOHARA, E. M., Silva, M. R. R., CHAUFFAILLE, M. L. L. F.
Angiogenesis assessment in primary myelofibrosis and polycythemia vera patients In: Hemo 2013 -
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2013, Brasilia.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Sdo Paulo: Rs Press, 2013. v.35. p.193 - 193

10. ANTONIO HELIO Oliani, DENISE CRISTINA M. V. Oliani, LIGIA C. J. F. Spegiorin, ELOISA A.
Galdo, DANIELA PT NUNES, LUIZ CARLOS de Mattos
Alelos ADA*01 e ADA*02 do gene Adenosina Deaminase (ADA) em mulheres com e sem histérico de
aborto espontaneo recorrente In: XII ECIF - Encontro Cientifico da FAMERP e VI CAIC - Congresso
Anual de Iniciagdo Cientifica, 2009, Sao José do Rio Preto - SP.

Arquivos de Ciéncias da Saude. Sao José do Rio Preto -SP: Faculdade de Medicina de Séo José
do Rio Preto, 2009. v.16. p.R-059 - R-059

11. NUNES, D. P. T., SPEGIORIN, L. C. J. F., FERREIRA, A.l. DA C., BRANDAO DE MATTOS, C.
C., Galdo, Eloisa A., VAZ, D. C. M., OLIANI, A. H., MATTOS, L. C.
Associagdo entre as incompatibilidades pelo sistema histo-sangiiineo ABO e o aborto espontaneo
recorrente In: XlII ECIF - Encontro Cientifico da FAMERP e VI CAIC - Congresso Anual de Iniciacdo
Cientifica da FAMERP, 2009, S&o José do Rio Preto.

Arquivos de Céncias da Saude. Sao José do Rio Preto: Faculdade de Medicina de S&o José do
Rio Preto, 2009. v.16. p.R-234 - R-234

12. GALBIATTI, A.L,, VIANA, A. R. A., NAKASHIMA, F, NUNES, D. P. T., PEREIRA JUNIOR, E.J.,
FERREIRA, A.l.C., MATTOS, C. C. B., MATTOS, L. C.
Discordancia entre os fenotipos eritrocitarios do sistema Lewis (ISBT 007) e o status secretor definido
pela genotipagem FUT2 In: 54 Congresso Brasileiro de Genética, 2008, Salvador-SA.

Anais do 54 Congresso Brasileiro de Genética. Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira de Genética,
2008. p.104 - 104

13. NUNES, D. P. T., Barril, N
Integracdo entre as aulas do estagio supervisionado de um curso de biomedicina e um projeto de
acao social In: Anais do XI ECIF - IV CAIC, 2007, Sao José do Rio Preto.

Arquivos de Ciéncias da Saude. , 2007. v.14. p.89 - 89

Apresentacédo de trabalho e palestra

1. Lima, Luciene T, NUNES, D. P. T., Gomes, GW, CHAUFFAILLE, M. L., Silva, M. R. R., PONCE, C.
C., Castro, FA de, CLIQUET, M., dos Santos, Marcos T, Miguel Mitne Neto, GUERRA-SHINOHARA,
E. M.

Serum levels of matrix metalloproteinases and their tissue inhibitors are elevated in
JAK2V617F mutated compared to CALR mutated myelofibrosis and triple negative essential
thrombocythemia patients, 2015. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

2. Luciene Terezina de Lima, NUNES, Daniela PT, Gomes, GW, Chauffaille, Maria de L, Silva, M. R.
R., PONCE, C. C., Castro, FA de, CLIQUET, M., SANTOS, M. T., Miguel Mitne Neto, GUERRA-
SHINOHARA, E. M.

Serum levels of matrix metalloproteinases and their tssue inhibitors are decreased in CALR
mutated myelofibrosis and triple negative essential thrombocythemia patients, 2015.
(Outra,Apresentacao de Trabalho)

3. DANIELA PT NUNES, JULIANO FELIX BERTINATO, MARIO HENRIQUE BURLACCHINI DE
CARVALHO, ANTONIO AMORIM FILHO, MARCELO ZUGAIB, ELVIRA MARIA GUERRA-
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SHINOHARA
POLYMORPHISMS IN ANTITHROMBIN AND PROTEIN C GENES AND THEIR ASSOCIATION
WITH RECURRENT PREGNANCY LOSS, 2011. (Outra,Apresentacéo de Trabalho)

4. DANIELA PT NUNES, LIGIA C. J. F. Spegiorin, CINARA C. C. Brandao de Mattos, ANTONIO
HELIO Oliani, DENISE CRISTINA M. V. Oliani, LUIZ CARLOS de Mattos

Abortamento espontéaneo recorrente: ndo associagcdo com polimorfismo G22A do gene ADA,
2010. (Outra,Apresentacédo de Trabalho)

5. ANTONIO HELIO Oliani, DANIELA PT NUNES, LIGIA C. J. F. Spegiorin, Cinara C Branddo de
Mattos, Denise CMVaz Oliani, Luiz C de Mattos

Alelo ADA*02 do gene ADA (20q13.11) e abortamento espontaneo recorrente: auséncia de
associacao, 2010. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

6. NUNES, D. P. T., OLIANI, A. H., OLIANI, D. C. M. V., SPEGIORIN, L. C. J. F., BRANDAO DE
MATTOS, C. C., MATTOS, L. C.

Auséncia de Associacdo entre aborto espontaneo recorrente e polimorfismo Tagl do gene
ADA, 2010. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

7. DANIELA PT NUNES, Luis Valério Filho
Palestra: Citogenética Humana e suas aplica¢fes, 2010. (Simpésio,Apresentacao de Trabalho)

8. DANIELA PT NUNES, Luis Valério Filho
Palestra: DNA: Extracdo e Aplicac@es, 2010. (Simpésio,Apresentacdo de Trabalho)

9. FERREIRA, A.l. DA C., CINARA C. C. Brand&o de Mattos, FABIO B. FREDERICO, GILDASIO C
Almeida Junior, NAKASHIMA, F, NUNES, D. P. T., CRISTINA S Meira, VERA L Pereira-Chioccola,
LUIZ CARLOS de Mattos

Prevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii em pacientes atendidos em ambulatério
de oftalmologia da regido noroeste do estado de Sao Paulo, 2010. (Congresso,Apresentacdo de
Trabalho)

10. OLIANI, A. H., OLIANI, Denise C. V., SPEGIORIN, L. C. J. F., Galao, Eloisa A., NUNES, D. P. T.,
MATTOS, L. C.

Alelos ADA*1 e ADA*2 do gene Adenosina Deaminase (ADA) em mulheres com e sem historico
de aborto espontaneo recorrente, 2009. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

11. NUNES, D. P. T., SPEGIORIN, L. C. J. F., Galdo, Eloisa A., OLIANI, Denise C. V., OLIANI, A. H.,
MATTOS, L. C.

Associacdo entre as incompatibilidades pelo sistema histo-sanguineo ABO e o aborto
espontaneo recorrente, 2009. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

12. GALBIATTI, A.L,, VIANA, A. R. A, NAKASHIMA, F, NUNES, D. P. T., PEREIRA JUNIOR, E.J.,
FERREIRA, A.l.C., MATTOS, C. C. B., MATTOS, L. C.

Discordancia entre os fen6tipos eritrocitarios do sistema Lewis (ISTB 007) e o Status Secretor
definido pela genotipagem FUT2, 2008. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

13. VIANA, A. R. A, FERREIRA, A.l. DA C., NAKASHIMA, F, NUNES, D. P. T., PEREIRA JUNIOR,
E.J.,, MATTOS, C. C. B., GALBIATTI, A.L., MATTOS, L. C.

Genotipagem FUT2 e fenotipagem eritrocitaria Lewis: indices de concordancia, 2008.
(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

14. NUNES, D. P. T., Barril, N
Integracédo entre as aulas do estagio supervisionado de um curso de biomedicina e um projeto
de acdo social., 2007. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

15. NUNES, D. P. T., Barril, N

O estagio supervisionado como projeto de acdo social, 2007. (Congresso,Apresentacdo de
Trabalho)
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Educacéo e Popularizagdo de C&T
Organizacao de eventos, congressos, exposicdes e feiras e olimpiadas

1. NUNES, D.P. T.
V Simposio da Pés-Graduacédo em Andlises Clinicas, 2013. (Outro, Organizacao de evento)

Eventos

Eventos
Participacao em eventos

1. 56th ASH Annual Meeting & Exposition, 2014. (Encontro)

2. IV Seminarios avancados em tecnologia de microarrays e next generation sequencing, 2013.
(Seminério)

3. IV Simpdsio Internacional de Citometria de Fluxo, 2012. (Simpdsio)

4. Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2012. (Congresso)

5. IV Simpdsio de Pés-Graduacdo em Andlises Clinicas -SIMPAC, 2012. (Simpdsio)

6. Semana de Inovac@es Bioldgicas e Biotecnoldgicas Aplicadas a Saude, 2012. (Simp0osio)

7. 1ll Simposio de Pds-Graduacédo em Analises Clinicas, 2011. (Simpdsio)

8. Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011. (Congresso)

9. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) IX Workshop da Pds-Graduacdo e X Workshop de
Genética, 2010. (Oficina)

Abortamento esponténeo recorrente: nao associagcdo com polimorfismo G22A do gene ADA.

10. Apresentacéo de Poster / Painel no(a) IV Jornada de Obstetricia e Ginecologia da SOGESP,
2010. (Outra)

Auséncia de Associacdo entre aborto espontaneo recorrente e polimorfismo Tagl do gene ADA.

11. Simposista no(a) VI Ciclo de Atualizacdo Farmacéutica, 2010. (Simp0sio)
Citogenética Humana e suas aplicacdes.

12. Simposista no(a) VII Jornada de Biomedicina, 2010. (Simpdsio)
DNA: Extracao e Aplicacoes.

13. Simpo6sio Anual de Hematologia, 2010. (Simpdsio)

14. Il Simpésio de Pos-Graduagao em Analises Clinicas, 2010. (Simposio)

15. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XIl ECIF - Encontro Cientifico da FAMERP & VI CAIC -
Congresso Anual de Iniciagdo Cientifica, 2009. (Congresso)

Alelos ADA*1 e ADA*2 do gene Adenosina Deaminase (ADA) em mulheres com e sem histérico de

aborto espontaneo recorrente.

16. Simposiasta no(a) VII Simpdésio de Biomedicina, 2009. (Simpdsio)
Campo de trabalho do biomédico.
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17. VIl Simpésio de Reprodugcao Humana, 2009. (Simposio)
18. XIl Simpésio de Genética, 2009. (Simposio)

19. XXIV Semana da Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Cléncias Exatas, IBILCE -
UNESP, 2008. (Outra)

20. VIIl Workshop de Genética - UNESP de Botucatu, 2008. (Outra)

21. XI Simpo6sio de Genética e | Simpdsio IMC-IBILCE, 2008. (Simpdsio)

22. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XI ECIF - Encontro Cientifico da Famerp & IV CAIC -
Congresso Anual de Iniciacéo Cientifica, 2007. (Congresso)

INTEGRACAO ENTRE AS AULAS DO ESTAGIO SUPERVISIONADO DE UM CURSO DE
BIOMEDICINA E UM PROJETO DE ACAO SOCIAL.

23. Semana de Palestras Biomédicas, 2007. (Outra)

24. 1 Simposio de Microbiologia do IBILCE/UNESP, 2007. (Simpdsio)

25. 34° Congresso Brasileiro de Analises Clinicas, 2007. (Congresso)

26. Apresentacédo (Outras Formas) no(a)Manha Comunitaria — Unifev, 2006. (Oficina)
Dosagens de glicose.

27. XI Simpo6sio de Analises Clinicas de Sdo José do Rio Preto, 2006. (Simpdsio)
28. X Simposio de Analises Clinicas de Sdo José do Rio Preto, 2005. (Simpdsio)
29. | Simposio de Biotecnologia do Noroeste Paulista, 2005. (Simpdsio)

30. Il Simpdsio de Biomedicina, 2005. (Simpdsio)

31. Apresentacao (Outras Formas) no(a)lll Feira de Informacédo Profissional, 2004. (Outra)
Apresentacado do curso de Biomedicina.

32. Il Simposio de Biomedicina, 2004. (Simpdsio)

33. 7° Encontro Regional de Biomedicina do Instituto de Biociéncias de Botucatu, 2004.
(Encontro)

Organizacao de evento

1. NUNES, D.P. T.
V Simposio da Pés-Graduacédo em Andlises Clinicas, 2013. (Outro, Organizacao de evento)

Totais de producéo

Producédo bibliogréafica
Artigos completos publicados em

01 oo Yo 1o o 3
Trabalhos publicados em anais de

[S3Y7=] 1 0= 13
Apresentacgdes de trabalhos

[0 Lo /=171 ) 9
Apresentacgdes de trabalhos

(1111 o0 2= o ) S 2

Apresentacgdes de trabalhos
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Eventos
Participacgobes
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Participacbes
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Organizacédo de evento
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ANEXO G - Ficha do Aluno

Janus - Sistema Administrativo da P6s-Graduacdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 -7907633/1 - Daniela Prudente Teixeira Nunes

Email: danielanunes@usp.br

Data de Nascimento: 20/05/1986

Cédula de Identidade: RG-43.551.476-3 - SP

Local de Nascimento: Estado de Sao Paulo

Nacionalidade: Brasileira

Graduagao: Bacharel em Biomedicina - Centro Universitario de Votuporanga -

Fundacgao Educacional de Votuporanga - Sdo Paulo - Brasil - 2007

Mestrado: Mestre em Ciéncias da Saude (1) - Faculdade de Medicina de S&o José do

Rio Preto - S40 Paulo - Brasil - 2010

Curso: Doutorado

Programa: Farmacia (Analises Clinicas)

Area: Anélises Clinicas

Data de Matricula: 01/02/2012

Inicio da Contagem de Prazo: 01/02/2012

Data Limite para o Depdésito: 01/02/2016

Orientador: Prof(a). Dr(a). Elvira Maria Guerra Shinohara - 01/02/2012 até o presente.
Email: emguerra@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 01/02/2012

Data de Aprovacao no Exame de

Qualificago: Aprovado em 29/11/2013
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Some myeloproliferative neoplasm (MPN) patients harbor JAK2Y*'"" mutation, and CALR mutations were recently
discovered in wild type (WT) JAK2V6'7F. We evaluated the frequency and type of CALR mutations, and clinical and
hematological characteristics in WT JAK2V®'7F and MPLW>'* MPN patients. Sixty-five patients were included: 21
with primary myelofibrosis (PMF), 21 with myelofibrosis post-essential thrombocythemia (MPET) and 23 with
essential thrombocythemia (ET). Screening for JAK2Y®'7" and MPL*'**™" were performed using real-time PCR,
while CALR mutations were analyzed by fragment analysis and Sanger sequencing. JAK2Y®'7F was the most fre-
quent mutation (54.5%) and one patient {1.5%) harbored MPL"'3", CALR mutations were present in 38.1% of
PMF, 12.5% of ET and 33.3% of MPET patients. Five types of CALR mutations were detected, among which type 1
(32.1%) and type 2 (21.4%) were found to be the most common. A novel CALR mutation in a PMF patient was
found. Patients carrying CALR mutations had higher platelet count and less presence of splenomegaly than
JAK2YS'TE while triple negatives had higher C-reactive protein levels than CALR mutant carriers. Screening for
CALR mutations and its correlation with clinical features could be useful for the characterization of MPN patients
and result in its incorporation into a new prognostic score.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Chronic myeloproliferative neoplasms (MPNs) are clonal hemato-
poietic disorders characterized by aberrant expansion of one or more
myeloid lineages. The most common Philadelphia-negative MPNs are
primary myelofibrosis (PMF), essential thrombocythemia (ET) and
polycythemia vera (PV) [1].

The identification of a single base substitution in JAK2, the gene
encoding the protein janus kinase 2, provided the first molecular
biomarker of these MPN. JAK2V6'”" mutation was found in 95% of
patients with PV and in 60% to 65% of those with PMF and ET [2-5].
The remaining 5% of patients with PV carry a somatic mutation of JAK2
exon 12 [6,7]. Subsequent studies showed that somatic mutations of
MPL exon 10, mainly involving codon W515, are found in about 5% of
PMF and ET patients [8-10]. Additional mutations were also identified
in MPN patients but they affect only a small minority.

= Corresponding author at: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Ciéncias
Farmac@uticas, AV. Professor Lineu Prestes, 580, CEP: 05508-000 Sdo Paulo, SP, Brazil.
E-mail address: emguerra@usp.br (E.M. Guerra-Shinehara).
" Both authors contributed equally.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bemd.2015.07.005
1079-9796/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Recently, two studies identified mutations in CALR exon 9 gene in
the 70 to 84% of wild type (WT) JAK2Y6'"" and MPLWS'%/" PMF and ET
patients providing strong genetic evidence that CALR mutations have
an important role in the pathogenesis of these disorders [11,12]. These
mutations are insertions or deletions leading to a frameshift responsible
for modifying the C-terminal part of the calreticulin protein. The last
four amino acids of calreticulin (KDEL), which contain the endoplasmic
reticulum-retention signal, becomes positively charged and the reticu-
lum targeting KDEL sequence is abrogated, which disturbs its cellular
localization [11].

The frequency of CALR mutations is about 20% to 25% of all patients
with PMF and ET[11,12]. To date, more than 50 different types of muta-
tions in CALR have been detected, but type 1 variant (p.L367fs*46)
resulting from 52 bp deletion and type 2 variant (p.K385fs*47) resulting
from 5 bp TTGTC insertion are the most frequent types, overall being
found in more than 80% of all patients with mutant CALR [13].

Since CALR mutations discovery, several studies have correlated
these mutations with clinical data and patient outcome in MPNs
[14-24]. Interestingly, the presence of CALR mutation in peripheral
granulocytes of two PV patients negative for both JAK2Y6'"F and
JAK2°%°™2 mutations [25] was described. The coexistence of
JAK2VS17F and CALR mutations have been found in rare cases of refractory
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anemia with ringed sideroblasts associated with marked thrombocytosis
[26], PMF [16,27], ET [28-30] and PV [30].

The identification and evaluation of disease-specific mutations could
be valuable for diagnosis, prognosis and monitoring of treatment re-
sponse, In the present study the frequency and types of CALR mutations
were described, and hematological and clinical features of JAK2V®'7F
patients were compared with those carrying CALR mutations and triple
negatives.

2. Patients and methods
2.1, Patients and study design

This study enrolled 65 MPN patients, consisting of 21 PMF and 23 ET
diagnosed according to World Health Organization (WHO) criteria
(2008) [31]. Other 21 myelofibrosis post-essential thrombocythemia
(MPET) patients were diagnosed according to the International Work-
ing Group for MPN Research and Treatment [32], Patients were selected
from the Discipline of Hematology and Hemotherapy from the
Universidade Federal de Sdo Paulo and from the Hematology Division
of the Universidade Catélica de S3o Paulo, Brazil. Clinical and laboratory
parameters were obtained at the time of the first diagnosis or when
peripheral blood for genomic DNA samples was collected. Hematological
analysis was conducted by Cell-Dyn 3700 (Abbott Diagnostics, CA, USA)
and C-reactive protein levels were determined by ultrasensitive
immunoturbidimetry. Genomic DNA samples were tested at the Fleury
Group Center, in a laboratory certified according to the provisions of
the College of American Pathologists (CAP), 1SO-9001, ISO-14001 and
the Brazilian Clinical Laboratory Accreditation Program (PALC). This
study was conducted in accordance with the guidelines of the Institu-
tional Ethics Committee.

2.2. Detection of JAK2, MPL and CALR mutations

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using a
QIAamp Blood Mini Kit DNA extraction (PreAnalytix/Qiagen, Hilden,
Germany), according to the manufacturer’s instructions.

Screening for JAK2Y%'7F (and allele burden) and MPL™W?'?¥ muta-
tions were performed using TagMan-based real-time PCR method as
previously described [33]. Only WT JAK2V6'7F samples were analyzed
for MPLY>'5¥" mytations. The ones without MPLW5'5** mutations
were further analyzed for CALR mutations.

CALR exon 9 mutations were examined by fragment analysis using
high resolution sizing of fluorescence-labeled PCR products. A PCR reac-
tion was set up with a M13F (—21) sequence attached to the forward
primer (TGTAAAACGACGGCCAGTCTGGCACCATCTTTGACAACTT) and a
M13R (2) attached to the reverse primer (CAGGAAACAGCTATGACCGG
CCTCTCTACAGCTCGTC), besides a M13F primer (TGTAAAACGACGGC
CAGT) attached to a FAM fluorophore.

PCR reactions were prepared using 10 pL of PCR mix (2 x) (Promega,
Madison WI, USA), 0.15 uM of each primer, 5 L of DNA template and
water to a final reaction volume of 20 pL. The PCR cycling conditions
were: an initial denaturation at 95 °C for 10 min; 40 cycles of denatur-
ation at 96 °C for 30 s, annealing at 57 °C for 30 s, plus 20 cycles of
annealing at 53 °C, extension at 72 °C for 30 s5; and a final extension at
72 °C for 10 min. Fragment products were analyzed by capillary electro-
phoresis (Applied Biosystems 3500; Applied Biosystems, Foster City/CA,
EUA) and evaluated by GeneMapper® ID-X Software Version 1.2 —)
Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA. All the samples were further
analyzed by Sanger sequencing. A PCR reaction was set up with the
same forward and reverse primers described above. The PCR final
volume and concentrations were the same as for the previous reaction,
and the PCR cycling excluded the annealing temperature to 53 °C in the
last 20 cycles. Mutations were identified using CLC Genomics Work-
bench (Qiagen, Aarrhus, Denmark), and the secondary structure of the

protein was predicted using EMBOSS Transeq (EMBL-EBI, UK) (http://
www .ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) and JPRED [33].

2.3. Statistical analyses

Statistical analyses were carried out using SPSS version 17.0 (IBM,
USA) and GraphPad Prism™ version 5.00 (GraphPad Software, Inc.,
CA, USA) software. P-values of less than 0.05 were considered signifi-
cant. Numerical variables have been summarized by their median and
interquartile range and categorical variables by number of patients
and percentage (%) of each category. Allele burden results were pre-
sented as the median of percentage of mutated alleles, and groups
were compared by Kruskal-Wallis test. Mann-Whitney test was used
for continuous variables, while for categorical variables Chi-square
and Fisher's exact tests were used.

3. Results

Among the 65 studied patients, 36 (55.4%) presented JAK2Y'"F, one
(1.5%) MPLWS5t and 18 (27.7%) CALR mutations, Ten patients (15.4%)
were considered triple negative, as they lacked JAK2V®!7F, MpLW>13K/
or CALR mutations. The mutation frequencies in each studied group
are described in Fig. 1.

The median of allele burden for JAK2Y®'7F was 25.5% in PMF, 9.0% in
ET and 9.9% in MPET patients, and the differences were not significant
(p = 0.351), Two JAK2V617F positive patients also presented karyotype
alterations, one PMF (46,XX, del(20)(q4q13)[2]/46,XX[15]) and one
MPET patient (46,XY,del(20)(q11.2)[5]). Both of them had higher allele
burden percentages than the median of their respective groups (79.7%
and 70.8%, respectively).

Among 29 WT JAK2VE'7F and MPLWS'5K patients, 18 (62.1%)
presented CALR mutations: 80.0% (8/10) of those with PMF, 77.8% (7/9)
of those with MPET, and 30.0% (3/10) of those with ET. The most frequent
CALR mutation in all patients were type 1 (p.L.367fs*46), followed by type
2 (p.K385fs*47). There were nine (32.1%) type 1 and six (21.4%) type 2
mutations, while the remaining included type 32 (p.K385fs*46) and
type 40 (p.K375fd*49), as well as a novel mutation (1125delA). ET
patients did not harbor type 2 mutation. The group distribution of CARL
mutations are showed in Table 1.

All the samples showed concordance between fragment and
sequencing analysis of CALR exon 9 mutations, except for the PMF
patient harboring the novel mutation (1125delA). The misidentification
of a single base deletion in the fragment analysis can be attributed to its
technical limitation to recognize small insertions and deletions. This
patient did not show any different clinical or hematological data than
patients harboring type 1 or type 2 mutations (p > 0.05). This 61-year-
old man had severe anemia (hemoglobin level, 5.8 g/dL), a leukocyte
count of 4.200/mm? and platelet count of 133.000/mm?>. He did not
present thrombotic events or diabetes, but he was hypertensive. The
novel mutation 1125delA leads to a frameshift that changes the second-
ary structure of the protein resulting in an alpha-helix conformation.

Clinical and hematological features of 64 patients stratified by their
mutation profile (CALR mutated, JAK2V®'”" and triple negative) are listed
in Table 2, MPL™°"*" positive patient was not included in these analyses.
Patients carrying CALR mutations had higher platelet count (p = 0.032)
and lower splenomegaly frequency (p = 0.030) than JAK2Y6'7F, while
triple negative patients had higher body mass index than JAK2V5!7F
carriers (p = 0.011). Furthermore, triple negative patients also had
higher C-reactive protein levels (p = 0.011) than patients carrying
CARL mutations.

PMF CALR mutant carriers showed lower red blood cell count (p =
0.048), hemoglobin levels (p = 0.021), hematocrit (p = 0.021),
C-reactive protein levels (p = 0.035) and less presence of splenomegaly
(p = 0.031) than JAK2Y®'7F carriers. Furthermore, PMF CALR mutated
patients showed lower frequency of thrombotic events (p = 0.019) in
comparison with JAK2V6'"" carriers, while C-reactive protein levels
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Fig. 1. Frequencies of JAK?Y®'7F, MPLWS15¥L and CALR mutations in myeloproliferative neoplasms patients. PMF: primary myelofibrosis, MPET: myelofibrosis post-essential

thrombocythemia, ET: essential thrombocythemia.

(p = 0.036) and the presence of splenomegaly (p = 0.009) were higher
in CALRWT compared with CALR mutation carriers. ET CALR mutant car-
riers had a higher platelet count (p = 0.043) than JAK2V®'"F, and MPET
CALR mutant carriers had a higher body mass index (p = 0.042) than
_[AKZVG”'F_

4. Discussion

The discovery of the JAK2Y*'F mutation in 2005 has clarified some of
the molecular bases and has become major molecular diagnosis criteria
for MPN [2-5]. The recent discovery of CALR mutations in MPN patients
has given a new horizon for the diagnosis and treatment of these
diseases [34,35] and may also have implications for risk stratification,
management, and prognosis [14,19,36,37].

The frequency of CALR mutations in WT JAK2Y®'7F and MPLW>15K/L
Brazilian MPN patients was shown in the present study, being according
to our knowledge, the first report regarding CALR mutations in Brazil.
Clinical and hematological features of JAK2V5'7F mutated patients were
also compared with those of CALR mutant carriers and triple negatives.

CALR gene encodes calreticulin, a protein with several functions, lo-
cated primarily in the lumen of the endoplasmic reticulum where it per-
forms functions of chaperone. This protein has an important function in
calcium homeostasis, acting as a major Ca'> *)-binding (storage) pro-
tein, and it probably has a role in transcription regulation since it is
also found in the cellular nucleus [38]. The target genes of calreticulin
are still unknown; however, there is evidence for its involvement in ap-
optosis and cell survival regulation in cancer cells by promotion of mac-
rophage antitumor activity [39]. Mutations in CALR gene result in a
novel C-terminal peptide in a endoplasmic reticulum-retention region,
and besides that the physiological effects of these alterations are not
yet cleared, the first studies suggest a critical implication of STAT5 phos-
phorylation [11].

The high prevalence of CALR mutations in MPN and the fact that they
are present in majority of JAK2Y®"’F negative patients corroborates that
at least some of the CALR protein functions overlap with those of janus
kinase 2 [13]. CALR has already proven to be useful for MPN diagnostics

Table 1
(CALR mutation distribution among primary myelofibrosis, myelofibrosis post-essential
thrombocythemia and essential thrombocythemia patients.

Mutation Mutation ~ PMF MPET El Total
type (n=10) (mn=9) (n=9)

1092_1143del52 1 4(40.0) 3(334) 2(222) 9(321)
1154_1155insTIGIG 2 3(30.0) 3(334) 0 6(214)
1153_1154AA-TGTC ~ 32 0 1(11.0) 0 1(36)
1122_1140del19 40 0 0 1(111) 1(3.6)
1125delA* Novel 1(10.0) 0 0 1(36)
Wild-type None 2(20.0) 2(222) 6(667) 10(357)

* 1125delA is a novel mutation. PMF: primary myelofibrosis, MPET: myelofibrosis post-
essential thrombocythemia, ET: essential thrombocythemia. Data are presented as number
of subjects (percentage).

and has been recently put up as a candidate for the future WHO diag-
nostic criteria of MPNs [15,40].

JAK2V617 was the most frequent mutation in our cohort, showing
similar frequencies as previously reported [2,5,31]. Furthermore, CALR
mutations frequency in MPN patients in this study (27.37%) confirms
previous findings in European patients (20-25%) [11,12,41]. These mu-
tations were found in 74% [16] and 88% [11] of PMF WT JAK2V6'7F pa-
tients, while in this study the reported frequency was 80%. Brazilian
PMF patients showed higher frequencies of CALR mutations than Chi-
nese [41,42] and Japanese [24] populations. Interestingly, CALR muta-
tion frequencies in ET patients were similar to those reported in a
Chinese study [42], but much lower than the frequencies reported by
others [11,19,24,41]. It is noteworthy that the Brazilian population has
a very diverse genetic background that is the result of more than five
centuries of interethnic crossing of people from three continents:
European, Amerindian and African [43-46]. Therefore, the discrepancy
in CALR mutations frequencies among MPN patients in these studies
could be explained by different ethnic backgrounds.

Patients carrying CALR mutations had higher platelet count than
JAK2VE'F However, when we evaluated each group of disease separate-
ly, only ET patients presented this feature. In fact, previous cohort stud-
ies showed that PMF and ET patients carrying CALR mutations have
higher platelet count than JAK2V5'7" [14,16,19]. They also showed that
CALR mutant carriers have younger age and lower leucocyte count
than JAK2V®""F counterparts. Although not statistically significant, we
observed the same trend in accordance with these statements.

CALR mutations have been associated with better thrombosis-free
survival in ET [11,14,18,47] and superior overall survival in PMF [16].
We found lower frequency of thrombotic events in CALR mutated PMF
patients compared to the non-mutated ones. This result corroborates
the aforementioned studies and suggests a better prognosis for patients
with CALR mutations than JAK2VS'" carriers.

With regard to splenomegaly, our data are consistent with another
study [19] that showed less presence of splenomegaly in ET patients
carrying CALR mutations compared to JAK2V®'’F patients. It was also
showed that CALR mutation was associated with lower red blood cell
count, hemoglobin and hematocrit in PMF patients, as previously
reported [14,16,19,24]. In general, better overall survival in the CALR mu-
tant carrier has been demonstrated in comparison to either JAK2Y5'7" or
triple negative patients [16].

Conclusions

These data supports the importance of JAK2V®!7F, MPLWS!KL and
CALR mutations profile screening in MPN patients. The identification
of one of these molecular markers is very helpful to consolidate an accu-
rate diagnosis of MPN and useful in the prognostic and management of
MPN patients. Due to remarkable occurrence, increasingly studies have
been performed and new CALR mutations have been described in differ-
ent populations. In our study we found a new CALR mutation in a PMF
patient with severe anemia at diagnosis. The question still remains:
What is the role of CALR in the clinical outcome? More clinical and
experimental studies are necessary to establish this relationship.
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Table 2

Clinical and hematological features of myeloproliferative neoplasm patients according to gene mutation status.
Variables All patients CALR mutated (A)  JAKZY®'F mutated (B)  Triple negative (C)  pvalue (A) vs  pvalue (B) vs  p value (A) vs

(n=64)= (n=18) (n=36) (n=10) (B) (©) (©

Age (years) 64.5 (54.0-740)  61.0(55.5-73.0) 66.5 (54.0-76.0) 59.5 (39.3-75.3) 0714 0.280* 0401*
Males' 27 (42.2) 7(38.9) 18 (50.0) 2 (200) 0.440° 0.150% 0.417%
RBC (x10°/L) 4.0 (34-4.8) 4.1(3.3-44) 41(34-5.1) 3.8 (35-44) 0.353° 0.557" 0.924°
Hemoglobin (g/dL) 13.2(11.8-150) 126 (113-140) 14.1 (122-15.7) 134 (11.4-149) 0.060° 0.682* 0314°
Hematocrit (%) 38.8(353-437)  365(33.2-41.0) 41.7 (35.4-455) 394 (33.4-43.6) 0079 0.723* 0.250°
WBC (x10°/L) 75 (5.7-10.6) 7.1(5.1-83) 8.1(60-134) 88 (48-95) 0.098" 0.503* 0325
Platelets (x10°/L) 462 (304-680) 634 (401-811) 385 (270-599) 396 (238-671) 0.032* 0.902* 0,093
Body mass index (kg/m?) 247 (225-27.3) 233 (20.6-29.0) 24.2(22.5-26.0) 27.1 (24.8-31) 0959 0.011* 0.084°
C-reactive protein (mg/dL)  0.17 (0.07-0.34)  0.08 (0.04-0.24) 0.17 (0.09-0.32) 043 (0.17-0.77) 0.125° 0.064 0.011*
Presence of splenomegaly 14 (21.9) 1(5.6) 10(27.8) 3 (300) 0.030° 1.000¢ 0.130¢
Weight loss 7(109) 1(56) 5(13.9) 1(10.0) 0.651° 1.000¢ 1.000°
Thrombotic event 6(9.4) 1(56) 4(11.1) 1(10.0) 0651° 1.000¢ 1.000¢
Hypertension 33 (51.6) 6(33.3) 20 (55.6) 7 (70.0) 0.080° 0.716° 0.114°
Transfusion requiring 5(7.8) 3(16.7) 2(56) 0 0319¢ 1.000¢ 0533¢

**The patient positive for MPL*'*" was not included. RBC: red blood cell count, WBC: white blood cell count. Numeric variables are presented as median (P25-P75); (*) Mann-Whitney
test was used for comparing groups (A x B; B x Cand A x C). Categorical variables are presented as number of subjects (percentage); Chi-square (¥) test or Fisher's exact test (€) was used

to compare the frequencies between groups.
P-values with significant differences are shown in bold (P < 0.05).
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