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RESUMO

LIMA, L, T. Expressdo génica de metaloproteinases e de seus reguladores em
neoplasias  mieloproliferativas: associagdo com biomarcadores de
angiogénese e status mutacional. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) BCR-ABL1 negativas compreendem a
mielofibrose primaria (PMF), trombocitemia essencial (TE) e a policitemia vera (PV).
A patogénese e progressao dessas NMPs nédo estdo completamente elucidadas. As
metaloproteinases de matriz (MMPs) degradam a matriz extracelular, ativando
citocinas e fatores de crescimento que, por sua vez, participam da tumorigénese e
angiogénese. O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo da expressao génica das
MMPs, TIMPs, HIF1-a e SPARC com os marcadores angiogénicos bFGF e VEGFA
em pacientes com MF e TE, considerando o status mutacional; bem como avaliar a
regulacdo desses genes em camundongos submetidos a hipdxia, e em modelos
HIF1-a™ e VHL™). Foram incluidos 21 pacientes com MF, 21 com MF pés-TE, 6
com MF p6s-PV, 23 com TE e 78 individuos controle. As analises realizadas foram:
dosagem sérica e expressdo de RNAmM de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e SPARC,
hemograma, determinagcdo da proteina C reativa ultrassensivel, determinacdo das
concentracbes de VEGFA e bFGF e avaliagdo das mutac¢des nos genes JAK2, cMPL
e CALR. A avaliacdo da densidade microvascular da medula 6ssea foi feita em 30
dos pacientes incluidos. Os pacientes com MFP, MFPTE e TE apresentaram maior
expressado de MMP2, SPARC, TIMP1, TIMP2 e bFGF quando comparados aos seus
controles (P<0,05), enquanto MMP9 foi mais expressa nos pacientes com MFPTE e
TE (P= 0,011 e P=0,047, respectivamente). Os pacientes com TE apresentaram
maior expressao de HIF1l-a e VEGFA em relacdo ao grupo controle (P<0,05).
Pacientes com MF JAK2'%F positivos apresentaram maiores concentracdes de
MMP9, TIMP2, bFGF e VEGFA quando comparados aos pacientes portadores de
mutacdes na CALR (P<0,05). Os pacientes com TE JAK2'®YF positivos
apresentaram maiores concentracbes de MMP2 e TIMP2 (P=0,049 e P=0,020,
respectivamente). As concentracdes das proteinas estudadas ndo apresentaram
correlacdo com a carga alélica de JAK2Y®*F e nem com a densidade microvascular
da medula 6ssea. Células de medula 6ssea de camundongos submetidos a hipoxia
apresentaram maior expressdo de MMP2 e TIMP1 comparados aos camundongos
em norméxia. Camundongos VHL” apresentaram aumento na expressdo dos
genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e VEGFA. Diferentemente, embrides HIF1-at"
nao foram considerados um bom modelo para este estudo devido ao envolvimento
das MMPs na embriogénese/organogénese. Frente aos resultados encontrados,
pode-se sugerir que a maior expressdao de MMP2, SPARC e de bFGF estédo
associadas as NMPs. A mutacdo JAK2"®''F foi associada a maiores concentragées
de MMPs, TIMP2 VEGFA e bFGF. HIFl-a foi mais expresso na PV e na TE,
sugerindo uma possivel regulagdo da expressdo das MMPs e TIMPs nessas
doencas.

Palavras-chave: neoplasias mieloproliferativas, metaloproteinases de matriz e
status mutacional, angiogénese



ABSTRACT

LIMA, L, T. Gene expression of metalloproteinases and theirs regulators
myeloproliferative neoplasms: association with angiogenesis markers and
mutational status. School of Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sao
Paulo, 2016.

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) BCR-ABL1-negative include primary
myelofibrosis (PMF), essential thrombocythemia (ET) and polycythemia vera (PV).
The mechanisms underlying the pathology and disease progression in MPN are not
completely elucidated. The matrix metalloproteinases (MMPSs) cleave extracellular
matrix, activating cytokines and growth factors that, in turn, regulate tumorigenesis
and angiogenesis. The aim of this study was to evaluate the relationship of MMPs,
TIMPs, HIF1-a and SPARC gene expression with angiogenic markers bFGF and
VEGFA in patients with MPN considering their mutational status; as well as to assess
the regulation of these genes in animal models HIF1-a and VHL knockouts. Twenty-
one MF, 21 MF post-ET, 6 MF post-PV, 23 ET patients and 78 controls were
enrolled. The analysis performed in peripheral blood were: serum and mRNA
expression of MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 and SPARC, blood count, high-
sensitivity C-reactive protein determination and VEGFA and bFGF measurements in
plasma. We also evaluate mutations in JAK2, MPL and CALR. The assessment of
microvascular density (MVD) in bone marrow was performed in 30 patients. Patients
with MFP, MFPET and ET presented higher expression of MMP2, SPARC, TIMP1,
TIMP2 and bFGF compared to their controls (P <0.05), while MMP9 expression was
higher in patients with MFPET and ET (P=0.011 and P=0.047, respectively). Higher
expression of HIF1-a and VEGFA was found in ET patients compared to the controls
(P <0.05). PMF JAK2Y®'F patients had higher concentrations of MMP9, TIMP2,
bFGF and VEGFA compared to CALR mutated ones (P <0.05). ET patients
JAK2Y®YF positive had higher levels of MMP2 and TIMP2 (P=0.049 and P=0.020,
respectively). The JAK2%''F allele burden was not associated with MVD in the bone
marrow. Bone marrow cells from mice in hypoxia condition showed higher MMP2 and
TIMP1 expression compared to the control. VHL?) mice exhibited increased
expression of MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 and VEGFA. In contrast, the HIF1-a"
embryos were not considered an applicable model for this study due to MMPs role in
embryogenesis/organogenesis. In view of these findings, we can conclude that
increased expression of MMP2, SPARC and bFGF are associated with MPN. The
JAK2Y®YF ‘mutation was associated with higher concentrations of MMPs, TIMP2
VEGFA and bFGF. HIF1-a is upregulated in PV and ET and perhaps regulate the
MMPs and TIMPs expression in these diseases.

Key-words: myeloproliferative neoplasms, matrix metalloproteinases, mutational
status, angiogenesis
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1 INTRODUCAO

A mielofibrose primaria (MF), a trombocitemia essencial (TE) e a policitemia
vera (PV) sé@o neoplasias mieloproliferativas (NMPs), doencas clonais da célula-
tronco hematopoética, caracterizadas pela elevada proliferacdo de células de uma
ou mais linhagens mieloides com maturacédo preservada (Spivak, 2004; Kralovics,
2012).

Véarios estudos tém sido realizados para melhor compreensdo da
patogénese das NMPs. Ainda ndo se esclareceu se esse processo € um evento
oncogénico independente ou se seria consequéncia de proliferagcdo clonal
hematopoética (Medinger et al., 2009).

A angiogénese € um processo complexamente regulado de formacdo de
NOvVOS vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes (Carmeliet, 2005) e possui
papel importante na patogénese de varias doencas hematoldgicas, inclusive das
NMPs (Lundberg et al., 2000; Wrobel et al., 2003; Kvasnicka e Thiele, 2004; Panteli
et al., 2004, Alonci et al., 2008; Carmeliet e Jain, 2011).

Dentre as varias citocinas e fatores de crescimento que modulam a
angiogénese, destacam-se o fator de transformacdo do crescimento (TGF)-B1, 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 hipéxia (HIF)-1 (Folkman, 1992; Polverini, 1995).

As metaloproteinases de matriz (MMPs), seus inibidores (TIMPSs), a proteina
secretada acida rica em cisteina (SPARC) e HIFl-a sdo também proteinas
importantes que participam do processo de angiogénese e interagem com TGF-$31,
VEGFA e bFGF.

Ha poucos estudos publicados que analisaram esses genes e/ou proteinas
nas NMPs BCR-ABL1 negativas, com o principal foco na associagdo com a
fisiopatologia ou com o processo de fibrose medular (Jensen et al., 2003).

O presente trabalho visou compreender: 1) a potencial associagdo das
MMPs, TIMPs, SPARC e HIF1l-a com os marcadores de angiogénese VEGFA e
bFGF bem como a associacdo das concentracbes séricas/plasmaticas dessas
proteinas e o status mutacional em pacientes com NMPs; 2) a interagdo do HIF-1a e
a expressao de metaloproteinases de matriz e seus inibidores em modelos in vitro e

in vivo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs), antigamente denominadas
doencas mieloproliferativas crénicas, sdo doencas clonais de célula-tronco
hematopoética, nas quais ha proliferacdo aumentada das séries mieloides com
maturacdo eficaz, que pode levar a leucocitose no sangue periférico, aumento da
massa eritrocitaria ou trombocitose. Varias NMPs progridem para fibrose medular ou

leucemia (Swerdlow et al., 2008).

As NMPs foram descritas pela primeira vez por William Dameshek em 1951
como doencas mieloproliferativas. Eram elas a mielofibrose primaria (MF), a
trombocitemia essencial (TE), a policitemia vera (PV) e a leucemia mieloide crénica
(LMC). Tais doencas foram originalmente agrupadas com base no seu fenotipo
comum de mieloproliferagéo. Desde entdo, importantes descobertas foram feitas e a
identificacdo das proteinas com atividade de tirosinoquinases, tais como da familia
JAK (Janus kinases), representou um marco na elucidacdo da patogénese desses
distarbios (Wadleigh e Tefferi, 2010).

Na classificacdo de 2008 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as
doencas mieloproliferativas crénicas foram classificadas como NMPs (Tabela 1). A
nomenclatura foi alterada devido a mieloproliferacdo ser neoplasica, e nao reativa.
Tal classificacdo foi influenciada por dois importantes fatores: (1) uso da biologia
molecular para a deteccdo de marcadores genéticos nas NMPs BCR-ABL1
negativas e (2) uso da caracterizacdo histologica para ajudar na identificacdo dos
subtipos das NMPs (Swerdlow et al., 2008).
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Tabela 1. Classificacado das neoplasias mieloproliferativas (OMS, 2008)

Neoplasias mieloproliferativas (NMPs)
Leucemia mieloide crénica BCR-ABL1 positiva
Leucemia neutrofilica cronica
Policitemia vera
Mielofibrose primaria
Trombocitemia essencial
Leucemia eosinofilica crénica nao especificada
Mastocitose
NMPs néo classificaveis
Neoplasias linfoides e mieloides associadas com eosinofilia e anormalidades
de PDGFRA, PDGRRB ou FGFR1
Sindromes Mielodisplasicas/ Neoplasias Mieloproliferativas (SMD/NMP)
Leucemia mielomonocitica crénica
Leucemia mielomonaocitica juvenil
Leucemia mieloide crénica atipica BCR-ABL negativa
Anemia refrataria com sideroblastos em anel associados com marcada
trombocitose (RARS-t)

Sindromes Mielodisplésicas (SMD)

BCR-ABL1: gene de fusédo resultante da translocacdo t(9;22)(q34;q11). PDGFRA: receptor alfa de
crescimento derivado de plaqueta; PDGRRB: receptor beta de crescimento derivado de plaqueta;
FGFR1: receptor 1 do fator de crescimento de fibroblasto. Adaptado de Swerdlow et al., 2008

As bases moleculares das NMPs BCR-ABL1 negativas permaneceram
desconhecidas por décadas até que, em 2005, quatro grupos de pesquisa
identificaram a mutagdo de ponto no gene Janus kinase 2 (JAK2) na maioria dos
pacientes com essas doencas (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et
al., 2005; Levine et al., 2005).

As mutacbes em NMPs geralmente sdo exclusivas ndo aparecendo
concomitante no mesmo paciente. Elas estdo presentes no gene JAK2 (localizado
no cromossomo 9p24) (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et al., 2005;
Levine et al., 2005), MPL (myeloproliferative leukemia virus oncogene; localizado no

cromossomo 1p34) (Pikman et al.,, 2006) e CALR (calreticulina; localizado no
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cromossomo 19p13.2) (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) e contabilizam 90
a 97% de frequéncia nas NMPs.

A sinalizacdo desregulada na via JAK-STAT € reconhecida como o
mecanismo central da fisiopatologia das NMPs além da mieloproliferacdo aberrante
(Quintas-Cardama et al.,, 2011a). Acredita-se que as mutacdes em JAK2 e MPL
ativam diretamente a via JAK-STAT enquanto as mutacdes no gene CALR facam o

mesmo, mas de maneira indireta (Tefferi, 2015).

2.1 Mutacdes no gene JAK?2

A JAK2 é uma tirosinoquinase capaz de ativar STAT5 quando estimulada
por receptores de citocinas tais como a eritropoietina (EPO) e a trombopoetina
(TPO) (EPO-R e c-MPL, respectivamente) (Levine et al., 2007).

A JAK2 é membro de uma grande familia de tirosinoquinases envolvidas na
sinalizacdo de receptores de citocinas, a qual inclui JAK1, JAK3 e TYK2
(tirosinoquinase 2) (Quintas-Cardama et al., 2011b). A JAK2 é essencial para a
sinalizacdo de receptores de fatores de crescimento hematopoéticos, como 0s
receptores de EPO, TPO, fator estimulante de colénia granulocitico-macrofagico
(GM-CSF), interleucina (IL)-3 e IL-5 (Meyer e Levine, 2014).

Estruturalmente, a JAK2 possui sete dominios homodlogos, denominados de
JH1 a JH7 (Figura 1). O dominio JH1 (quinase), localizado na posi¢cdo C-terminal, €
o responsavel pela atividade catalitica da enzima e o dominio JH2 (pseudoquinase)
€ homélogo ao dominio JH1, porém, ndo apresenta atividade catalitica e é essencial
para a modulacdo da atividade do dominio quinase. Os dominios JH3-JH4
compartilham homologia com o dominio SH2 (do inglés, Src homology) das
proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo (STAT). Por fim, o
dominio amino terminal JH4-JH7 € conhecido como FERM (do inglés, four-one,
ezrin, radixin and moesin), e corresponde a regido de ligagdo ao receptor de
citocinas (Levine et al., 2007; Vainchenker e Constantinescu, 2013; Babon et al.,
2014).
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JH7-JH5 JH4-JH3 JH2 JH1
NH; y SH2 PSEUDOQUINASE QUINASE COOH
Receptor de ligacdo de K539 (exon 12) V617F

citocinas
(EpoR, TpoR, G-CSFR, CRLF2)

Figura 1. Representacao da estrutura da JAK2

A proteina JAK2 possui um dominio tirosinoquinase (JH1), um dominio pseudoquinase (JH2), um
dominio SH2 (JH3-JH4) e um dominio four-one, ezrin, radixin and moesin (FERM). O dominio
pseudoquinase previne a ativacdo do dominio quinase. Os dominios JH3-JH4 compartilham
homologia com o dominio SH2 da proteina STAT. O dominio FERM é responsavel pela ligacdo aos
dominios citosélicos dos receptores de citocinas. Adaptado de Vainchenker e Constantinescu, 2013

A transducdo de sinal das citocinas, dos fatores de crescimento
hematopoéticos e de seus receptores é essencial para a proliferacdo coordenada e
diferenciacdo das linhagens celulares a partir da célula pluripotente hematopoética
(Campbell e Green, 2006; Levine et al., 2007; Quintas-Cardama et al., 2011b).

Os receptores de citocinas compreendem duas ou mais subunidades, cada
uma associada a um mondémero de JAK. Apds a ligacdo da citocina a seu receptor
apropriado, as subunidades do receptor sédo reorientadas ou oligomerizadas,
facilitando a transfosforilagdo das JAKs e ativando-as. Em seguida, as JAKs
ativadas fosforilam residuos de tirosina em regides citoplasmaticas do receptor de
citocinas, gerando sitios de ligacdo para proteinas que contém dominios de
reconhecimento de fosfotirosinas (na qual estdo inclusas as STATS). As STATs sao
entdo fosforiladas e se dimerizam, sendo translocadas para o nucleo para iniciar a
transcricdo de genes efetores envolvidos na regulacdo do ciclo celular, na apoptose

e na degradacao proteassomal (Meyer e Levine, 2014) (Figura 2).

A expressao continua de JAK2 aumenta a atividade das proteinas
antiapoptoticas Bcl-2 e Bcl-x e aumenta a expressao das ciclinas D1/2 e Cdc25A
promovendo a progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S (Gautier et al.,
2012; Meyer e Levine, 2014). A proteina JAK2 também ativa as vias de sinalizagéo
da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e fosfaditilinositol 3-quinase
(PI3K)/Akt, que promovem proliferacdo e sobrevivéncia celulares (James et al.,
2005; Levine et al., 2007; Meyer e Levine, 2014).

Além de ativar a via de sinalizacdo JAK-STAT, a proteina JAK2 também é

capaz de translocar-se ao nucleo, fosforilando as histonas H3 e Y41, o que leva ao
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deslocamento da heterocromatina proteina 1 e PRMT5, uma histona arginina
metiltransferase (Dawson et al., 2009; Liu et al., 2011). Entretanto, o impacto da

JAK2 sobre as fungdes do ciclo celular ainda ndo é completamente compreendido.

A regulacédo negativa da via JAK-STAT ocorre pela expresséo de proteinas
supressoras da sinalizagao de citocinas (SOCS) que competem com as STATSs pela
ligacdo ao receptor de citocina, promovendo a degradagéo proteassomal de JAK2
por ubiquitinacdo e consequentemente interferindo na atividade catalitica via
interacdo com o dominio quinase (Haan et al.,, 2009). A JAK2 também é
negativamente regulada pela proteina Casitas B-cell lymphoma (CBL), que age
como ubiquitina ligase para varias tirosinoquinases, e pela proteina adaptadora LNK
(do inglés, lymphocyte adaptor protein), que sequestra JAK2 (Tong, Zhang e Lodish,
2005) (Figura 2).

M
390000 00000000,

B
’ MPLWS]SL/K

JAK2V6TIF orf
JAK2 Exon 12

Ativacdo de genes envolvidos com
proliferagdo e sobrevivéncia

INYN

Figura 2. Mecanismo de ativacdo da via de sinalizacdo JAK2 por mutagcdes no gene
JAK2

(a) Citocinas ligadas aos seus receptores provocam a fosforilacdo da Janus quinase 2 (JAK2) e o
recrutamento de proteinas sinalizadoras STAT e consequente fosforilagdo e ativagdo das vias de
sinalizacdo subsequentes, incluindo os fatores de transcricdo STAT, MAPK e PI3K-Akt. b) Os
receptores com mutacdo JAK2'®'" e JAK2 éxon 12 sdo fosforilados na auséncia de ligante, e
conduzem a ativagdo constitutiva da via de sinalizagdo. c) Por outro lado, os receptores de
trombopoetina com mutacdo MPLWSHK 550 capazes de fosforilar JAK2 selvagem na auséncia de
trombopoetina resultando na ativacdo de vias de sinalizacdo seguintes. A regulacao negativa da
sinalizacdo JAK2 é normalmente mediada pelas proteinas supressoras de sinalizacdo SOCS1 e
SOCS3. A JAK2Y*HF pode escapar do feedback negativo mediado por SOCS3. Adaptado de Levine
et al., 2007
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A mutacdo JAK2V®'F consiste em uma troca do nucleotideo G por T na
posicdo 1849 no éxon 14 do gene, o que resulta na substituicdo de um aminoacido
valina por uma fenilalanina na posicao 617 da proteina (Baxter et al., 2005; James et
al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005). Tal mutacao resulta na ativacéo
constitutiva do gene JAK2, que promove a acdo continua das cascatas de
sinalizacdo subsequentes envolvidas com o0s processos de apoptose, ciclo e
diferenciacdo celular (Levine et al., 2006) (Figura 2). Posteriormente em 2007,
outras mutacdes no éxon 12 do gene JAK2 também foram descritas nos pacientes
com PV JAK2Y®'"F hegativos (Scott et al., 2007).

A mutacdo JAK2'%!'F esta presente em cerca de 97% dos casos de PV e

em aproximadamente 60% dos casos de MF e TE (Hubbeling, Frank e Hexner,

2012). A prevaléncia da mutacdo JAK2V®YF

PV, 56% para MFP e 28% para TE (Monte-Mor et al., 2007). Os pacientes com PV,
2V617F

na populacdo brasileira € de 96% para
negativos para JAK (3%) correspondem aos casos com mutacées no éxon 12
do gene JAK2 ou negativos para mutacao (Baxter et al., 2005; James et al., 2005;
Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005; Scott et al., 2007). A presenca de
JAK2V5Y"F esta incluida nos critérios de classificacdo e diagndstico das NMP revisto
pela OMS (2016) como um dos principais critérios de diagnostico de PV, e é

considerado marcador clonal de TE e MF (Arber, et al., 2016).

A mutacdo JAK2Y®*F pode estar presente em heterozigose ou homozigose,
e também pode evoluir para a homozigose por recombinacdo mitética, resultando
em evento de dissomia uniparental. A carga alélica da mutacdo JAK2 parece estar
associada com a progresséo da TE e PV para MF ou com os fenotipos da doenca e
a um pior prognostico (Alshemmari et al., 2013). A razdo pela qual a mesma

mutacgéo JAK2V6L'F

provoca aparentemente trés fenoétipos diferentes, MF, PV ou TE,
ainda ndo esta clara (Skoda, 2007), bem como o mecanismo que conduz aos
fendtipos de fibrose medular, hematopoese extramedular, citopenias e

transformacao leucémica (Fleischman e Maziarz, 2013).
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2.2 Mutacdes no gene MPL

O gene MPL codifica o receptor da trombopoetina (TPO) e possui 12 éxons
distribuidos em 17kb de DNA (Le Coniat et al., 1989). A TPO € um fator de
crescimento que regula a producdo de progenitores hematopoéticos multipotentes e

plaguetas.

Em 2006, as mutacdes somaticas MPL"*'*"¥ foram descritas em pacientes
com MF JAK2Y®'"F negativos (Pikman et al., 2006). Tais muta¢des ocorrem no éxon
10 do gene, resultando na substituicdo de um triptofano por uma leucina ou por uma
lisina no cédon 515 da regido transmembrana da proteina. O aminoacido 515 esta
localizado num trecho de cinco aminoacidos [[K/R]WQFP] e possui papel relevante
na conformacdo do receptor de MPL no citosol (cMPL) e previne sua ativagao
espontanea (Staerk et al., 2006; Pecquet et al., 2010)

O mecanismo pelo qual a TPO ativa seu receptor parece ser semelhante ao
de outras citocinas hematopoéticas, que se ligam e induzem a homodimeriza¢do do

receptor (Mignotte et al., 1994).

2.3 Mutacdes no gene CALR

O gene CALR codifica a calreticulina, proteina com multiplas funcgdes,
localizada primariamente no limen do reticulo endoplasméatico, no qual apresenta
funcdes de chaperona. Essa proteina tem uma importante funcdo na homeostase
do calcio, e provavelmente possui um papel na regulacdo da transcricdo, visto ser
também encontrada no nucleo celular (Burns et al., 1994). Os genes alvo da
calreticulina ainda ndo sédo conhecidos; porém, ha evidéncias de seu envolvimento
na apoptose e na regulacdo da sobrevivéncia celular em células cancerigenas por
meio da promocdo de atividade antitumoral na capacidade pro fagocitica de

macrofagos (Chao et al., 2010).

Em 2013, foram descritas mutacfes no éxon 9 no gene CALR na maioria
dos pacientes com TE e MF negativos para as mutacdes nos genes JAK2 e MPL
sugerindo que estas mutacdes desempenham importante papel na patogénese das
NMPs JAK2 negativas (Klampfl et al, 2013; Nangalia et al, 2013).
Consequentemente, devido a essa importancia, a analise de CALR foi incluida nos

critérios diagnosticos da OMS para as NMPs (Arber, et al., 2016).
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As mutacdes no éxon 9 no gene CALR consistem em inser¢des ou delecbes
que resultam em modificacdo na parte C-terminal da proteina. Os Ultimos 4
aminoacidos (KDEL), que contém o sinal para a retencdo no reticulo
endoplasmatico, se tornam positivamente carregados resultando em perda da
funcdo da proteina e consequente incorreta localizagéo celular (Klampfl et al., 2013).
Mais de 50 tipos de mutacbes foram detectadas, sendo as variantes do tipo 1
(p.L367fs*46), que consiste na delecdo de 52 pb, e tipo 2 (p.K385fs*47), que
consiste na insercdo de 5pb TTGTC, as mais frequentemente encontradas (Cazzola
e Kralovics, 2014). Apesar de os efeitos fisioldgicos dessas alteracdes ndo terem
sido esclarecidos ainda, os primeiros estudos sugerem uma implicacdo na
fosforilagdo de STATS (Klampfl et al., 2013).

Com raras excecdes, as mutacoes em CALR e MPL estdo ausentes na PV
(Pardanani et al., 2011; Broséus, Park, et al., 2014) e suas frequéncias sao de
aproximadamente 20 a 25% e 3 a 4%, respectivamente em TE, e 20 a 25% and 6 a
7% respectivamente na MF (Tefferi, Guglielmelli, et al., 2014). Em estudo prévio de
nosso grupo, foram encontradas mutacdes no gene CALR em pacientes JAK2 e
MPL negativos, sendo as frequéncias de 38% em pacientes com MF, 33% com
MFPTE e 13% com TE. As mutacdes mais frequentes foram as dos tipos 1 e 2.
Apenas um paciente apresentou a mutacdo do tipo 32 (1153 1154AA>TGTC) e
outro uma delecéo (1125delA*), descrita primeiramente por nosso grupo (Nunes et
al., 2015). Numa coorte de 73 pacientes com NMPs, outro grupo mostrou que a
frequéncia de mutacbes no gene CALR na populacdo brasileira é de 33% em
pacientes com MF e 41% em pacientes com TE sendo que as mais frequentes foram
as do tipo 1 e tipo 2. Os pacientes com PV néo apresentaram mutacdes na CALR
(Machado-Neto et al., 2015).

2Vé1’F o CALR foi encontrada em raros

A coexisténcia das mutagbes JAK
casos de anemia refrataria com sideroblastos em anel associada com trombocitose
evidente (Broseéus, Lippert, et al., 2014), PV (Xu et al., 2015), MF (Tefferi, Lasho, et

al., 2014) e TE (Lundberg et al., 2014; Mcgaffin et al., 2014; Xu et al., 2015).

Embora a mutacdes somaticas JAK2'®''F e em CALR sejam bastante
frequentes entre os pacientes com MF (>75% dos casos), uma propor¢cao € negativa
para as trés mutacdes (JAK2VSYF MPLWS: e CALR), sendo estes pacientes

denominados triplo-negativos, e mesmo aqueles que as apresentam, tal fato nao
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parece iniciar a doencga (Tefferi, 2010; Vainchenker e Constantinescu, 2013; Tefferi,
Guglielmelli, et al.,, 2014). Mais recentemente, 0 sequenciamento de exoma
completo revelou a presenca de outras variantes nos genes MPL ou JAK2 em
pacientes com MF e TE, sugerindo que os triplo-negativos ndo representam um

grupo homogéneo de pacientes (Milosevic Feenstra et al., 2015).

2.4 Outras mutacgoes

O genoma de pacientes com NMPs tem sido extensivamente sequenciado
em busca de novas mutagbes que expliguem a fisiopatologia dessas doencas
(Lundberg et al., 2014). Interessantemente, muitas mutacfes sdo encontradas ao
diagnéstico e apenas duas mutacfes somaticas foram descritas durante o curso da
doenca em uma coorte de 133 pacientes (Lundberg et al., 2014). De uma maneira
geral, as células neoplasicas nas NMPs tendem a ser estaveis do ponto de vista
gendmico. O resultado clinico pode ser predito pelas muta¢cfes encontradas ao
diagnéstico, de modo que, quanto mais muta¢gdes encontradas, pior € o prognostico
(Lundberg et al., 2014). Foram descritas mutacdes na proteina adaptadora LNK
[Homologia 2-B3 de Scr (SH2B3)], que resultam na perda de funcdo da proteina,
responsavel por regular negativamente a sinalizacdo de EPO e TPO por meio da
inibicdo de JAK2 (Lasho, Pardanani e Tefferi, 2010; Oh et al., 2010); e muta¢des nos
genes de SOCS, que regulam negativamente a via JAK-STAT (Krebs e Hilton,
2000).

Além disso, mutacbes que afetam genes envolvidos com a regulacdo
epigenética tais como Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase (CBL), tet
methylcytosine dioxygenase 2 (TETZ2), splicing factor 3b subunit 1 (SF3B1),
serine/arginine-rich splicing factor 2 (SRSF2), DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3
alpha (DNMT3A), isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1/2), enhancer of zeste 2
polycomb repressive complex 2 subunit (EZH2) e additional sex combs like 1,
transcriptional regulator (ASXL1) ou genes envolvidos na regulacéo da apoptose, tal
como o tumor protein p53 (TP53), também tém sido descritas (Passamonti, Mora e
Maffioli, 2016).

As mutacdes em TET2, enzima envolvida na desmetilacdo do DNA, foram as

primeiras descritas em neoplasias mieloides em 2009, especialmente em pacientes
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JAK2VF heterozigotos (Delhommeau et al., 2009). As mutacdes TET2 podem
ocorrer antes ou depois de muta¢des condutoras (JAK2V®F, MPLVYK) originando
véarios clones ao mesmo tempo (Lundberg et al., 2014; Ortmann et al., 2015). A
perda da funcdo de TET2 induz o aumento da proliferacdo de células tronco
hematopoéticas (CTH) e confere a CTH JAK2"**"F uma vantagem competitiva sobre
a CTH JAK2®'"F/ITET2 tipo selvagem (Moran-Crusio et al., 2011; Kameda et al.,
2015; Ortmann et al., 2015). Ainda é controverso se as mutacdes em TET2 estdo
associadas com o alto risco a transformacgéo (Tefferi et al., 2009; Lundberg et al.,
2014), mas a ordem da ocorréncia entre TET2 e JAK2®'F impacta nos efeitos
bioldgicos e clinicos da doenca (Ortmann et al., 2015). Ja as mutacdes nos genes
ASXL1 ou SRSF2 foram associadas a pior sobrevida em pacientes com MFP,
independente da classificacdo de risco DIPSS-plus (Passamonti, Mora e Maffioli,
2016).

Mutac6es na DNA metiltransferase DNMT3A também tem sido encontradas
em cerca de 5% dos pacientes com NMPs (Abdel-Wahab et al., 2011; Lundberg et
al., 2014).

Mutacbes com perda de funcdo de EZH2 tém sido encontradas em alguns
casos NMP (3 %) (Ernst et al., 2010; Lundberg et al., 2014). A EZH2 € uma metil-
transferase de histona, que induz a formacdo de heterocromatina e participa na
repressdo génica. Outras mutagbes em genes IDH1/2, TP53 tem sido associadas
com a transformacdo para leucemia mieloide aguda (LMA) (Green e Beer, 2010;

Harutyunyan et al., 2011).

As NMPs podem ser associadas com mutagcdes em TP53 heterozigotas,
enquanto aquisicdo de homozigose ou mutacdo de outros alelos TP53 esta
associada com a transformacao para LMA (Lundberg et al., 2014).

A seguir serdo apresentadas a epidemiologia, aspectos clinicos,
diagnéstico, fisiopatologia e tratamentos das NMPs BCR-ABL1 negativas: MF, TE e
PV.

2.5 Mielofibrose primaria (MF)

A MF foi anteriormente denominada mielofibrose cronica idiopatica,
metaplasia mieloide agnogénica, mielofiborose com metaplasia mieloide, dentre

outras denominacdes (Mesa et al., 2007). A MF € uma doencga clonal originada da
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transformacdo neoplasica de célula hematopoética pluripotente (célula-tronco),
acompanhada de alteracbes reacionais intensas do estroma medular, com fibrose

colagénica, osteosclerose e angiogénese (Mesa et al., 2007).

Quanto a fisiopatologia, a MF parece resultar da transformacdo da célula-
tronco hematopoética, que conduz ao aumento de megacariocitos e de mondcitos
que, por sua vez, liberam fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (Fleischman e
Maziarz, 2013).

A fibrose na MF é considerada um processo de resposta de fibroblastos
normais as citocinas produzidas pelos megacariocitos (Stein e Moliterno, 2010).
Ocorre hipersensibilidade das células hematopoéticas as citocinas e diminuicdo da
expressdo do receptor de trombopoetina (MPL) em plaguetas e megacariécitos.
Outra importante caracteristica da MF é a presenca de concentracdes elevadas de
citocinas pro-inflamatdrias associadas ao aumento da fibrose medular, sintomas
constitucionais, esplenomegalia e hematopoese extramedular (Figura 3) (Tefferi,
Vaidya, et al., 2011; Hasselbalch, 2012; Vaidya et al., 2012). A IL-8 também exerce
importante papel no microambiente do tumor, contribuindo para a neoangiogénese
(Waugh e Wilson, 2008). Concentragdes elevadas de fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), de FGF bésico (bFGF), e VEGF contribuem para o processo
de fibrose da medula e angiogénese (Le Bousse-Kerdiles e Martyré, 1999;
Hasselbalch et al.,, 2011). Ha ainda a descricdo da potencial relacdo entre a
concentracdo do VEGF medular com a densidade microvascular, parametros
prognosticos estabelecidos do estagio fibrético, alteracbes cromossémicas e
sobrevida do paciente (Steurer et al., 2007). Na MF, a fibrose progressiva da medula
Ossea pode ser causada por sinergismo entre a sintese aumentada de fibronectina e
das citocinas pro-inflamatorias tais como o fator transformador de crescimento (TGF-

B1), IL-1 e a substancia P em mondcitos (Chang, Yook e Rameshwar, 2013).
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Figura 3. Fisiopatologia, principais manifestacdes clinicas e complicacbées comuns
de MF

CD34: cluster de diferenciacao 34; Fb: fibroblasto; HSC: hematopoietic stem cell; CTH: célula-tronco
hematopoética; JAK: Janus kinase; MK: megacariécito; MO: monocito; MPL: myeloproliferative
leukemia virus oncogene; Ne: neutrofilo; Ob: osteoblasto; Oc: osteoclasto; STAT: signhal transducer
and activator of transcription. Adaptado de Mughal et al., 2014

A MF é a menos frequente dentre as NMPs, com incidéncia mundial
estimada de 0,22 a 0,99 casos para cada 100.000 individuos, 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).

Essa doenca acomete principalmente pacientes idosos, sendo a idade média
de 67 anos. Cerca de 5 a 17% dos pacientes sédo diagnosticados antes da idade de
40 a 50 anos, sendo uma condicao rara na infancia (Mesa et al., 1999).

A etiologia da MF é desconhecida, mas sabe-se que pode advir da
progresséo de outras doengas hematologicas, como a PV, TE, LMC e Linfoma de
Hodgkin, bem como de doencas de origem ndo hematolégicas, como intoxicacoes,
infeccbes, carcinoma de mama e de prostata (Reilly, 1997; Reeder et al., 2003;
Mesa et al., 2007). A progressao para MF ocorre em 25 a 30% nos pacientes com

PV e apenas em 2 a 3% dos pacientes com TE (Moulard et al., 2013).

A maioria dos pacientes € assintomatica e a doenca é detectada geralmente
pela descoberta de esplenomegalia e/ou hemogramas anormais durante exames de
rotina. Nos pacientes sintomaticos, as manifestacdes clinicas incluem anemia grave,

hepatoesplenomegalia, sintomas constitucionais (fadiga, sudorese noturna, febre),
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caquexia, dor Ossea, infarto esplénico, prurido, trombose e sangramento. A
eritropoese ineficaz e hematopoese extramedular sédo as principais causas de
anemia e organomegalias, respectivamente. Outras complicacbes da doenca
incluem a hipertensao portal sintomatica, que pode levar ao sangramento de varizes
ou ascite, e a hematopoese extramedular ndo hepatoesplénica, que pode levar a
compressdo da medula 6ssea, ascite, derrame pleural, hipertensdo pulmonar, ou dor

difusa nas extremidades (Tefferi, 2000).

A doenca tem duas fases: fase pré-fibrética, inicial, com medula 6ssea
hipercelular, que evolui até a fase fibrdtica, na qual ha substituicdo do tecido
hematopoético por fibras reticulinicas e colagénicas.

De acordo com um amplo estudo citogenético realizado em pacientes com
MF primaria (N=433), foi relatada alteracdo no cariotipo em 36% (N=158) dos
pacientes. Dentre estes, 109 (69%) possuiam uma Unica anormalidade, 23 (15%)
duas anormalidades e 26 (17%) trés ou mais anormalidades. A alteracao Unica mais
frequente foi a 20q - (28%) (Caramazza et al., 2011). As alteragdes trissomia 8,
i(179), -5/50-, 12p-, rearranjo 11923 ou inversdo(3) foram consideradas de
prognéstico desfavoravel quando ocorreram isoladamente (Vaidya et al.,, 2011).
Recentemente as alteracdes i(17qg) e inv(3) foram associadas ao pior prognéstico
(Tefferi, Jimma, et al.,, 2011). Anormalidades unicas de 13qg-, 20g-, +9, e
translocacdes/duplicacbes no cromossomo 1, foram associados com maior

sobrevida dos pacientes (Hussein et al., 2010).

O prognostico pode variar entre os individuos devido a diferengas nas
caracteristicas de agressividade da doenca e na idade do paciente ao diagndstico
(Patnaik et al., 2010). A sobrevida esta associada a presenca de comorbidades e
grau de fibrose medular (Lekovic et al., 2014), e as caracteristicas frequentemente
relacionadas a sobrevida séo: a idade, o grau de anemia, o numero de leucocitos e
namero de blastos no sangue periférico (Barosi e Hoffman, 2005). A sobrevida 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) Entre as principais
causas de morte estdo sequelas da hipertensao portal, trombose, faléncia cardiaca,
faléncia hepatica, infec¢des, hipertensdo pulmonar, hemorragias causadas por
trombocitopenia ou defeitos hemostaticos e transformacao leucémica, que ocorre em
20% dos pacientes (Cervantes et al., 1997; Mesa et al., 2005; Tefferi, 2008).
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Ao diagndstico, a probabilidade de sobrevida pode ser avaliada pelo Sistema
de Escore de Progndstico Internacional (IPSS) (Cervantes et al., 2009), e o Sistema
de Escore Prognéstico Internacional Dinamico (DIPSS-Plus) pode ser usado a
qualquer momento durante o curso da doenga (Passamonti et al., 2010).

O DIPSS-Plus é um sistema de pontuacdo que avalia oito fatores de risco
independentes (Tabela 2), 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 esta associada a diferente tempo

meédio de sobrevida e conduta de tratamento (Tabela 3) (Gangat et al., 2011).

Tabela 2. Fatores de risco para mielofibrose primaria segundo a classificacédo
DIPPS-Plus

Idade superior a 65 anos
Hemoglobina < 10 g/dL

Leucécitos > 25 x 10%L

Blastos circulantes = 1%

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

Necessidade de transfusao de eritrocitos

*S80 considerados sintomas constitucionais a presenca 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 11q23. Adaptado de Tefferi e
Vainchenker, 2011
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Tabela 3. Categorias de risco segundo a DIPSS-plus para o prognéstico da
mielofibrose priméria, média de sobrevida e conduta empregada em cada caso

Categorias de risco Média de Conduta empregada
segundo DIPSS-plus  sobrevida

Baixo 15,4 anos  Observacgao ou tratamento convencional*

(sem fatores de risco)

Intermediario 1 6,5 anos Observacédo ou tratamento convencional* ou

(1 fator de risco) experimental

Intermediario 2 2,9 anos Transplante alogénico de células-tronco ou tratamento
(2 ou 3 fatores de experimental

risco)

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

*Prepara¢des de andrégenos ou talidomida associada a prednisona para anemia; hidroxicarbamida
para esplenomegalia. Fonte: Gangat et al., 2011

O diagnéstico da MF é feito de acordo com os critérios da OMS (2016)
(Arber, et al., 2016). A presenca da mutacdo JAK2'%*"F ou MPL"***" podem ser Uteis
para excluir fiborose da medula 6ssea reativa. No entanto, a auséncia de ambos os
marcadores moleculares ndo exclui a hipétese de NMP. Assim, as causas de fibrose
reativa da medula 6ssea devem ser investigadas nos casos em que nenhum
marcador clonal € encontrado. A histologia da medula 6ssea em combinagdo com
outras caracteristicas clinicas e laboratoriais ajuda a estabelecer o diagndstico da
MF. Na MF a medula demonstra proliferacdo megacariocitica marcada com atipia,
descrita como a presenca de megacariocitos de tamanhos variados com relagédo
ndcleo/citoplasma aberrante e hipercromatico e ndcleos irregularmente dobrados
com agrupamento denso, acompanhada por fibrose de reticulina e/ou de colageno
(Arber, et al., 2016)..

Os novos critérios da OMS (2016) classificam a mielofiborose em MF pré-
fibrética e mielofibrose priméria. A pesquisa de BCR—-ABLL1 deve ser realizada para
descartar a presenca de LMC e os critérios para outras NMPs nédo devem ser
encontrados. Os critérios menores que ajudam a estabelecer o diagnéstico da MF
incluem leucocitose, leucoeritroblastose, aumento de desidrogenase latica (DHL) no
soro, anemia e esplenomegalia palpavel (Tabela 4).
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O Unico tratamento curativo para MF é o transplante alogénico de células-
tronco hematopoéticas. Alguns autores relataram que a mutacdo JAK2VOY'F
desaparece apés o transplante, mas pode recidivar, sendo, portanto um marcador
de doenca residual minima capaz de orientar os clinicos quanto ao sucesso do TMO
ou guanto a indicacdo da realizacdo da terapia pos-transplante (Denys et al., 2010;

Huijsmans et al., 2011).

Os demais tratamentos para MF sao paliativos e a terapia padrao nao esta
bem estabelecida. Os tratamentos utilizados sdo a hidroxicarbamida, alquilantes

orais, agentes imunomoduladores e o interferon-alfa (Mesa, 2009).

Tabela 4. Critérios para o diagnostico da mielofibrose priméaria (OMS, 2016)

Pré-MF MFP
Proliferacdo megacariocitica e atipia Proliferacdo megacariocitica e atipia
sem fibrose reticulinica > grau 1, acompanhada por fibrose reticulina e/ou
acompanhadas pelo aumento da colagénica graus 2 ou 3

§ celularidade da MO de ajustada por

o

'g idade, proliferacéo granulocitica, e

a muitas vezes diminuicdo da eritropoese

;E‘ N&o atender aos critérios da WHO para PV, LMC BCR-ABL1-positivo, sindrome

© mielodisplasica ou outras disordens mieloides
Presenca de mutacdo em JAK2, CALR, ou MPL ou outro marcador clonal*, ou
auséncia de fibrose reticulinica de menor grau reativa na MO

4 Leucocitose = 11.10% L Leucocitose = 11.10% L

g Aumento da DHL sérica; Leucoeritroblastose

E Anemia; Aumento da DHL sérica

2 Esplenomegalia. Anemia

\©

';E) Esplenomegalia

O diagndstico tanto da Pré-MF quanto da MFP requer a presenca dos 3 critérios maiores e pelo
menos 1 critério menore. PV: Policitemia Vera; LMC: Leucemia Mieloide Crdnica; DHL:
Desidrogenase Lactica. * Na auséncia de qualquer uma das 3 principais mutacdes clonais faz a
pesquisa das mutacdes associadas mais frequentes (por exemplo, ASXL1, EZH2, TET2, IDH1 / IDH2,
SRSF2, SF3B1)

Os inibidores de JAK2 s&o as maiores promessas na terapia das NMPs, pois

os estudos indicam que séo capazes de melhorar a qualidade de vida e com
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menores efeitos colaterais se comparados aos demais tratamentos. Dentre 0s
inibidores de JAK2, o ruxolitinibe (Jakafi®, Incyte, Wilmington/DE, EUA) foi o primeiro
a ser aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), pela European Medicines
Agency (EMA) e recentemente pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa) para uso em pacientes com MF de risco intermediario-2 e de alto risco, com
o nome comercial Jakavi Novartis®. Tal aprovacao foi baseada em dois estudos de
fase Ill que confirmaram o valor do ruxolitinibe na reducéo da esplenomegalia e
alivio dos sintomas constitucionais (Harrison et al., 2012; Verstovsek et al., 2012).
No ensaio clinico COMFORT-I, 41,9% dos pacientes do grupo tratado com
ruxolitinibe atingiram o desfecho primario de reducéo de pelo menos 35% no volume
do baco apos 24 semanas de tratamento, contra 0,7% do grupo placebo (P<0,001)
(Verstovsek et al., 2012). Em um segundo estudo de fase Ill, COMFORT-II, 28,5% e
31,8% dos pacientes tratados com este farmaco atingiram o mesmo desfecho
primario apos 48 e 24 semanas, respectivamente, comparados com 0% dos
pacientes recebendo tratamento convencional (Harrison et al., 2012).

Resultados similares foram obtidos em estudos com outros inibidores de
JAK. O momelotinibe (Gilead, Foster City/CA, EUA) foi capaz de reduzir o tamanho
do baco em pelo menos 50%, em 34% dos pacientes num estudo de fases I/l
(Pardanani et al., 2013), e 31% dos pacientes com MF tratados com pacritinibe (CTI
Biopharma, Seattle/WA, EUA) apresentaram reducado esplénica de pelo menos 35%

em um estudo de fase Il (Komrokji et al., 2015).

E importante destacar que os estudos demonstram que o ruxolitinibe é
capaz de aumentar a sobrevida dos pacientes com MF, desfecho este que nenhum
tratamento anterior foi capaz de promover. No estudo COMFORT-I, foi observada
maior sobrevida dos pacientes recebendo ruxolitinibe em relagdo aos que recebiam
placebo ao final de quatro meses de tratamento (91,6% vs 84,4%, HR= 0,50,
P=0,04) (Verstovsek et al., 2012).

2.6 Trombocitemia essencial

A trombocitemia essencial (TE) é uma doenca mieloproliferativa clonal

advinda de alteracdo na célula-tronco hematopoética que acomete a linhagem
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megacariocitica, tendo como caracteristica a elevacdo sustentada do numero de

plaguetas com tendéncia a trombose e/ou hemorragia (Briere, 2007).

A incidéncia mundial da TE varia de 0,59 a 2,53 casos/100.000 habitantes e a
prevaléncia € de cerca de 30 casos/100.000 habitantes, semelhantemente a PV
(Johansson, 2006). A idade média dos pacientes ao diagndstico é de 65 a 70 anos,
mas pode ser ocasionalmente encontrada em criangcas e, em muitos pacientes na
terceira ou quarta década de vida. E mais frequente em mulheres que em homens
(proporcédo 2:1). O risco de trombose € maior em pessoas com mais de 60 anos de
idade (Fabris e Randi, 2009).

Um terco a um quarto dos pacientes é sintomatico ao diagnéstico, e 25% a
48% apresentam esplenomegalia. Sintomas vasomotores, caracterizados por
cefaleia, sincope, dor toracica atipica, distarbios visuais, livedo reticular e queimacéo
de maos ou pés associada a rubor e calor, sdo observados em cerca de 40% dos
casos (Chauffaille, 2010).

Os sintomas clinicos da TE baseiam-se na predisposicdo a eventos
vasculares oclusivos e hemorragicos. Os primeiros envolvem a circulacéo cerebral,
coronaria e circulagdo arterial periférica. A trombose nas grandes artérias apresenta
a maior causa de mortalidade associada a doenca, podendo causar danos
neurolégicos graves, cardiacos e até mesmo perda das habilidades motoras (Briere,
2007). A maioria dos eventos trombaéticos ocorre na forma de trombose venosa
profunda e embolia pulmonar. A trombose de veia hepatica ou porta (sindrome de
Budd-Chiari) ocorre particularmente em pacientes mais jovens (Chauffaille, 2010),
apesar do risco de trombose ser maior em pessoas com mais de 60 anos de idade
(Fabris e Randi, 2009).

Dor de cabeca e enxaqueca sao 0S sintomas mais comuns, mas podem
ocorrer ataques isquémicos, convulsdes e repentinas crises de auséncia em
decorréncia da isquemia. Disturbios visuais como diplopia e visdo turva também

podem ocorrer (Briére, 2007).

Os fenbmenos hemorragicos estao presentes em 26% dos pacientes e muitas
vezes sao limitados as manifestacdes recorrentes de pele como manchas negras,
hematomas subcutaneos, equimoses e epistaxe ou sangramento gengival.

Petéquias sdo raramente vistas. A historia de perda de sangue gastrointestinal
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(melena e/ou hematémese) ou a presenca de sangue oculto nas fezes pode ser
evidenciada no momento do diagnéstico (Briere, 2007).

Anormalidades citogenéticas sdo incomuns na TE e ocorrem na minoria dos
casos (cerca de 5%). As anomalias mais comuns sdo: trissomias 8 e 9 e delecdes

em 13q e 20q, que também sao observadas na PV e MF (Reilly, 2008).

A trombocitose continua sendo o critério para o diagnoéstico da TE. Nos
critérios revisados pela OMS (2016), a contagem de plaguetas ao diagndstico € de
450 x 10%L(Arber, et al., 2016). Este nivel de trombocitose néo é especifico para TE,
e pode ser associado a processos reativos. Apos a exclusdo de causas Obvias de
trombocitose reativa (deficiéncia de ferro, trauma, infeccdo, etc), o teste para a

mutacéo JAK2Ye1F

no sangue periférico € uma ferramenta valiosa. A presenca de
JAK2Y®MF confirma a trombocitose clonal, mas uma reviséo cuidadosa da extensao
de sangue periférico, da bidpsia de medula e da citogenética também devem ser
realizados para confirmar o diagnéstico de TE. Muitas vezes pode ocorrer
trombocitose na LMC, portanto, a presenca de BCR-ABL1 deve ser excluida. Além
disso, para distinguir a TE de MF em fase pré-fibrotica, a qual caracteriza-se por
trombocitose acentuada no sangue periférico, a medula 6ssea deve apresentar
proliferacdo megacariocitica com aumento do nimero de megacariécitos maduros,

by

sem desvio a esquerda. A extensdo de sangue periférico ndo deve apresentar

leucoeritroblastose. A auséncia de JAK2V"F

nado descarta o diagndstico de TE dada
a grande propor¢cdo de pacientes que nao apresentam a mutacao (Kittur et al.,
2007). Apenas 4% dos pacientes com TE, sem mutacdo JAK2Y®'" possui mutacao
no gene MPL (Pardanani et al., 2006; Vannucchi et al., 2008; Schnittger et al., 2009)
e 30% mutacdo no gene CALR (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) (Tabela

5).

Por décadas atribuiu-se a proliferacdo megacariocitica aos fatores
relacionados a trombopoetina (TPO) e ao seu receptor celular (c-MPL), regulados
pelas citocinas IL-3, IL-6 e IL-11, que, junto a resisténcia aos inibidores da
plaquetopoese, interagem com o microambiente medular, produzindo e maturando

megacariécitos exacerbadamente (Bittencourt et al., 2010).

Na TE, as concentracbes séricas de TPO sao normais ou ligeiramente

aumentadas. Além disso, a expressdo dos receptores c-MPL esta reduzida numa
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7

porcentagem dos pacientes com TE e sua ativacdo ndo é constitutiva (Tefferi e
Murphy, 2001).

Tabela 5. Critérios para o diagnostico de trombocitemia essencial (OMS, 2016)

Critérios maiores
Contagem plaquetéaria = 450 x 10°/L

Biopsia medular demonstrando proliferacdo preferencial da linhagem megacariocitica com
namero aumentado de megacariécitos maduros e grandes. Sem aumento ou desvio a
esquerda significativo da granulopoese (neutréfilos) ou eritropoese com aumento de

fibras retpiculinicas raras (grau 1)
Sem critérios para PV, MF, LMC BCR-ABL+ ou SMDs ou outras neoplasias mieloides
Presenca de mutacdo JAK2V*'F, CALR, MPL
Critérios menores

Presenca de marcador clonal sem evidéncia de trombocitose reativa

O diagnéstico requer a presenca dos quatro critérios maiores ou dos trés critérios maiores e 1 menor.
PV: policitemia vera, MF mielofibrose priméaria, LMC leucemia mieloide crénica; SMD sindrome
mielodisplasica

A hiperplasia megacariocitica acarreta consequente plaguetose, responsavel
pela reducdo proteolitica dos multimeros do fator de von Willebrand, promovendo
uma sindrome de Von Willebrand adquirida, reforcada pela ativacdo das plaquetas
com defeito no metabolismo do acido araquidonico e reducdo dos receptores de
prostaglandina D2, mantendo o tromboxano 2 ativo, o que facilita sangramentos

(Budde et al., 1984).

Foi demonstrado que a menor carga alélica JAK2V%*'F

€ capaz de discriminar
pacientes com TE de pacientes com estagio pré-fibrético da MF (Hussein et al.,

2009).

As trés mutacgdes somaticas no codon 515 do MPL (W515L, W515K, S505N)
explica, pelo menos em parte, as alteracdes nas vias de sinalizacdo das moléculas
STAT3, STAT5, na proteina ativadora do mitogénio (MAPK) e na PI3K/AKT,
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concedendo ganho de funcdo e vantagem proliferativa aos megacariocitos (Cazzola,
2008; Levine e Heaney, 2008).

A intervencdo terapéutica baseia-se na reducdo de eventos tromboéticos
sendo utilizada a terapia citorredutiva, indicada para pacientes de alto risco
(hidroxicarbamida, anagrelide ou interferon-a), e de anti-agregacdo plaquetéaria
(aspirina e clopidrogrel) (Briere, 2007).

Diferentemente da MF e da PV, os inibidores de JAK2 ainda ndo sao

indicados para o tratamento de TE (Aruch e Mascarenhas, 2015).

2.7 Policitemia vera

E uma neoplasia clonal caracterizada pelo aumento do volume total da
massa eritrocitaria independentemente da acdo dos mecanismos habituais de

regulacéo da eritropoese (Chauffaille, 2010).

A PV incide preferencialmente em pacientes de 60 a 70 anos e tem
incidéncia anual de 0,7 a 2,5 casos a cada 100.000 habitantes, com média de
sobrevida de aproximadamente 15 anos apds o diagnostico. E mais frequente em

homens do que em mulheres (Swerdlow et al., 2008).

A PV é uma doenca silenciosa e 0s pacientes podem permanecer
assintomaticos por longos periodos. As principais manifestacfes clinicas incluem
cefaleia, pletora, cansaco, tontura e sudorese. O prurido esta presente em torno de
40% dos pacientes e € atribuido a aumento de histamina e ao nimero de mastécitos
na pele. Episodios trombaticos (AVC, sindrome de Budd-Chiari, infarto do miocérdio,
tromboembolismo pulmonar ou trombose venosa profunda) estdo entre as
complicagbes mais comuns, com acometimento de aproximadamente 33% dos
pacientes. Sangramentos sao descritos em 25% dos casos, mas a trombose

costuma ser a causa mais comum de morte.

Os problemas hemorragicos estdo normalmente relacionados com as
plaquetas, envolvendo hemorragias espontaneas tipicamente muco-cutaneas, com
equimoses, epistaxes e sangramento gengival (Squizzato, Romualdi e Middeldorp,
2008). O risco de hemorragia aumenta com o uso de farmacos antiagregantes

plaquetéarios e, paradoxalmente ao que seria de esperar, ocorre por aumento da
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trombocitose, possivelmente devido a uma forma adquirida de doenca de von
Willebrand. No entanto, a complicagdo hemorragica € menos frequente que a

trombadtica.

A PV pode progredir em 3 fases: (1) Prodrémica ou fase pré-policitémica
caracterizada por aumento discreto do numero de eritrocitos; (2) Fase policitémica,
associada a massa eritrocitaria significativamente aumentada; (3) Fase acelerada ou
Mielofibrose pos-policittmia na qual as citopenias, incluindo a anemia, estédo
associadas a hematopoese ineficaz, fibrose da medula éssea, hematopoese extra-
medular e esplenomegalia (Swerdlow et al., 2008). Na fase tardia da doenca, ha
risco aumentado para evolucdo da doenca para fibrose medular ou transformacao

em leucemia aguda (Chauffaille, 2010).

A descoberta da mutacdo adquirida JAK2Y%'F, j4 citada anteriormente, foi
um marco na elucidacdo desse grupo de doencas (Kralovics et al., 2005). Outras
mutacBes no gene JAK2, como no éxon 12, também foram descritas, porém sao
mais raras (Scott et al., 2007). Na PV a expanséo da linhagem eritroide resulta em
alta massa eritocitaria, embora na trombocitemia, as altas contagens de neutrdfilos e
a esplenomegalia estejam presentes em propor¢ao significante dos casos de PV. A
expansdo eritroide ocorre independente de eritropoetina (EPO) (Pearson e
Messinezy, 1996).

As células progenitoras da medula éssea na PV podem formar colénias
eritroides na auséncia de EPO in vitro (Maran e Prchal, 2004). Estas colbnias
eritroides enddgenas sdo Uteis no diagndstico diferencial entre PV e policitemias

secundarias.

A dissomia uniparental adquirida do cromossomo 9p foi descrita em 2002 em
pacientes com PV (Kralovics, Guan e Prchal, 2002), e desde entdo, o0 mapeamento
desta regido demonstrou que essa alteracdo é bastante comum nas NMPs, o que

contribuiu para a descoberta de JAK2V®'F

posteriormente. Por levar a homozigose
de JAK2V®'"F esta alteracdo foi associada com pior desfecho clinico da doenca

(Wang, Wheeler e Prchal, 2015).

Alteracbes cromossdmicas sdo observadas em cerca de 10% a 30% dos
casos, ao diagndéstico, e as mais comuns sao: trissomia +8, trissomia +9, del(20q),

ganho de material no 1q, del(1qg) e del(13g). Com o progredir da doenca, a taxa de
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anormalidade citogenética atinge algo em torno de 80%, particularmente nos casos
em fase fibrotica pos-policitémica e chega a quase 100% nos casos transformados

em leucemia aguda (Chauffaille, 2010).

Segundo a OMS, para o diagnostico de PV ha a necessidade do
preenchimento dos trés critérios maiores ou dois critérios maiores ou um critério

menor (Tabela 6).

Casos de provavel PV com deficiéncia de ferro podem oferecer alguma
confusdo na sua interpretacdo. A reposicdo de ferro ndo € recomendada
normalmente, visto que a elevacédo substancial da hemoglobina oferece risco ao

paciente (Levine e Gilliland, 2008).

Para o diagnostico de fase fibrética pds-policitémica sdo necessarios: 1)
diagnéstico prévio documentado de PV, segundo critérios da OMS, e 2) fibrose na
medula grau 2-3 (na escala de 0-3) ou 3-4 (na escala de 0-4), associados a dois
outros critérios que seguem: 1) anemia ou perda sustentada por flebotomia ou uso
de medicacdo citorredutora para a eritrocitose; 2) quadro periférico de
leucoeritroblastose; 3) esplenomegalia progressiva definida tanto por baco palpavel
a mais de 5 cm do rebordo costal esquerdo ou aparecimento de baco palpavel; 4)
desenvolvimento de mais de um dos trés sintomas constitucionais: perda de mais
que 10% do peso nos ultimos seis meses; sudorese noturna e febre maior que

37,5°C, sem causa aparente (Chauffaille, 2010).

Tabela 6. Critérios diagnosticos para PV (OMS, 2016)

Critérios maiores

Hemoglobina>16,5g/dL em homens, >16g/dL em mulheres; ou hematécrito> 49%
em homens ou > 48% em mulheres; ou aumento da massa eritrocitaria;

Medula éssea hipercelular para idade a custa da elevacdo do numero de células das 3
linhagens (panmielose) com megacariécitos pleomorficos;

Presenca da mutacdo JAK2®'F ou outra semelhante (éxon 12).
Critérios menores

Dosagem sérica da eritropoetina abaixo do valor de referéncia normal,
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O hemograma apresenta aumento do numero de hemécias, hemoglobina e
hematdcrito; a leucocitose pode estar presente com desvio a esquerda até
mieldcitos; assim como a basofilia, eosinofilia e monocitose. As plaquetas podem
estar aumentadas em numero, geralmente entre 500x10%L e 1.000x10°%L
(Chauffaille, 2010).

O mielograma e a biopsia de medula Ossea mostram geralmente
hipercelularidade com hiperplasia de todos os elementos (ainda que a auséncia de
hipercelularidade ndo exclua o diagndstico). Observam-se atipias de megacariécitos,
com variagdo de tamanho e predominando elementos grandes com nucleos
hiperlobulados. Pode ocorrer discreto aumento de fibras reticulinicas, mas fibrose s6
ocorre em casos que evoluem para fase pos policitémica. A coloracdo Perls nao

demonstra depdsito de hemossiderina na biépsia (Orazi, 2007).

Pacientes com trombose venosa abdominal idiopatica devem ser submetidos
a pesquisa da mutacdo em JAK2, pois podem progredir para PV. Entretanto, apenas
a presenca da mutacdo nesses casos ndo fecha o diagnéstico de PV, sendo
considerada uma doenca mieloproliferativa ndo classificada (Finazzi e Barbui, 2007;
Mcmabhon et al., 2007).

Assim como as demais NMPs, para pacientes com PV a Unica terapia
curativa é o transplante alogénico de células tronco, porém apenas uma minoria dos
pacientes é elegivel para essa terapia (Kundranda, Tibes e Mesa, 2012). As
recomendacdes atuais para pacientes com PV de baixo risco para trombose (idade
<60 anos, sem histéria de trombose ou hemorragia grave) incluem controle rigoroso
dos fatores de risco cardiovasculares, uso de aspirina em baixa dose e flebotomia
para reduzir o hematdécrito abaixo de 45% (Barbui et al., 2011). Os pacientes com
maior risco de trombose e complicagdes relacionadas (idade superior a 60 anos e /
ou histéria de trombose) devem ser considerados para a indicagcdo da terapia
citorredutora que incluem a hidroxicarbamida e o IFN-alfa 2 peguilado, em adicéo

aos tratamentos supracitados (Falchi, Newberry e Verstovsek, 2015).

Para os pacientes que apresentaram falha a terapia com hidroxicarbamida
ou interferon, o tratamento de escolha é com agente alquilante como bussulfano,
clorambucil ou pipobromano. No entanto, alguns estudos mostram a associacao
dessas terapias com a progressdo da PV para leucemia aguda (Finazzi et al., 2005;
Bjorkholm et al., 2011; Alvarez-Larran et al., 2014).
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Um estudo clinico de fase Ill com o ruxolitinibe (Jakafi, Incyte) vem sendo feito
em pacientes com PV resistentes ou contraindicados para 0 uso de
hidroxicarbamida. Foi mostrado que 38% dos pacientes tratados com ruxolitinibe
tiveram reducdo no baco comparado a 1% dos tratados com a terapia padrdo. A
normalizagdo do hematocrito foi superior nos pacientes tratados com ruxolitinibe
guando comparados aos pacientes tratados com a terapia padréo (60% versus 20%)
(Vannucchi, 2015).

Considerando que varios avancos vem sendo feitos na identificacdo de
novas mutagdes em pacientes com NMPs desde 2005, bem como, no estudo das
vias de sinalizacdo, ainda ha questbes a serem elucidadas no que se refere a
fisiopatologia desse grupo de doencas. Os mecanismos envolvidos na patogénese e
progressdo dessas NMPs ndo estdo completamente elucidados. Sabe-se que a
angiogénese possui papel importante no processo tumorigénico e é complexamente
regulada por varias proteinas tais como as metaloproteinases de matriz (MMPS), o
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator induzido por hipdxia 1
(HIF-1), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), entre outras. Nesse contexto, 0
presente trabalho contribuirA com a descricdo da potencial relacdo entre nicho
medular, angiogénese e fisiopatologia das NMP.

Nos tépicos a seguir, serdo apresentadas as metaloproteinases e as
proteinas relacionadas, bem como as suas relacbes com a angiogénese e

neoplasias hematoldgicas.

2.8 Metaloproteinases de matriz

As metaloproteinases de matriz (MMPs) foram identificadas em 1962 em um
estudo que descreveu sua atividade enzimatica na degradacédo da tripla hélice do
colageno durante o processo de metamorfose da cauda do girino (Gross e Lapiere,
1962). Essa enzima foi denominada colagenase intersticial ou MMP-1, sendo
posteriormente estudada e sugerido seu papel na clivagem de diversos

componentes da matriz extracelular (MEC) (Teronen et al., 1995).

As MMPs sao endopeptidases zinco-dependentes que desempenham
importante funcdo em varios processos biolégicos. De acordo com a sua

especificidade ao substrato, as MMPs podem ser classificadas em cinco grandes
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grupos: colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), gelatinases (MMP-2,
MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-10 and MMP-11), matrilisinas (MMP-7, MMP-
26) e MMPs de membrana (MT-MMPs) (Chaudhary et al., 2013).

Essas proteases compartilham a mesma topologia estrutural, com pré e pos-
dominios, seguidos de um dominio catalitico. O pré-dominio NH2-terminal é uma
pequena porcdo hidrofébica que direciona a sintese dessas proteases para o reticulo
endoplasmatico e a secrecdo para 0 espaco extracelular. O pro-dominio localizado
apos o pré-dominio, com aproximadamente 80 aminoacidos, contém um residuo
conservado de cisteina que interage com o fon zinco (Zn**) no sitio ativo do dominio
catalitico e impede a ligacdo e clivagem do substrato, mantendo a enzima em sua
forma inativa. No dominio catalitico, o Zn?* esta ligado ao sitio ativo por trés residuos
conservados de histidinas e também esta ligado ao C-terminal por uma articulacao
flexivel (regido da dobradica), que possui uma estrutura variavel (Figura 4A). O
dominio hemopexina € composto por 4 hélices beta, 0 que resulta huma estrutura
plana; esse domino esta ausente em MMP7 e MMP26. As MMP2 e 9 possuem em
suas estruturas trés repeticbes de fibronectina do tipo Il inserido no dominio
catalitico, aumentando sua especificidade ao substrato (Figura 4B). As MMPs tipo
membrana (MT-MMPs) possuem em sua estrutura um dominio hidrofébico
transmembrana do tipo |, seguido de uma cauda citosoélica, que interage com
proteinas intracelulares, e, ainda, possuem uma conformacédo diferente do sitio
catalitico (“MT-loop”), (Figura 4B) (Chaudhary et al., 2013).

As MMPs degradam seletivamente varios componentes da matriz
extracelular (MEC), resultando na liberagdo/ativagdo de varios fatores de
crescimento latentes, citocinas e quimiocinas, e na clivagem de proteinas de
superficie celular (receptores de citocinas, moléculas de adesdo, o receptor de

uroquinase) (Bauvois, 2012).

As MMPs séo expressas no estado inativo devido a interacdo do residuo de
cisteina do pro-dominio com ions zinco do sitio catalitico, e ativam-se por meio da
quebra desta interacdo, num mecanismo denominado “switch” de cisteina, no qual
ocorre a remocao proteolitica do pro-dominio ou modificagdo quimica do residuo de
cisteina. O pré-dominio contém uma sequéncia consenso que requer a clivagem
proteolitica por convertases, tais como a furina, outras MMPs ativas ou
serinoproteases (Sternlicht e Werb, 2001).
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Figura 4. Estrutura das MMPs. (A) Dominios estruturais das MMPs. (B)

Representacdo esquematica das MMPs com seus diferentes dominios estruturais
Adaptado de Chaudhary et al., 2013

A funcdo das MMPs in vivo depende do equilibrio local entre estas e seus
inibidores fisiolégicos. Uma fonte substancial de energia € destinada para a
prevencdo da protedlise extracelular desregulada, seja pelas MMPs ou por outras

proteinases (Kessenbrock, Plaks e Werb, 2010).

Os inibidores fisiologicos mais importantes das MMPs s&@o os inibidores
teciduais de metaloproteinases ou tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). Os
TIMP1, 2, 3 e 4 formam complexos com as MMPs ativas, levando a inibicdo da
atividade proteolitica (Yan e Boyd, 2007).

A expressao aumentada dessas proteases em tecidos tumorais apresenta
grande relevancia fisiopatolégica, pois estdo envolvidas com processos de invasao e

metastase. Entretanto, é necessario levar em consideracado a presenca ou auséncia



49

dos inibidores endbégenos ou ativadores das enzimas no microambiente avaliado
(Kessenbrock, Plaks e Werb, 2010) (Sbardella et al., 2012).

As gelatinases séo foco de maior atencédo na relagcdo das MMPs com o cancer, pois
estdo superexpressas em diversos tipos de tumores malignos e associadas a
agressividade do tumor e ao pior prognéstico (Bauvois, 2012). A expressao
desregulada de MMPs foi descrita em neoplasias hematolégicas, como leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia de células T, leucemia linfocitica crénica B (LLC-
B), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), sindromes
mielodisplasicas (SMD), linfoma de Hodgkin e linfoma ndo-Hodgkin (Klein et al.,
2004; Yu e Han, 2006).

Em relacdo as neoplasias hematoldgicas, foi demonstrado que altas
concentracfes séricas de MMP9 podem prever o pior desfecho clinico de pacientes
com LLC, o que pode auxiliar na determinacdo do progndstico da doenca e indicar a
necessidade de tratamentos mais agressivos (Buggins et al., 2011). A expressao
aumentada de MMP2 e MMP9 foi encontrada em pacientes com SMD e LMA, em
contraste com amostras de individuos saudaveis, nas quais foi detectada a
expressdo de MMP2 em raras células mieloides. Sugere-se que a producdo e
liberacdo dessas enzimas influenciariam o comportamento das células

hematopoéticas (Travaglino et al., 2008).

A expressdo aumentada de MMP2 e 9 foi também relatada no curso clinico
da LLA, e evidenciou-se diferenca na expressdo de MMP2 e 9 entre os casos de
LLA em adultos e criancas. Foi observada correlacdo positiva entre a expressao de
MMP2 e o aparecimento de infiltrados extramedulares em adultos com LLA
(Kuittinen et al., 2001). Outro estudo realizado em pacientes com LLA mostrou
correlagao positiva entre hepatoesplenomegalia e as razdes de expressdo de RNAm
de MMP2/TIMP1 e MMP2/TIMP2. Estes resultados sugerem que o equilibrio da
expressdo MMP/TIMP esta estreitamente relacionado com a infiltragdo de células

leucémicas em 6rgaos extramedulares (Suminoe et al., 2007).

As MMPs tém contribuicdo importante na regulacdo da angiogénese, pois
medeiam a degradacdo da membrana basal endotelial e proteinas da matriz
extracelular, liberando fatores angiogénicos como, por exemplo, VEGF (Roy, Zhang
e Moses, 2006). Além do VEGF, a biodisponibilidade de outros fatores angiogénicos
relevantes é regulada pela atividade de MMP. O bFGF pode ser ativado por MMP2,
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pela clivagem do ectodominio do receptor FGF-1, liberando dominio extracelular
solavel, que retém a capacidade de ligacdo ao FGF, regulando negativamente sua
atividade (Roy, Zhang e Moses, 2006). Além disso, as MMP2 e 9 ativam diretamente
TGF-B1 (Yu e Stamenkovic, 2000) e tém sido associadas a neovascularizacéo

tumoral e normal (Tremblay et al., 2011; Christoffersson et al., 2012; Li et al., 2012).

2.9 Proteina acida secretada e rica em cisteina (SPARC)

Outra proteina capaz de regular a angiogénese é a secreted protein acidic
and rich in cysteine (SPARC), conhecida como osteonectina. Nao ha consenso na
literatura sobre as funcdes da SPARC em tumores, pois ora € descrita como anti-

proliferativa, ora como pro-tumorigénica (Clark e Sage, 2008).

A SPARC é capaz de se ligar diretamente a VEGF, inibindo a proliferacédo
microvascular de células endoteliais estimulada por VEGF165, indicando sua
atividade anti-angiogénica. Tal ligacdo impede a autofosforilacdo de VEGF1,
ativacao da via ERK1/2 e sintese de DNA induzida por VEGF (Chlenski et al., 2006;
Chandrasekaran et al., 2007). Além disso, SPARC pode inibir a angiogénese
indiretamente por meio da regulacdo da expressao de outros genes relacionados
com a angiogénese, tais como as MMPs (Shankavaram et al., 1997) e TGF-f31
(Francki et al., 1999). De fato, foi verificado recentemente, in vitro e in vivo, que a
expressdo de SPARC inibe a angiogénese mediada por VEGF devido a diminuigcéo
da expressdo de MMP9 (Bhoopathi et al., 2010). Outro estudo mostrou que a
superexpressdao da SPARC conduz a diminuicdo da densidade microvascular,
resultando na reducdo da formacédo e do tamanho do tumor em xenoenxertos de
carcinoma hepatocelular (Lau et al., 2006). Da mesma forma, SPARC acentua as
funcbes de inibicAo da neoangiogénese via TGF-1 em células epiteliais, pela

estimulacdo da fosforilacdo dos Smad2 e 3 (Schiemann, Neil e Schiemann, 2003).

Em contraste, outros autores associaram a SPARC a atividade pro-
angiogénica em adenocarcinoma pancredtico (Chlenski e Cohn, 2010), pois esta
ativa TGF-B1 em camundongos SPARC knockout (Arnold et al., 2012). Ainda nesse
contexto, outro estudo demonstrou que a SPARC desempenha um papel importante
no aumento da expressao de MMP2 e MMP9, promocao da angiogénese e invasao

de células de glioma in vitro, devido ao aumento da atividade de uPA/UPAR, que
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ativa a via PI3BK e RhoA (Kunigal et al.,, 2006; Li et al., 2013). De fato, foi
demonstrado que a expressdo de SPARC esta correlacionada diretamente com a
expressao das MMPs -2 e -9 (Li et al., 2013).

Em NMPs, a delecdo SPARC 5q31.3-32 foi associada a SMD com delecéo
5q, (Lehmann et al., 2007), e a expressao baixa ou ausente de SPARC foi reportada
em um subgrupo de LMA com rearranjos no gene MLL (Dimartino et al., 2006). Em
pacientes com LMC, foi relatado que a baixa expressdo de SPARC & comum de
células BCR-ABLL1 positivas, e que esse quadro pode ser revertido pelo tratamento
com mesilato de imatinibe (Giallongo et al.,, 2013). De modo oposto, a
superexpressao de SPARC foi descrita como mecanismo de resisténcia ao mesilato
de imatinibe em células BCR-ABL1 positivas, 0 que sugere relacdo dos niveis dessa
proteina com a progressdo do clone mieloide e resisténcia aos inibidores de

tirosinoquinase (Fenouille et al., 2010).

A proteina SPARC mostrou ser fundamental ainda na manutencéo da fibrose
anormal, que ocorre em doencas mieloides malignas. Foi verificado, em modelo
celular de mielofibrose induzida por TPO, que a superexpressdo dessa proteina
contribuiu para o desenvolvimento da fibrose revelando a influéncia de SPARC na
resposta da medula 6ssea hematopoética em condi¢cdes mieloproliferativas anormais
(Tripodo et al., 2012).

2.10 Fator induzido por hipéxia 1 (HIF-1)

As células tumorais podem sobreviver sob condi¢cfes de hipoxia, adaptando-
se a baixas tensdes de oxigénio ou aumentando a vascularizagdo. O principal
regulador utilizado pelas células tumorais para se adaptar a hipoxia é o fator de
transcricdo HIF-1 (hipoxia-inducible factor-1) (Semenza, 2010). A adaptacéo das
células tumorais a hipoxia € conhecida como efeito de Warburg (Warburg, 1924;
Warburg, 1928).

O HIF, um fator de transcricdo heterodimérico, € composto por duas
subunidades, a HIF-a, regulada pelos niveis de oxigénio e de modificacbes pos-
traducionais sensiveis aos niveis de oxigénio; e a HIF-B, expressa constitutivamente

no nucleo (Semenza, 2009).
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A subunidade a é altamente regulada e tem trés homdlogos que se ligam ao
mesmo HIF-3, ou seja, o HIF-1, HIF-2 e HIF-3. A regulagcdo da expressao génica
dependente de HIF exige o acumulo de HIF-a no citoplasma, a translocagao para o
nacleo, onde se dimeriza com o HIF-( e se liga a co-ativadores HIF, antes da ligacéo
dos elementos de resposta a hipoxia (ERH) aos genes-alvo para iniciar a
transcricdo. Os principais reguladores de modificacdes pos-traducionais de HIF-a
sdo oxigenases reguladas pela tensdo de oxigénio, niveis de 2-oxoglutarato, ion
ferro no estado ferroso (Fe*?) e &cido ascérbico. Tais enzimas contém um dominio
de prolil hidroxilase (PHDs) e inibidor de HIF-1a e HIF-2a, ou seja, o HIF-3, também
conhecido como FIH1. As PHDs hidroxilam residuos de prolina dentro de HIF-q,
tornando, assim, o HIF-a reconhecivel para o supressor de tumor de von Hippel
Lindau (VHL), o que leva a sua degradacdo e poliubiquitinacdo proteassomal
(Maxwell et al., 1999) (Figura 5). O FIH1 é uma asparaginil p-hidroxilase que regula
a funcéo de HIF por hidroxilacdo dos residuos de asparagina, impedindo a interacao
de HIF com sua co-ativadora p300 (Ema et al., 1999). Assim, em condi¢bes nas
quais o fornecimento de O, € limitado, as subunidades HIF-a se acumulam e ativam

a transcricédo de genes que contém HRE.
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Figura 5. Regulagcéo dependente de oxigénio de HIF-a e seus genes alvo

Se a demanda de oxigénio é suprida, HIF-a torna-se constantemente hidroxilado por hidroxilases e,
posteriormente, sofre degradacdo proteossdmica apos a ligagdo a VHL. Sob condi¢cbes hipdxicas,
HIF-a é estabilizada, se transloca para o nucleo onde se liga ao HIF-B, bem como para outros co-
fatores, e conduz a activacdo da transcricdo de genes alvo que contém sequéncias de ERH na sua
regido promotora. Adaptado de Franke, Gassmann e Wielockx, 2013
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O HIF-1 se liga a ERH de genes alvo, tais como VEGF, eritropoietina (EPO),
e as metaloproteinases de matriz (MMP), ativando-os (Maxwell e Salnikow, 2004;
Salnikow et al., 2008; Wan et al., 2011).

Foi descrito em algumas linhagens de células tumorais que as MMPs podem
ser ativadas por HIF-1 (Osinsky et al., 2005; Choi et al., 2011; Vinothini et al., 2011)
e que a sinalizagao HIF-1/MT1-MMP pode estimular a migracdo oncogénica de
células estromais mesenquimais (MSCs) em condicfes de hipdxia (Proulx-Bonneau,
Guezguez e Annabi, 2011). A alta expressdo de HIF-1 foi associada a
superexpressdo de MMP-9 em células de cancer de mama em condi¢fes de hipdxia
(Choi et al., 2011). Além disso, elevadas concentracdes de HIF-1 aumentaram a
expressdo de MMP-2 e MMP-9 em mond@citos humanos (Wan et al., 2011) e a alta
atividade destas MMPs foi correlacionada aos niveis de hipdxia e metastase em

tumor solido (Osinsky et al., 2005).

A relacdo entre HIF1 e MMPs ainda nao foi descrita nas NMPs. A
determinacdo da interacdo entre a atividade das MMPs, hipOxia e expressdo de
HIF1 pode ser util para esclarecer o papel das proteinas reguladas pela hipéxia nas
NMPs e podendo ser um marcador prognéstico util de evolucdo da doenca, devido
ao envolvimento em processos criticos na progressdo mais agressiva para

mielofibrose.

Considerando que os fatores de crescimento, tais como bFGF e VEGF, séo
importantes para a progressdo do tumor e angiogénese, especula-se que a
interacdo com as MMPs, seus inibidores (TIMPs), HIF1-a e SPARC podem
influenciar a fisiopatologia e a progressao das NMPs (Figura 6). O presente trabalho
teve como objetivo contribuir neste aspecto, uma vez que, até o0 momento, nao foi
avaliada a relacdo da expressao génica das MMPs, TIMPs, HIF1-a e SPARC com a
expressao dos biomarcadores de angiogénese bFGF e VEGF em pacientes com MF
e TE JAK2V®Y"F positivos e negativos; bem como estudos utilizando modelos animais

nocautes para HIF e VHL.
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Figura 6. Interacdo das MMPs, HIF1l-a, TIMPs e SPARC com os fatores
angiogénicos VEGF e bFGF

Os simbolos > e --| representam ativacéo e inibigado, respectivamente. Adaptado de Bauvois, 2012
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a relacdo da expressédo génica das MMPs, TIMPs, HIF1-a e SPARC

com a expressdo dos marcadores de angiogénese bFGF e VEGF em pacientes com

MF e TE, considerando o status mutacional; bem como, avaliar a regulacédo desses

genes em modelos animais nocautes para HIF1-a e VHL.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar o perfil de expressdo diferencial de MMP2 e MMP9, TIMP1,
TIMP2, SPARC e HIF1-a em leucécitos totais do sangue periférico entre

pacientes com NMPs e controles pareados segundo idade e género;

Comparar as concentracfes séricas de MMP2, MMP9, SPARC, TIMP1 e
TIMP2 em leucdcitos totais do sangue periférico entre pacientes com NMPs e

controles;

Verificar se a expressédo génica de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HIF1-a,
em leucdcitos totais do sangue periférico de pacientes com MFP, esti

associada a classificacao de risco DIPSS-plus;

Determinar se existe associacdo entre as concentracdes séricas de MMP2,
MMP9, SPARC, TIMP1l e TIMP2 e os marcadores plasmaticos de

angiogénese (VEGFA e bFGF) nos pacientes com NMPs e controles;

Avaliar se a expressdo de RNAm de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2, do
sangue periférico de pacientes com MF e TE esta associada a intensidade de

angiogénese;

Verificar se a expressao de RNAm de MMPs e TIMPs em colénias BFU-E de
pacientes com NMPs ¢é dependente da tensdo de oxigénio (hipdxia e

normoxia);

Quantificar a expressdo de RNAmM de MMPs e TIMPs em modelos animais: 1-
em embrides de camundongos C57BL/62 nocaute (HIF1-a‘) e selvagens, 2-
em figados de camundongos Chuvash (VHL”) e selvagens para esta
mutacdo, e 3- em medula 6ssea de camundongos C57BL/62 selvagens

expostos a hipdéxia e normoéxia.
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 Casuistica
4.1.1 Pacientes com MF e TE

Foram estudados 71 pacientes com neoplasias mieloproliferativas (NMPSs),
sendo 21 com MFP, 21 com mielofibrose pés-TE (MFPTE), 6 com mielofibrose pés-
PV (MFPPV) e 23 com TE, de ambos os géneros e com idades entre 27 e 93 anos,
atendidos no Departamento de Hematologia e Oncologia da Universidade Federal
de Séo Paulo — UNIFESP, sob supervisdo da Profa. Dra. Maria de Lourdes Lopes
Ferrari Chauffaille. Os casos foram selecionados baseados no diagndstico segundo
a OMS de 2016 (Arber, et al., 2016). Foram excluidos os pacientes portadores de
outras neoplasias, de doencas infecciosas, doencas inflamatdrias, auto-imunes,
fungicas, bacterianas ou virais. Tais informacdes foram obtidas por meio de
entrevista e avaliacdo do prontuério dos pacientes.

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

4.1.2 Controles

O grupo controle foi constituido de 79 individuos saudaveis, sendo que 32
desses foram pareados conforme género e idade com os pacientes com MFP, 46
com os pacientes com TE, 21 com os pacientes com MFPTE e 14 com os pacientes
MFPPV. Dois dos controles foram excluidos, devido a altera¢cdes encontradas nos
hemogramas.

Os individuos desse grupo sao funcionarios e alunos da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP (FCF-USP) e da UNIFESP, além de individuos de
instituicdes especificas da cidade de S&o Paulo, tais como a “Casa Crista do Idoso —
Nucleo de Convivéncia para Idosos” (Bairro Butantd), “Associa¢ao Idade Dourada”

(Bairro Pinheiros) e “Paréquia Sdo Mateus” (Bairro Rio Pequeno).
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Foram analisados o hemograma e a determinacdo de proteina C reativa
ultrassensivel (PCRus) de cada individuo para confirmar seu bom estado
hematolégico e bioquimico. Foram excluidos individuos que declararam ter
apresentado febre, infeccdes, inflamacbes e alergias no ultimo més, condicbes
essas que podem alterar o perfil das citocinas, e individuos que faziam uso de
medicagédo, exceto para o tratamento de hipertensdo arterial e/ou diabetes e

individuos com histérico de neoplasias.

4.1.3 Aspectos Eticos

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 pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Séo Paulo e da Universidade Federal de Sdo Paulo em 27 de agosto de 2012,

sob o numero do parecer 88.940.

4.2 Amostras biolégicas

Foram coletados, dos pacientes e controles, 8 mL de sangue periférico em
tubos a vacuo Paxgene™ (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikonm, CH) para a
extracdo de RNA, 8 mL em tubo contendo EDTA (sistema Vacutainer®) para
extragdo de DNA e plasma, e mais 6 mL de sangue periférico em tubos sem
anticoagulante (sistema Vacutainer®) para obtenc&o de soro.

As amostras de medula 6ssea foram coletadas pelo médico responsavel no
momento da coleta dos exames de diagnéstico ou de acompanhamento do
tratamento do paciente com MF ou TE. Do volume de medula colhido, cercade 2 a 3
mL foram utilizados neste estudo. A medula Ossea foi coletada em seringa
heparinizada e transferida para tubos a vacuo (sistema Vacutainer®) contendo
EDTA (anticoagulante) para a extragdo do DNA e RNA. A biopsia da medula 6ssea e
a historia clinica de cada um dos pacientes foram adquiridas pelo médico
responsavel.

As amostras bioldgicas de sangue periférico dos participantes deste estudo
foram codificadas e armazenadas a -80°C em biorrepositério sob a responsabilidade



58

da Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara, do Laboratério de Hematologia da
FCF-USP.

4.3 Métodos

Exames laboratoriais realizados em todos os participantes do estudo
(pacientes com MF e TE e controles)

4.3.1 Determinacdo do hemograma e Proteina C Reativa ultrassensivel (PCRus)

Os dados hematol6gicos foram obtidos por meio do contador eletrénico
Pentra 120° (HORIBA, Montpellier, Franca). As determinacdes de PCRus foram
realizadas em amostras de soro por imunoturbidimetria ultrassensivel utilizando o kit
Roche-CRPL 3 e o equipamento COBAS 8.000° (Roche Diagnostics, Indianapolis,
EUA).

4.3.2 Dosagem das concentracdes plasmaticas de VEGFA e bFGF

As concentracfes de FGF2/bFGF e VEGFA foram determinadas utilizando-
se o0 kit x-MAP Luminex (#HAGPIMAG-12K-02, lote: 2216745). Para essas
determinacdes foram utilizadas amostras de plasma estocadas a -80°C até o

momento da andlise.

4.3.3 Dosagem das concentracdes séricas de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e
SPARC

As concentracbes de MMP2, MMP9 (HMMP2MAG-55K-02, lotes 2396018),
TIMP1, TIMP2 (HTMP1MAG-54-02 lotes: 2326405) e SPARC (cédigo HCMBMAG-
22K lotes 2326392) foram determinadas utilizando-se o kit x-MAP Luminex. Para
essas determinacfes foram utilizadas amostras de soro estocadas a -80°C até o

momento da analise.

A determinagdo da concentracdo de SPARC, nas amostras de pacientes e
controles, foi feita em dois momentos devido a falta de recursos para a compra dos 2
kits simultaneamente. A primeira metade das amostras dos pacientes e dos
controles incluidos no estudo (11 MFP, 14 MFPTE, 2 MFPPV e 36 controles) foi
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dosada em outubro de 2013. Solicitamos a compra do segundo kit para o Instituto
Genese de Analises Cientificas (IgAc); no entanto, a empresa demorou quase um
ano para entregar o referido kit, levand ao atraso do estudo em questdo E
importante salientar que as amostras de soro foram armazenadas no IgAc até a

chegada do segundo kit em dezembro de 2014.

Ao comparar os resultados enviados do segundo lote, observou-se enorme
discrepancia nos valores dos resultados quando comparados ao primeiro lote. Desse

modo, na presente tese serdo apresentados os resultados apenas do primeiro lote.

4.3.4 Extracdo e avaliacdo da qualidade de RNA total da medula 6ssea e do sangue

periférico e sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA total do sangue periférico foi obtido empregando-se os Kkits
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 concentracdo do RNA foi determinada por
espectrofotometria, e a pureza foi determinada pela relagcdo Azeonm/A280mm
empregando-se o espectrofotbmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). O RNA foi aceito como puro quando a relacado Azsonm/A280nm 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).

A sintese do cDNA foi realizada por reacéo da transcriptase reversa seguida
de reacéo em cadeia da polimerase (RT-PCR). O ensaio foi realizado utilizando-se o
kit SuperScriptVilo™ Master Mix (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA), a partir
de 500 ng de RNA total. As reacdes 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. O cDNA obtido foi

armazenado a -20°C até a realizagdo dos ensaios da expressao de RNAm.

4.3.5 Escolha do gene de referéncia

A analise da expressdao de RNAm foi feita pelo método de quantificacdo

relativa, usando genes de referéncia como controles endoégenos. Para a escolha
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destes genes utilizou-se o programa gbasePLUS, versdo 2.4 (Biogazelle,
Zwijnaarde, Bélgica), baseado no geNorm™ (Vandesompele et al., 2002). Este teste
foi feito empregando-se RNA de pacientes 6 pacientes de cada grupo: MF, TE e

individuos controle.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas no equipamento ABI 7500 Fast
(Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA), utilizando os ensaios TagMan® Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA) descritos na Tabela
7. A amplificacdo foi avaliada por monitoracdo continua de fluorescéncia, conforme

previamente descrito (Hirayama et al., 2008).

Tabela 7. Caracteristicas dos ensaios TagMan® utilizados para avaliacdo da

expressdo dos genes candidatos pela técnica de PCR em tempo real

Identidade do Tamanho do

Gene Espécie ensaio fragmento
amplificado (pb)

ACTB Homo sapiens Hs01060665_g1 63
B2M Homo sapiens Hs00984230_m1 81
GAPDH Homo sapiens Hs00266705_g1 74
HMBS Homo sapiens Hs00609293 g1 62
HPRT1 Homo sapiens Hs02800695_m1 82
UBC Homo sapiens Hs02800695_m1 135

ACTB: beta-actina; B2M: beta-2-microglobulina; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase;
HMBS: hidroximetilbilano sintase; HPRTL1: hipoxantina fosforibosiltransferase 1; UBC: ubiquitina C;
pb: pares de bases

A expresséo 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 instaveis. Segundo o
programa, o gene considerado com menor estabilidade de expressédo (M) para as
amostras foi o HMBS (M=1,707), com estabilidade intermediaria foram o0s genes
uBC (M=1,084), BM2 (M=0,812) e HPRT1 (M=0,684) e 0s genes com maior
estabilidade foram GAPDH (M=0,668) e ACTB (M=0,624). Tais coeficientes foram
considerados adequados para a condugao dos experimentos, pois estao dentro do
valor de estabilidade de expressao aceitavel para matrizes complexas (M<1), como o
sangue, de acordo com Hellemans e colaboradores (2007) (Hellemans et al., 2007).
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Deste modo, selecionamos os genes ACTB e GAPDH para serem utilizados como
genes de referéncia.

4.3.6 Quantificacdo e andlise da expressdo de RNAm dos genes MMP2, MMP9,
TIMP1, TIMP2, SPARC e HIF1-a por PCR em tempo real

Os ensaios de PCR em tempo real para RNAm foram realizados em
duplicata, utilizando os ensaios TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems, USA), com o equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster
City, EUA). Os ensaios utilizados estéo descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Caracteristicas dos ensaios TagMan® utilizados para avaliacdo da

expressao dos genes selecionados pela técnica de PCR em tempo real

Identidade do ensaio da Tamanho do fragmento
Gene
Applied Biosystems amplificado (pb)
MMP2 Hs01548727_m1 65
MMP9 Hs00234579_m1 54
TIMP1 Hs00171558_m1 104
TIMP2 Hs00234278_m1 73
SPARC Hs00234160_m1 76
HIF1-a Hs00153153_m1l 76

pb: pares de bases

Como controle de qualidade, para cada placa de reacdo foram realizados
controles sem amostra (controle negativo) para avaliar possiveis contaminacdes dos
reagentes com os produtos de PCR.

Os resultados foram analisados utilizando-se o software System 7500
(Applied Biosystems, Foster City, EUA), que gera curvas semi-logaritimicas dos
sinais de amplificacdo. Para a quantificacdo relativa da expressdo de RNAm, foi
utilizado o método comparativo com ciclo de threshold (CT) (Livak e Schmittgen,
2001). A formula utilizada foi 2", onde ACr é igual ao Ct do gene de interesse

menos o Ct do gene de referéncia.
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Exames realizados apenas nos pacientes com MF e TE

4.3.7 Mielograma e/ou bidpsia da medula 6ssea

O mielograma e a biopsia de medula 6ssea foram obtidos pelo médico
responsavel pelo paciente na UNIFESP. Esses exames foram feitos em carater
assistencial pelas unidades colaboradoras desse projeto e foram realizados na
UNIFESP, sob os cuidados da Dra. Maria Regina Régis Silva.

Os tecidos de biopsia da medula 6ssea foram fixados em formalina
tamponada 10%, processados de acordo com técnicas de histologia convencionais e
embebidos em parafina. Cortes de 2 Im de espessura foram submetidos aos
seguintes protocolos de coloragdo: Hematoxilina-eosina (HE), Giemsa (GM) e
impregnacdo com a prata de Gomori (reticulina). As laminas histolégicas foram
analisadas independentemente por dois patologistas e casos discordantes foram

revistos em conjunto.

4.3.8 Analise citogenética para pesquisa de alterac6es cromossdmicas

Esta analise foi realizada como rotina no Departamento de Hematologia e
Oncologia da UNIFESP. Parte da medula colhida foi colocada em tubo heparinizado
e a andlise citogenética de banda G foi feita a partir do método descrito por Mitelman
e colaboradores (1997). Para cada amostra, 20 metafases foram estudadas de
acordo com as normas do Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética
Humana (ISCN, 2009).

4.3.9 Analises imunohistoquimicas

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

discordantes foram revistos em conjunto.
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4.3.9.1 Preparo das amostras

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

4.3.9.2 Angiogénese estimada — grau de microvasculatura

A quantificagéo da densidade microvascular foi realizada com o uso de 1gG
(imunoglobulina)1l kappa monoclonal de camundongo anti-CD34 Classe Il humano
(Dako-M7165 - QBENnd 10) em secBes de medula 6ssea, conforme previamente

descrito (Ponce et al., 2012; Ponce et al., 2014), com diluicdo de 1:100.

A angiogénese foi avaliada em cada amostra usando graduagao visual da
microvasculatura. As laminas foram visualizadas e escaneadas em aumento de
100x, 200x, e 400x e graduadas semiguantitativamente pela coloracdo 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 nuimero de vasos), e grau 4 (aumento extensivo do
namero de vasos). As contagens atribuidas para os resultados de imunoexpressao

avaliados foram comparados entre 0s grupos de pacientes.

4.3.10 Extracdo e avaliagcdo do DNA gendémico

Para otimizar o processo de extracdo do DNA, no sentido de obter maior
concentracdo de DNA, 1 mL das amostras de sangue foram previamente
submetidas a lise celular com 900 uL do tampé&o Tris-1 (Tris-HCI a 10 mM pH 8,0,
KCla 10 mM, MgCI2 a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0) contendo Triton X-100 a 2,5%,
seguida de centrifugacéao por 5 minutos a 5000 RPM. A partir desta amostra, 0 DNA
gendmico foi extraido segundo o protocolo do QIAAMP DNA BLOOD MINI kit
(PreAnalytix/Qiagen, Alemanha). A integridade das amostras do 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
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relacdo  Azsonm/Azsonm, Utilizando-se o0 espectrofotometro Nanodrop ND-1000
(Nanodrop Technologies, Inc — EUA).

4.3.11 Avaliacéo da mutacéo e quantificacdo dos alelos (allele burden) JAK2V6Y'F

A quantificacdo da mutacdo JAK2®''F 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

e colaboradores (2014). Os primers e sondas usados estdo descritos na Tabela 9.

Para a quantificagdo 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
amplificacdo exponencial da PCR e apresentados como porcentagem de mutacgao

Ou negativos:

% mutacdo JAK2V®'F = Rn mutante/ (Rn mutante + Rn selvagem)

Tabela 9. Caracteristicas dos primers e sondas Tagman® empregados para

quantificacéo dos alelos JAK2V®1"F

Primer / Sonda Sequéncia

Primer Forward (JAK2_198 P1) 5-GCAGCAAGTATGATGAGCAAGCT-3

Primer Reverse (JAK2_302_P2) 5-GGCATTAGAAAGCCTGTAGTTTTACTTAC-3’
Sonda para o alelo selvagem TGGAGTATGTGTCTGTGGA

(JAK_WT_FAM)

Sonda para o alelo mutado TGGAGTATGTTTCTGTGGAG

(JAK_MT_VIC)

4.3.12 Deteccdo das mutagdes W515K e W515L no gene MPL nos pacientes

negativos para a mutacdo JAK2/%'F

A deteccdo das mutagcdes MPL W515L e W515K 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



65

Dos Santos e colaboradores (2014). O equipamento empregado foi o Rotor Gene
3000 (Corbett Research — Qiagen). Os primers e sondas usados estao descritos na
Tabela 10.

Tabela 10. Caracteristicas dos primers e sondas Tagman® empregados para

deteccdo das mutagcdes MPLWSSKL

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

Sonda MPLWT_VIC_MGB & -VIC - TGAGGTGGCAGTTTC — 3 NFQ-MGB - 3’

5 — 6FAM — CTGCTGAGGTTGCAGTT — NFQ-MGB-
3’
5 — 6FAM — CTGCTGAGGAAGCAGT — NFQ-MGB -
3’

Sonda W515L_FAM_MGB

Sonda W515K_FAM_MGB

4.3.13 Amplificacdo 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 éxon 9 do gene CALR, de modo
gue a regido alvo estivesse contida em um Unico amplicon, com as seguintes
modificagdes: (1) a porgdo 5’ do primer forward foi anexada uma sequéncia M13F (-
21) e (2) a porgao 5’ do primer reverse foi anexada uma sequéncia M13R, conforme

apresentado na Tabela 11.

Tabela 11. Caracteristicas dos primers empregados para a amplificacdo da regido

alvo no gene CALR

Primer Sequencia 5'>3’

Forward TGTAAAACGACGGCCAGTCTGGCACCATCTTTGACAACTT
Reverse CAGGAAACAGCTATGACCGGCCTCTCTACAGCTCGTC
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As reacdoes de PCR foram preparadas com 10,0 pL de PCR Mix (2x)
(Promega), 0,15 pM de primers (forward e reverse), 4gua MilliQ® suficiente para 20
puL e 5,0 uL de DNA. As condicdes 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 reacdo foram usados 2,0
puL de BigDye Terminator v3.1, 2,0 uL de BigDye Buffer v3.1 (Applied Biosystems,
Foster City/CA, EUA), 1,0 yL de primer M13F ou M13R, 1,0 pL de QSolution
(QIAGEN, Aarrhus, Dinamarca) e 4,0 pL de amostra. A ciclagem para essa reagao
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 analise
do sequenciamento de Sanger foi realizada em eletroforese capilar no equipamento

Applied Biosystems 3130, conforme instrucfes do fabricante.

Os resultados foram avaliados com o auxilio da ferramenta de bioinformatica
CLC Bio Workbench (Qiagen, Aarrhus, Denmark) e a estrutura secundaria da
proteina original foi predita pelo EMBOSS Transeq (EMBL-EBI, UK)
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/ e JPRED.



http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/
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Experimentos realizados na Divisdo de Hematologia da Universidade de Utah,
EUA

4.3.14 Separacdo dos granulécitos e plaquetas de pacientes com MF, TE e PV e

individuos do grupo controle

Nenhum dado pessoal ou clinico destes pacientes foi utilizado. O objetivo
desta etapa foi confirmar os resultados obtidos em leucdcitos totais dos pacientes

incluidos no Brasil.

Amostras de sangue total foram coletadas em tubo com EDTA e foi realizada
a separacado de granulécitos e plaquetas para avaliagdo da expressao dos genes de

interesse nesses tipos celulares.

Para a extragdo do RNA das plaquetas, o sangue total foi centrifugado por
10 minutos a 700 rpm e a parte superior (plasma contendo as plaquetas) foi
transferida para microtubos de 1,5mL. A seguir, a amostra foi centrifugada a 400 x g
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e foi
adicionado 1 mL de tampdo de Erythrocyte Lysis Buffer (Qiagen, Valencia, CA,
USA). A amostra foi homogeinizada e aguardou-se 10 minutos para que a lise dos
eritrocitos ocorresse. A amostra foi centrifugada a 400 x g e descartou-se o
sobrenadante. 1 mL de TRI-reagente (Molecular Research Center, Cincinnati, OH,
USA) foi adicionado a amostra e o RNA total foi extraido seguindo-se as

recomendacdes do fabricante.

O sangue remanescente da separacao das plaguetas (contendo hemécias e
leucocitos) foi diluido em um tubo cénico de 50 mL (Corning Inc.) com PBS 1x na
propor¢cdo de volume 1:1. Posteriormente, um volume de 7 ml do sangue foi
adicionado lentamente a um tubo cénico de 15 mL (Corning Inc.) contendo 3 mL da
solucdo de Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e centrifugado para a
formacdo do anel de células mononucleares. Este foi posteriormente eliminado,
permanecendo as hemacias e granulécitos, que novamente foi ressuspendido em
Erythrocyte Lysis Buffer (Qiagen, Valencia, CA, USA) na proporgédo de volume de
4:1. Ap6s 10 minutos, a amostra foi centrifugada e o processo de lise foi repetido,
descartando-se o sobrenadante. Um mililitro de TRI-reagente (Molecular Research
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Center, Cincinnati, OH, USA) foi adicionado ao pellet e a extragcdo do RNA total foi

feita seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

4.3.15 Avaliagéo in vitro
4.3.15.1 Cultura de col6nias BFU-E

O ensaio de responsividade dos progenitores eritréides a EPO foi realizado
in vitro como previamente descrito (Jelinek e Prchal, 2004). Resumidamente, as
células mononucleares do sangue periférico foram isoladas em Histopaque 1077
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) e cultivadas a uma densidade final de 3x10° células/mL
em meio Methocult H-4531 (StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canadd)
em placas de Petri 35 mm com 3.000 mU/mL EPO. As culturas foram mantidas a
37°C e 5% de di6éxido de carbono. Todos os experimentos de hipdxia foram
realizados na camara de hipoxia umidificada (Billups-Rothenberg Inc.) a 37°C e 5%
de oxigénio. Coldnias eritrdides individuais (Figura 7), selecionadas com base em
critérios padronizados, foram colhidas ap6s 14 dias em cultura, utilizando
micropipetas de 10 pL. Cem microlitros de TRI-reagente (Molecular Research
Center, Cincinnati, OH) foram adicionados as colbnias e a extragdo do RNA total foi
feita seguindo-se as recomendacdes do fabricante. A sintese do DNA complementar
e a PCR em tempo real foram realizados nas mesmas condi¢des descritas na secéo
4.3.4 e 4.3.6 respectivamente.

Figura 7. Coldnia eritroide BFU-E, ap0s 14 dias em cultura com 3.000 mU/mL EPO.
Fotomicrografia obtida com aumento de 40 vezes
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4.3.16 Avaliagdo em modelos animais: in vivo

Os protocolos realizados em animais foram aprovados pelo Comité de Etica

em Pesquisa Animal da Universidade de Utah, EUA.

4.3.16.1 Modelo com aumento da expressao de HIFs

Para testar se a expressao de MMP é mediada através da via de HIF, foram
testadas as expressdes génicas em figado de camundongos machos geneticamente
modificados Chuvash (Hickey et al., 2007). Estes camundongos possuem um
knockin de perda de funcdo de um transgene que contém uma mutacdo do gene von
Hippel Lindau (VHLR?*), causando, constitutivamente, altas concentracdes de HIFs
em condicdes de norméxia (Ang et al., 2002). O tratamento de hipdxia para
camundongos Chuvash (mais de 8 semanas de idade) foi realizado em uma camara

hipobarica (BioSpherix Co) durante 10 dias a 12% de oxigénio.
4.3.16.2 Modelo com diminuicdo da expressao de HIF

Para apoiar ainda mais a nossa hipétese de que a sinalizacdo HIF regula a
expressdo das MMPs, foram analisados RNAm obtidos de saco vitelino murino
Hifla/ (a deficiéncia HIFla é letal no 11° dia do embrido) e de camundongos
controle (Yoon et al., 2006).

4.3.16.3 Testes em camundongos C57BI/6 selvagens

Camundongos machos C57/BL6, 8 semanas de idade, foram expostos a

hipdxia em uma camara hipobarica (BioSpherix) durante 10 dias a 12% de oxigénio.

A medula 6ssea total foi obtida da tibia e fémur dos camundongos, apos
eutanasia. Os ossos foram macerados com auxilio de cadinho, em 1mL de PBS. As
células foram filtradas com cell strainer de 40um (BD falcon), centrifugadas a 400 x g
por 5 minutos, ressuspendidas em 5mL de tampéo de lise de hemacias Erythrocyte
Lysis Buffer (Qiagen, Valencia, CA, USA) e incubadas a 4°C. Apés 4 minutos, foram
adicionados 5mL de PBS e realizou-se uma nova centrifugacéo. As células viaveis
foram determinadas por contagem direta utilizando-se o corante azul de tripan.
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Para a andlise da expressdo génica no material total da medula 6ssea, foi

adicionado TRI-reagente (Molecular Research Center, Cincinnati, OH) ao sedimento.

Para da expresséo génica em precursores LSK (Lin-, SCA-1+ c-KIT+), foram
adicionados 0s seguintes anticorpos as células totais de medula éssea (1x10°)
ressupendidas em tampéao PBS adicionado de 1% BSA: 5 pyL de c-kit-PE, 1,2 pL
Sca-1-PerCp e 20 pL de Lin-FITC (eBiosciences, Inc). As amostras e controles
isotipicos foram incubados por 30 minutos, 4°C, no escuro. Posteriormente, foi
adicionado 1 mL de PBS e as amostras foram centrifugadas por 7 minutos a 1250
rpm e 4°C. As amostras foram ressuspendidas em tampé&o PBS e procedeu-se com
a separacao de células LSK em citdmetro de fluxo BD FACSAria lll Cell Sorter (San
Jose, CA, EUA) em 488nm de excitacao.

A expressdo de RNAm das MMPs e TIMPS foram avaliadas nesses animais
utilizando-se os seguintes ensaios TagMan® MMP2 (Mm00439498 m1), MMP9
(MmO00442991_m1), TIMP1 (MmO01341361_m1), TIMP2 (Mm00441825_m1), VEGFA
(Mm00437306_m1), HIF1-a (Mm00468869 m1l), HK1 (Mm00439344 ml) e 18s
(Mm04277571_s1).

4.4 Anélises Estatisticas

A analise estatistica foi conduzida utilizando-se o software SPSS verséo
17.0 e Graph Pad Prism versao 5. Para a descricdo do perfil das amostras segundo
as variaveis em estudo, foram feitas tabelas de frequéncia das variaveis categoricas
e estatisticas descritivas das variaveis continuas. Para comparar a expressao génica
entre pacientes com NMPs e individuos controle, foram utilizados testes
parameétricos ou ndo parameétricos de acordo com a distribuicdo Gaussiana das
variaveis. As concentracdes de proteinas segundo os grupos com diferentes graus
de DMV foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Foram realizados modelos
de correlagcdes de Spearman entre concentracdes das proteinas e a carga alélica de
JAK2V®1F Modelos de regressao linear multivariado foram realizados para verificar a
infuéncia das variaveis independentes: expressdo génica das MMPs, TIMPs e
SPARC na concentracdo das variaveis dependentes (MMP2, MMP9, VEGFA e
bFGF). O nivel de significancia adotado foi de P<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Dados dos pacientes com MF e TE e individuos controle

Os controles e pacientes com MF e TE apresentaram distribuicdo similar
quanto a idade, género e presenca de diabetes. Os pacientes com MFP
apresentaram menor Indice de Massa Corporal (IMC) em relacdo ao controle
(P=0,015), enquanto que os pacientes com TE apresentaram maior frequéncia de
hipertensao arterial (P=0,015). As caracteristicas dos individuos incluidos no estudo

encontram-se descritas na Tabela 12.

Apenas dois pacientes com diagnéstico de MF apresentaram alteracdo no
cariotipo: JFR, 61 anos, masculino, portador do cariétipo
46,XX,del(20)(q13)[2]/46,XX[15] e MMS, 79 anos, feminino, portadora do
cariétipo46,XY,del(20)(q11.2)[5].

Os dados hematoldgicos e concentracbes de PCRus estdo apresentados na
Tabela 13.

Como os pacientes com MF primaria e MF secundaria a TE e PV néo
apresentaram diferencas nos dados hematoldgicos e PCRus, foram agrupados para
simplificar a apresentacdo dos dados hematolégicos. O grupo de pacientes com MF
(MFP, MFPTE, MFPPV) e TE apresentaram menor nimero de hemécias do que os
controles (p<0,001 e p<0,001, respectivamente). As concentracdes de hemoglobina
e hematdécrito também foram menores nos pacientes com MF (p=0,011 e p=0,019,
respectivamente). Os pacientes com TE exibiram maiores VCM (p<0,001) e HCM
(p=0,002) do que os controles. Todos os grupos de pacientes apresentaram valores
de RDW maiores do que os controles (MF: p<0,001; TE: p=0,029), bem como
maiores contagens de plaguetas em relacdo aos controles (MF: p<0,001; TE:
p<0,001).



Tabela 12. Caracteristicas gerais e clinicas dos pacientes com MF e TE e dos grupos controle incluidos no estudo
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Variaveis MFP CONTROLE P  MFpés-TE CONTROLE P MF pés-PV ~ CONTROLE P TE CONTROLE P
(N=21) (N=38) valor (N=21) (N=35) valor (N=6) (N=14) valor (N=23) (N=46) valor

Idade (anos)* 62 (56-76) 62 (56-76) 0,905 66 (54-75)  61(63-51) 0,565 69 (57-78)  71(67-80) 0,482  66(49-73)  65(50-72)  0.784

Género

P . 10 (47,6) 18 (47,4) 0,985  8(38,1) 12 (34,3) 0,774 3 (50) 6(42,9) 0,769  9(39,1) 17 (37) 0,861

IMC (kg/m?)* 25(22-27) 26 (24-29) 0015 24 (21-27)  26(24-29) 0,096  23(18-31)  26(23-31) 0,444 25(23-28) 26 (24-28) 0,559

dpiraes;’;‘iide 2(9,5) 6 (15,8) 0,491  3(14,3) 5 (14,3) 1,000 1(16,7) 5(357) 0394  3(14.3) 4(8,7) 0,498

:r'f’eerir;?ﬂsao 11 (52,4) 18 (47,4) 0,712 11 (52,4) 14 (40,0) 0,367 4 (66,7) 8(57,1) 0688 12 (57,1) 12 (26,1) 0,015

E‘é‘::é%ficos** 2(9,5) 2 (5,3) 0,541 2 (9,5) 0 (0) 0,044 0 (0) 0 (0) 2(9,1) 1(2,2) 0,213

Esplenomegalia** 6 (28,6) 6 (33,3) 1(16,7) 2 (14,3)

Tempo de uso de

?r;]dggé‘s'gfrbam'da 7 (0-49) 9 (0-28) 22 (18-31) 57(0-96)

Tempo de doenca

(meses)* 29 (5-83) 26 (16-56) 56 (26-179) 64 (24-96)

?Lelfzev“e 2 de 11 (52,4) 12 (57,1) 5 (83,3) 13 (56,5)

Jc::(gza\l/ SLeFEca 25 (9-39) 10 (9-57) 15 (7-37) 9(9-23)

Presenca de MPL

WoreL o 0(0) 0(0) 0(0) 1(4.3)

Presenca de 8 (38,1) 7 (17.5) 1(16,7) 2 (8.6)

mutacdo CALR**

* Os valores sdo mediana e intervalo interquartilico (P25-P75).

**Qs dados apresentados sao nimero e individuos e porcentagem entre parénteses.
1: Nao foi possivel determinar o IMC de 2 pacientes com MF e 2 com TE
I: Nao foi possivel localizar dados referentes a esplenomegalia nos prontuarios de 6 pacientes com MF e 5 pacientes com TE.

* Foi utilizado o teste de Mann Whitney; ** Foi utilizado o teste do Qui quadrado
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Tabela 13. Dados hematoldgicos e de PCR ultrassensivel dos pacientes com MF (MFP, MFPTE e MFPPV) e TE e seus controles

MF CONTROLE b valor TE CONTROLE P valor
(N=50) (N=59) (N=24) (N=48)
Hemacias (x10° /mm?) 4,2 (3,4-4,9) 4,7 (4,4-4,9) <0,001 3,6 (3,3-4,7) 4,8 (4,3-5,1) <0,001
Hemoglobina (g/dL) 13,3 (11,7- 15,4) 14,4 (13,3-15,3) 0,011 13,8 (12,3- 14,9) 14,1 (13,1-15,4) 0,216
Hematécrito (%) 38,9 (34,7-45,1) 41,9 (39,2-44,8) 0,019 40,8 (35,7-42,9) 41,5 (38,1-44,8) 0,311
VCM (fL) 90,3 (84,2-103,0) 89,3 (86,9-92,5) 0,291 100,0 (88,7-112,3) 87,8 (83,2-90,4) <0,001
HCM (pg) 30,7 (28,5-35,7) 30,8 (29,5-31,5) 0,332 33,0 (29,5-38,2) 29,9 (28,5-30,8) 0,002
CHCM (g/dL) 34,0 (33,6-34,6) 34,2 (33,6-34,6) 0,500 33,8 (33,1-34,4) 34,2 (33,4-34,6) 0,180
RDW (%) 16,6 (14,6-19,5) 13,5 (12,8-13,8) <0,001 14,1 (13,2-15,0) 13,4 (12,9-13,9) 0,029
Leucécitos (x10° /mm?) 7,4 (5,2-11,2) 6,6 (5,1-7,8) 0,131 7.4 (5,8-9,9) 6,8 (4,9-7,8) 0,078
Plaquetas (x10° /mm?) 426 (227-669) 208 (186-242) <0,001 540 (361-688) 217 (190-243) <0,001
PCRus (mg/dL) 0,16 (0,05-0,30) 0,16 (0,06-0,37) 0,801 0,22 (0,09-0,72) 0,21 (0,07-0,46) 0,468

MF: mielofibrose (inclui MF priméria, mielofibrose pds-trombocitemia essencial e mielofibrose pos-policitemia vera), TE: trombocitemia essencial.

Os valores apresentados sdo mediana e intervalo interquartilico (P25-P75); a comparacdo entre os grupos de doencas e controles foram realizadas
utilizando-se o teste de Mann-Whitney. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; RDW: red cell distribution width (variacdo de tamanho); PCRus: Proteina C reativa ultrassensivel.
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5.2 Pacientes com cariotipo alterado

O caridtipo foi obtido com sucesso em 50 dos 66 pacientes incluidos nas
analises, néo tendo sido possivel avaliar o cariétipo de 6 pacientes com MFP, 4 com
MFPTE e 6 com TE. Foram encontrados dois pacientes com caribtipo alterado. As

principais caracteristicas desses pacientes estdo apresentadas a seguir.

Um paciente, género masculino, tinha diagnostico de MFPTE, e seu cariotipo
foi 46,XY,del(20)(gq11.2)[5] . Sua idade, de 61 anos, estava proxima as dos demais
(66 anos), e seu IMC de 26,1 kg/m? também era préximo & mediana de 23,9 kg/m?
dos pacientes com MFPTE. Era hipertenso, e sua concentracdo de PCRus de 0,03
mg/dL foi menor do que a mediana do grupo (0,12 mg/dL). Seu tempo de doenca (47
meses) e tempo de uso de hidroxicarbamida (22 meses; dose de 1000 mg/dia) foram
bem maiores do que a mediana dos demais (26 meses, 9 meses, respectivamente).
Esse paciente era positivo para a mutacdo JAK2V®'’F e sua carga alélica era de
70,8%, muito acima da mediana de seu grupo (9,9%). Além disso, e as alteracdes
apresentadas no hemograma desse paciente foram: RDW aumentado, leucopenia e

plaquetopenia discretas.

Outro paciente, género feminino, tinha diagndéstico de MFP, e seu cariétipo
foi 46,XX,del(20)(q13)[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 concentracéo de PCRus de 0,15 foi menor
em relacdo a mediana do seu grupo (0,27 mg/dL). Seu tempo de doenca (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 mutacdo JAK2'°*’F e sua carga alélica
era de 79,7%, muito acima da mediana de seu grupo (25,5%). Essa paciente ainda
apresentou aumento do numero de hemacias, da concentracdo de hemoglobina, do

hematdcrito, além de leucocitose acentuada e plaquetose discreta.
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5.3 Avaliacédo do prognadstico dos pacientes com mielofibrose primaria

Na Tabela 14 estdo apresentadas as frequéncias dos grupos de
classificacdo de risco DIPSS-Plus dos pacientes com MFP. Apenas dois
apresentaram pacientes com risco alto, enquanto os demais apresentaram 0s outros

escores.

Tabela 14. Classificacdo 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 risco alto tinham cariétipo normal. Um
dos pacientes, género masculino, 59 anos, com 79 meses de duracédo da doenca,
usava hidroxicarbamida ha 50 meses (dose 1.500 mg/dia) e apresentou a mutacao
CALR tipo 1. Os fatores de risco por ele apresentados eram concentracdo de
hemoglobina menor que 10 g/dL, presenca de blastos no sangue periférico, perda de
peso, e contagem de plaquetas abaixo de 100x10%L. O outro paciente do género
masculino, 76 anos, com 7 meses de diagndstico da doenca e 50 meses de uso de
hidroxicarbamida (dose 500 mg/dia) apresentou a mutacdo JAK2®''F (carga alélica
de 72,9%). 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 plaguetas
abaixo de 100x10°/L.

A carga alélica da mutacdo JAK2'®'F ndo foi diferente segundo a
classificagdo de risco DIPSS-Plus nos pacientes com MF (P=0,903) quando foi
considerado os quatro grupos de escores. Também, ndo houve diferenca na carga
alélica da mutacdo quando foram agrupados os grupos de risco baixo +

intermediario 1 versus grupos intermediario 2 + alto (P= 0,862).
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5.4 Expressdao de RNAmM e dosagem das concentracdes de MMPs, TIMPs,
SPARC, b-FGF e VEGFA nos casos e controles

Para melhor compreenséo decidiu-se apresentar os dados de acordo com a
doenca: MF ou TE. Primeiramente serdo apresentados os resultados das
expressdes génicas (RNAm), seguido da expresséo proteica e finalmente, modelos
de regressao linear multivariadas para as variaveis dependentes: MMP2, MMP9,
VEGFA e b-FGF.

5.4.1 Mielofibrose

5.4.1.1 Comparacdo da expressdo de RNAm dos genes MMP2, MMP9, TIMP1,
TIMP2 e SPARC entre pacientes com MF e grupo controle

Os pacientes com MFP (Figura 8A) e MPPTE (Figura 8F) apresentaram
maior expressdo de MMP2 (P<0,001 e P=0,021 respectivamente) quando
comparados aos controles. Apenas 0s pacientes com MFPTE apresentaram maior
expressdo de MMP9 em relacdo ao grupo controle (Figura 8G; P= 0,011). A
expressdo de SPARC foi maior nos pacientes com MFP e MFPTE do que no grupo

controle (Figura 8E e 8J; P=0,021 e P=0,03 respectivamente).
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Figura 8. Expressdao de RNAmM dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e SPARC
nos pacientes com MF (MFP, MFPTE e MFPPV) e grupo controle

Nota: A expressdo do mRNA foi medida por PCR em tempo real e normalizada com os genes de
referéncia ACTB1 e GAPDH. Valores de expressdo foram calculados com a formula 2T As
expressdes de RNAm entre os dois grupos foram comparadas pelo teste Mann-Whitney
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A expressdo de HIF1l-a foi similar nos trés grupos de pacientes quando
comparados aos controles (P>0,05; Figura 9).
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Figura 9. Expressdao de RNAm do gene HIFl-a nos pacientes com MF (MFP,
MFPTE e MFPPV) e grupo controle

Nota: A expressdo do mRNA foi medida por PCR em tempo real e normalizada com os genes de
referéncia ACTB1 e GAPDH. Valores de expressdo foram calculados com a férmula 22°T As
expressfes de RNAm entre os dois grupos foram comparadas pelo teste Mann-Whitney.

5.4.1.2 Comparacdao das concentracdes das proteinas MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2
e SPARC entre os pacientes com MF e grupo controle

Os dados referentes as comparacdes das concentracdes proteicas dos

pacientes com MF e seus controles estao presentados na Figura 10.

N&o houve diferenca nas concentracdes séricas de MMP2 e MMP9 entre 0s
trés grupos analisados (P>0,05), entretanto as concentracfes séricas de TIMP1 e
plasmaticas de FGF foram maiores nos grupos de MF quando comparadas com 0s
grupos controle (Figura 10 C, I, O, F, L, R; P<0,05). Maiores concentracbes de
TIMP2 foram encontradas nos pacientes com MFP e MFPTE (Figura 10 D e J;
P<0,001). As concentra¢cbes de SPARC nos pacientes com MFP, MFPTE e MFPPV
foram similares com as concentracbes dos controles (dados ndo mostrados na
Figura 10, P>0,05).
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Figura 10. Concentragfes séricas das proteinas MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 e
plasmaticas de VEGFA e FGF nos pacientes com MF e grupo controle

Nota: As concentracdes foram determinadas utilizando-se a Tecnologia Luminex™ xMAP. As
concentracdes dos analitos entre os dois grupos foram comparadas pelo teste Mann-Whitney
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5.4.1.3 Expressdo génica de MMP2, MMP9, TIMP2, SPARC, HIFl-a, bFGF e
VEGFA segundo os grupos de classificacdo de risco DIPSS-Plus em pacientes com
MFP

A expressdo de RNAm de SPARC e a concentracdo de TIMP1 foram
maiores no grupo de pacientes com risco baixo e intermediario 1 (Grupo 1) quando
comparado ao grupo de pacientes com maior risco (intermediario 2 + alto risco,
Grupo 2) (P<0,05; Figura 11).
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5.4.1.4 Modelos de regressao linear multivariada para as variaveis dependentes Ln
da concentracdo de MMP2, MMP9, bFGF e VEGFA nos pacientes com MF e seus

controles

Modelos de regressdo linear multivariada foram realizados para cada
variavel dependente (Ln da expressdo de RNAm de MMP2 ou de MMP9). Nos
grupos de pacientes com MFP, MFTE e TE e nos grupos de controles saudaveis, as
variaveis independentes (expressdo de RNAm de TIMP1, TIMP2, SPARC e HIF1-qa)
nao foram associadas com as variaveis dependentes estudadas (dados nao

apresentados em Tabelas).

Quatro modelos de regressao linear multivariada, para cada grupo (tanto
pacientes quanto seus controles) foram realizados com o intuito de avaliar quais
variaveis independentes explicam a variabilidade das concentracbes de MMP2,
MMP9, VEGFA, bFGF (variadveis transformadas em Ln) (Tabela 15 a 20).

No grupo de MF, o aumento de 1 Ln de TIMP1 foi associado com a
reducdo de 2,746 do Ln de MMP9. Por sua vez, o aumento de 1 Ln da TIMP2 foi
associado com o aumento de 5,120 do Ln da MMP9 e esta variavel independente
explicou 62,3% da variabilidade do Ln MMP9 (Tabela 15). No grupo controle, o
aumento de 1 Ln de MMP9 foi associado com a reducao de 2,972 do Ln de VEGFA
e explicou 48,7% da variabilidade desta variavel (Tabela 16).
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Tabela 15. Modelos de regressédo linear multivariada nas amostras de pacientes
com MFP

Variaveis Variaveis Erro padréo

Modelos B R? P valor
dependentes independentes de beta

1 Lnde MMP2  Ln TIMP1(pg/mL) 0,274 0,202 0,208 0,217
Ln TIMP2 (pg/mL) -0,234 0,318 0,072 0,485
Ln SPARC (ng/mL) -0,049 0,085 0,046 0,580

2 Lnde MMP9  Ln TIMP1 (pg/mL) -2,746 0,956 0,542 0,024
Ln TIMP2 (pg/mL) 5,120 1,508 0,623 0,012
Ln SPARC (ng/mL) 0,677 0,403 0,287 0,137

3 Ln de FGF Ln MMP9 (pg/mL) -0,270 3,180 0,007 0,946
Lh MMP2 (pg/mL) -6,411 23,812 0,068 0,833
Ln TIMP1 (pg/mL) 1,419 6,240 0,049 0,858
Ln TIMP2 (pg/mL) 6,164 11,671 0,218 0,691
Ln SPARC (ng/mL) 0,141 2,409 0,003 0,963

4 Ln de VEGF Ln MMP9 (pg/mL) 0,147 1,128 0,006 0,905
Ln MMP2 (pg/mL) -1,400 6,212 0,017 0,836
Ln TIMP1 (pg/mL) 2,407 2,961 0,181 0,476
Ln TIMP2 (pg/mL) 5,088 4,389 0,309 0,330
Ln SPARC (ng/mL) -0,383 1,215 0,032 0,773

Foi realizada regressdo linear multivariada (modelo enter). Em negrito foram apresentas as
associagdes significantes
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Tabela 16. Modelos de regresséo linear multivariada nas amostras de controles de
MFP

Erro
Modelos variaveis Yarléve|s B padrdo de  R? P valor
dependentes independentes
beta

1 Ln de MMP2  Ln TIMP1(pg/mL) -0,231 0,341 0,030 0,508
Ln TIMP2 (pg/mL) 0,364 0,221 0,153 0,120
Ln SPARC (ng/mL) 0,075 0,051 0,125 0,163

2 Ln de MMP9  Ln TIMP1 (pg/mL) 1,109 1,157 0,058 0,353
Ln TIMP2 (pg/mL) 1,301 0,750 0,167 0,103
Ln SPARC (ng/mL) 0,122 0,174 0,032 0,495

3 Ln de FGF Ln MMP2 (pg/mL) 0,153 6,024 0,0002 0,981
Ln MMP9 (pg/mL) 0,117 1,464 0,002 0,940
Ln TIMP1 (pg/mL) 2,116 10,048 0,011 0,843
Ln TIMP2 (pg/mL) -4,731 8,088 0,079 0,590
Ln SPARC (ng/mL) 0,690 2,891 0,014 0,823

4 Lnde VEGF  Ln MMP2 (pg/mL) 3,780 3,004 0,150 0,240
Ln MMP9 (pg/mL) 2,972 1,017 0,487 0,017
Ln TIMP1 (pg/mL) 4,753 3,733 0,153 0,235
Ln TIMP2 (pg/mL) 1,116 3,467 0,011 0,755
Ln SPARC (ng/mL) 1,031 0,588 0,255 0,113

Foi realizada regressdo linear multivariada (modelo enter). Em negrito foram apresentas as
associagdes significantes

5.4.1.5 Modelos de regresséao linear multivariada para as variaveis dependentes Ln
da concentragdo de MMP2, MMP9, bFGF e VEGFA nos pacientes com MFPTE e

seus controles

Assim como para MFP, a associacdo entre as concentracbes de MMP2,
MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC, bFGF e VEGFA foi analisada por regresséo linear

multivariada e os dados estdo apresentados nas Tabelas 17 e 18.

No grupo MFPTE, o aumento de 1 Ln de TIMP1 foi associado ao aumento
de 5,302 da variavel dependente Ln de bFGF explicando 65,1% da variabilidade de
Ln de bFGF (modelo 3). O aumento de 1 Ln de SPARC foi associado com a reducgao
de 2,397 do Ln de bFGF sendo esta variacdo explicada 78,7% pela variavel

independente (Tabela 17).
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Tabela 17. Modelos de regressédo linear multivariada nas amostras de pacientes
com MFTE

Variaveis Variaveis Erro padréo ) P
Modelos _ B R
dependentes independentes de beta valor
1 Lnde MMP2 Ln TIMP1(pg/mL) -0,437 0,149 0,015 0,681
Ln TIMP2 (pg/mL) 0,756 0,242 0,011 0,703
Ln SPARC (ng/mL) 0,184 0,083 0,050 0,575
2 Ln de MMP9 Ln TIMP1 (pg/mL) -1,244 0,592 0,306 0,062
Ln TIMP2 (pg/mL) -0,231 0,962 0,006 0,815
Ln SPARC (ng/mL) -0,095 0,329 0,008 0,779
3 Lnde FGF  Ln MMP2 (pg/mL) 5,793 2,416 0,534 0,062
Ln MMP9 (pg/mL) 1,262 0,614 0,458 0,095
Ln TIMP1 (pg/mL) 5,302 1,735 0,651 0,028
Ln TIMP2 (pg/mL) -4,548 2,304 0,438 0,105
Ln SPARC (ng/mL) -2,397 0,558 0,787 0,008
4 Ln de VEGF Ln MMP2 (pg/mL) -0,423 3,383 0,002 0,904
Ln MMP9 (pg/mL) 0,964 0,850 0,138 0,289
Ln TIMP1 (pg/mL) 0,777 2,605 0,011 0,773
Ln TIMP2 (pg/mL) -1,535 3,076 0,030 0,631
Ln SPARC (ng/mL) -0,956 0,862 0,133 0,300

Foi realizada regressdo linear multivariada (modelo enter). Em negrito foram apresentas as
associagdes significantes

No grupo controle de MFPTE (Tabela 18), o Ln de MMP2 e de TIMP1 foram
associados positivamente a Ln de bFGF explicando 90,1% e 83,0% da diferenca
desta variavel dependente (Modelo 3). Diferentemente, TIMP2 e SPARC foram
associadas negativamente a Ln de bFGF2 e explicou 88,7% e 80,1% da variacéo

desta variavel dependente, respectivamente (modelo 3).



Tabela 18. Modelos de regressao linear
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multivariada nas amostras de controles de

MFTE
Modelos Variaveis Variaveis Erro padréo 5 b valor
dependentes independentes de beta

1 Lnde MMP2  Ln TIMP1(pg/mL) -0,071 0,370 0,003 0,852
Ln TIMP2 (pg/mL) 0,276 0,354 0,045 0,449
Ln SPARC (ng/mL) 0,063 0,052 0,102 0,246

2 Lnde MMP9  Ln TIMP1 (pg/mL) -1,671 1,453 0,092 0,271
Ln TIMP2 (pg/mL) 2,021 1,391 0,140 0,170
Ln SPARC (ng/mL) 0,150 0,204 0,040 0,474

3 Ln de FGF Lh MMP2 (pg/mL) 7,057 1,352 0,901 0,014
Lh MMP9 (pg/mL) -0,708 0,286 0,671 0,090
Ln TIMP1 (pg/mL) 7,064 1,846 0,830 0,031
Ln TIMP2 (pg/mL) -11,343 2,327 0,887 0,017
Ln SPARC (ng/mL) -1,959 0,564 0,801 0,040

4 Lnde VEGF  Ln MMP2 (pg/mL) -0,175 2,759 0,001 0,951
Ln MMP9 (pg/mL) -0,212 0,858 0,008 0,811
Ln TIMP1 (pg/mL) 5,914 4,028 0,213 0,180
Ln TIMP2 (pg/mL) -15,635 5,344 0,517 0,019
Ln SPARC (ng/mL) -0,046 0,536 0,001 0,934

Foi realizada regressdo linear multivariada (modelo enter). Em negrito foram apresentas as

associagdes significantes
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5.4.2 Trombocitemia essencial

5.4.2.1 Avaliacao da expressao de RNAm dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2
e SPARC nos pacientes com TE e grupo controle

Os pacientes com TE apresentaram maior expressdao de MMP2, MMP9,
TIMP1, SPARC e HIF1-a em relagédo ao controle (P<0,05; Figura 12, A, B, C e E).
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Figura 12. Expressdo de RNAm dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC e
HIF1-a nos pacientes com TE e grupo controle

Nota: A expressdo do mRNA foi medida por PCR em tempo real e normalizada com os genes de
referéncia ACTB1 e GAPDH. Valores de expressdo foram calculados com a formula 2T As
expressdes de RNAm entre os dois grupos foram comparadas pelo teste Mann-Whitney

5.4.2.2 Avaliagcéo das concentragdes séricas das proteinas MMP2, MMP9, TIMP1,
TIMP2 e SPARC nos pacientes com TE e grupo controle

As concentracdes de TIMP1, TIMP2, SPARC, VEGFA e bFGF foram
maiores no grupo de TE quando comparadas com o grupo controle (P<0,05; Figura
13C,DE, FeG).
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Figura 13. Concentracdes das proteinas MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC,
VEGFA e FGF nos pacientes com TE e grupo controle

Nota: As concentracdes foram determinadas utilizando-se a Tecnologia Luminex™ xMAP. As
concentracdes dos analitos entre os dois grupos foram comparadas pelo teste Mann-Whitney

5.4.2.3 Modelos de regressao linear multivariada para as variaveis dependentes Ln
da concentracdo de MMP2, MMP9, bFGF e VEGFA nos pacientes com TE e seus

controles

Na TE, o Ln de TIMP2 foi associado positivamente a variavel dependente Ln
de MMP2, cuja variacdo é explicada 46,5% pela variavel independente (modelol,
Tabela 19). Ja no grupo controle o aumento de 1 Lh de MMP9 foi associado com a
reducdo de 1,158 Ln na concentracédo de bFGF (modelo 3, Tabela 20).
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Tabela 19. Modelos de regressédo linear multivariada nas amostras de pacientes

com TE
Modelos Variaveis Variaveis B Erro padrao R? P
dependentes independentes de beta valor
1 Ln de MMP2 Ln TIMP1(pg/mL) -0,227 0,145 0,215 0,151
Ln TIMP2 (pg/mL) 0,476 0,170 0,465 0,021
Ln SPARC (ng/mL) 0,041 0,121 0,013 0,739
2 Ln de MMP9 Ln TIMP1 (pg/mL) -0,761 1,114 0,049 0,512
Ln TIMP2 (pg/mL) -1,883 1,309 0,187 0,184
Ln SPARC (ng/mL) 0,279 0,930 0,010 0,771
3 Ln de FGF Lnh MMP2 (pg/mL) -1,755 3,415 0,062 0,634
Ln MMP9 (pg/mL) -0,603 0,593 0,205 0,367
Ln TIMP1 (pg/mL) 2,131 2,551 0,148 0,451
Ln TIMP2 (pg/mL) 0,625 3,221 0,009 0,856
Ln SPARC (ng/mL) -1,589 1,953 0,142 0,461
4 Ln de VEGF Ln MMP2 (pg/mL) 1,912 4,451 0,036 0,685
Lh MMP9 (pg/mL) 1,387 0,772 0,393 0,132
Ln TIMP1 (pg/mL) 1,051 3,325 0,020 0,765
Ln TIMP2 (pg/mL) 5,281 4,197 0,240 0,264
Ln SPARC (ng/mL) 0,743 2,542 0,017 0,782

Foi realizada regressdo linear multivariada (modelo enter). Em negrito foram apresentas as
associagdes significantes
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Tabela 20. Modelos de regressao linear multivariada nas amostras de controles de
TE

Variaveis Variaveis Erro padréo P
Modelos B R?
dependentes independentes de beta valor
1 Ln de MMP2 Ln TIMP1(pg/mL) 0,211 0,130 0,134 0,123
Ln TIMP2 (pg/mL) -0,062 0,245 0,004 0,801
Ln SPARC (ng/mL) -0,156 0,103 0,119 0,148
2 Ln de MMP9 Ln TIMP1 (pg/mL) -0,346 0,561 0,022 0,546
Ln TIMP2 (pg/mL) 0,667 1,057 0,023 0,536
Ln SPARC (ng/mL) -0,011 0,444 0,001 0,980
3 Ln de FGF Ln MMP2 (pg/mL) -1,253 2,220 0,051 0,593
Ln MMP9 (pg/mL) -1,158 0,453 0,521 0,043
Ln TIMP1 (pg/mL) -1,533 1,875 0,100 0,445
Ln TIMP2 (pg/mL) -1,917 2,854 0,070 0,527
Ln SPARC (ng/mL) 0,139 0,959 0,003 0,889
4 Ln de VEGF Ln MMP2 (pg/mL) 4,137 3,205 0,192 0,238
Ln MMP9 (pg/mL) 0,843 0,810 0,134 0,332
Ln TIMP1 (pg/mL) 0,479 3,120 0,003 0,882
Ln TIMP2 (pg/mL) -11,719 4,993 0,441 0,051
Ln SPARC (ng/mL)  -1,653 1,350 0,176 0,260

Foi realizada regressdo linear multivariada (modelo enter). Em negrito foram apresentas as
associagdes significantes
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5.5 Expressdo de CD34 em bi6psias de medula 6ssea de pacientes com MF e
TE

A expressao de CD34 apresentou valores similares nos grupos de pacientes
com MFP, TE, MFPTE e MFPPV. As frequéncias dos escores das expressdes de

cada grupo de pacientes estdo apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21. Frequéncias de expressdo de CD34 obtidas por imunohistoquimica em
medula éssea de pacientes com MFP, MFPTE, MFPPV e TE

ESCORE MFP (N=8) TE (N=10)* MFPTE (N=8) MFPPV (N=4)
1 3(37,5) 5 (50,0) 4 (50,0) 3(75,0)
2 - 3(30,0) 1(12,5)
3 1(12,5) 1(10,0)
4 4 (50,0) 1(10,0) 3 (37,5) 1(25,0)

Os dados apresentados sdo 0s numeros de pacientes e entre parénteses as porcentagens de
pacientes em relacdo ao nimero total analisado

Além disso, a imunoexpressdo de CD34, que representa a densidade
microvascular (DMV), ndo foi associada a expressao de RNAm de MMP2, MMP9,
TIMP1, TIMP2, SPARC e HIF1l-a e tampouco as concentracdes de MMP2, MMP9,
TIMP1, TIMP2, VEGFA e FGF nos trés grupos de pacientes estudados (Figuras 14,
15 e 16). Pacientes com MFPTE apresentaram tendéncia ao aumento de expressao
de HIF1-a (P=0,088; Figura 15F), bem como, os pacientes com TE que tenderam a
apresentar a concentracdo mais alta de VEGFA (P=0,086; Figura 16K) no grupo
constituido pelos pacientes com escores 2, 3 e 4 quando comparados aos pacientes
com grau 1 de marcagéo para CD34. O grupo MFPPV néo foi incluido nesta analise

devido ao pequeno niumero amostral (N=4).
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Figura 14. Expressao de RNAm de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC e HIFl-a
e concentracdes das proteinas MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC HIF1-q,

VEGFA e FGF, segundo a expressao de CD34 em biépsias de medula ésseas dos
pacientes com MFP

As Express6es de RNAm e concentragc8es dos analitos entre os dois grupos foram comparadas pelo
teste Mann-Whitney
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Figura 15. Expressao de RNAm de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC e HIF1-a
e concentracbes das proteinas MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC HIF1-q,

VEGFA e FGF, segundo a expressao de CD34 em bidpsias de medula ésseas dos
com MFTE

As Express6es de RNAmM e concentra¢fes dos analitos entre os dois grupos foram comparadas pelo
teste Mann-Whitney
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Figura 16. Expressdao de RNAm de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC e HIFl-a
e concentracdes das proteinas MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, SPARC HIF1-q,
VEGFA e FGF, segundo a expressao de CD34 em bidpsias de medula 6sseas dos

TE

As Express6es de RNAmM e concentragfes dos analitos entre os dois grupos foram comparadas pelo

teste Mann-Whitney
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5.6 Concentragdes séricas de MMP2, MMP9, TIMP 1 e TIMP 2 e plasméticas de
VEGF e FGF em pacientes com MFP, MFPTE e TE segundo o status mutacional

A distribuicdo das mutacfes CALR entre os grupos de pacientes esta
apresentada na Tabela 22. Considerando apenas 0s pacientes negativos para as
mutacdes JAK2VSF e MPLWS foram encontradas mutagdes no gene CALR em
80,0% dos pacientes com MFP (N=8), 77,9% dos pacientes com MFPTE (N=7) e
11,1% dos pacientes com TE (N=2). As mutacbes 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 9 (31%) pacientes com mutacgéo
tipo 1 e 6 pacientes (20,6%) tipo 2, enquanto os demais exibiram os tipos 32
(p.K385fs*46) bem como uma mutacdo nova (1125delA). Os pacientes com TE néo

apresentaram mutacado CALR do tipo 2.

Tabela 22. Frequéncias das mutacées no gene CALR nos pacientes com MF,
MFPTE e TE

Mutag&o ;Lptggdé% MFP (N=10) MFPTE (N=9) TE (N=9) (Lgtzagl)
1092_1143del52 1 4 (40,0) 3(33,4) 2 (22,2) 9 (31,0)
1154 1155insTTGTG 2 3 (30,0) 3(33,4) 0 6 (20,6)
1153 _1154AA>STGTC 32 0 1(11.1) 0 1(3,5)
1125delA* Nova 1 (10,0) 0 0 1(3,5)
Tipo selvagem Nenhuma 2 (20,0) 2 (22,1) 7 (77,8) 12 (41,4)

*1125delA é uma mutagdo nova. MFP: mielofibrose primaria, MFPTE: mielofibrose pés-trombocitemia
essencial, MFPPV: TE: trombocitemia essencial. As variaveis categoricas foram apresentadas como
namero de individuos e frequéncia entre parénteses

Pacientes com MFP JAK2Y®F_positivos apresentaram  maiores
concentracbes MMP9 comparados aos pacientes portadores de mutacdes na CALR
(Figura 17A, P= 0,023). Os pacientes com MFPTE JAK2'**"F_positivos
apresentaram maiores concentracbes de MMP9, TIMP2, FGF e VEGF quando
comprados aos CALR mutados (Figura 17A, B, C D e E; P=0,049, P=0,049,
P=0,008, P=0,020, respectivamente). Considerando os pacientes com trombocitemia
essencial, ndo foi possivel comparar as concentragdes das proteinas estudadas com
os individuos CALR mutados devido ao pequeno namero amostral (N=2). Desse

V6L7F
2

modo, a andlise foi feita comparando-se os JAK -positivos com os individuos
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triplo-negativos, ou seja, individuos negativos para as mutacées no gene JAK2,
CALR e cMPL. Pacientes com TE JAK2'**F.positivos apresentaram maiores
concentracbes de MMP2 e TIMP2 quando comparados aos triplo-negativos (Figura
17F e G; P=0,049 e P=0,020, respectivamente). Na Figura 17 estdo apresentadas
apenas as analises que deram diferencas significantes (P<0,05).
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Figura 17. Concentracdo das proteinas MMP2, MMP9, TIMP2, VEGFA e FGF nos
pacientes com MFP, MFPTE e TE segundo o status mutacional

Nota: Individuos triplo-negativos sdo aqueles que n&o apresentaram mutacdes nos genes JAK2,
CALR e cMPL

Embora pacientes JAK2V®'F

concentracbes de MMP2, MMP9, TIMP2, VEGFA e FGF (Figura 17), essas
concentracdes ndo foram correlacionadas & carga alélica de JAK2Y®*'F (Tabela 23,
P>0,05).

positivos tenham apresentado maiores
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Tabela 23. Correlagbes de Spearman entre concentracdes plasmaticas de MMP2,
MMP9, TIMP2, VEGFA e FGF e a carga alélica de JAK2V®'"" em pacientes com
MFP, MFPTE e TE

Grupo MMP2 MMP9 TIMP2 VEGFA FGF
r= 0,440
MFP P=0,175
N=11
r=-0,820 r= 0,505 r=-0,434 r=-1,09
MFTE P=0,800 P= 0,940 P=0,158 P=0,737
N=12 N=12 N= 12 N= 12
r= 0,540 r=0,329
TE P= 0,861 P=0,273
N= 13 N=13

5.7 Expressao génica de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HIF1-a em granulécitos

e plaguetas de pacientes com MF, TE, PV e controles saudaveis

A expressao das metaloproteinases e de seus inibidores esta representada

na Figura 18 e de HIF1-a na Figura 19.

Os granul6citos de pacientes com TE apresentaram maior expressdo de
MMP9, TIMP1 e TIMP2 (Figura 18 B, C e D) do que os controles, enquanto somente
a MMP9 estava aumentada nas plaquetas destes pacientes (Figura 18F). Os
pacientes com MF apresentaram maior expressdo de MMP2, MMP9 e TIMP1 nos
granuldcitos (Figura 18 A, B e C) e MMP2 e MMP9 (Figura 18, E e F) nas plaquetas
guando comparados aos controles. Pacientes com PV néo apresentaram diferencas

nas expressoes dos genes em relagéo ao controle.
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Figura 18. Expressdao de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 em granuldcitos e plaguetas de pacientes com Trombocitemia essencial,
Mielofibrose, Policitemia vera e controles

A expressdo do mRNA foi medida por PCR em tempo real e normalizada com os genes de referéncia HPRT1 e GAPDH. Valores de expressdo foram
calculados com a formula 2°°7. As expressbes de RNAmM entre os grupos foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
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A expressao de HIF1-a foi maior em granulocitos e plaquetas de pacientes
com TE e PV comparados aos controles (Figura 19, B, C, E, e F).

Granulocitas

a) b) c)
HIF - HIF1-a HIF1-=
P=0,132 P=0,001 P=0,032
5=10% 210 410
- e . £ .
5 =107 = g Ini0? =.
= . [ PR T ™ 4 * [ ]
g > k- . a 20 -
o - o 1
B 20! r L] Fd ve
8 - @ 510 . IR . H
E e L 8 " ; ) a ——
] .. L 5 . o @ * -
- -l . g® . el P — .’- .-'_
WIF (H=11] CTRL (N=13) TE [H=12) CTRL {N=12) PYINE) CTRL (N=12)
Plaguetas
) HIF1-a& E) HIF - f) HIF1-&
P=0,274 Pe=0,003 P=0,019
Ea104 &% 10 810"
E saap : . E
= Ex10 -
g zxici £ N g
e . 8 g b0
g e £ - T
[ R— 2 &
g 4410 . : 1] Tieepapee® F—— i o] "tagee*® = .
LIRS 5 — S
" e T bk . - L] 2u10? . 2#10
MF (N=11) ETRL [h=g) TE (H=14) CTRL [H=8) B (W12 ETRL (H=d)

Figura 19. Expressao de HIF1-a em granulécitos e plaquetas de pacientes com MF,
TE, PV e controles saudaveis

A expressdo do mRNA foi medida por PCR em tempo real e normalizada com os genes de referéncia
HPRT1 e GAPDH. Valores de expressao foram calculados com a férmula 2°". As expressdes de
RNAm de HIF1-a entre os dois grupos foram comparadas pelo teste Mann-Whitney
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5.8 Analise da expresséo génica de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 em col6nias
BFU-E submetidas a hipdxia e normoxia

N&o foi encontrada diferenca nas expressdes de RNAm de MMP9, TIMP1 e
TIMP2 entre células de submetidas a hipéxia e normoxia (P>0,05; Figura 20). A
expressdo de MMP2 né&o foi detectada devido a este gene ser pouco expresso nesta

populacdo e o material de analise ser escasso (apenas cinco colbnias por paciente).
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Figura 20. Expressdo de MMP9, TIMP1 e TIMP2 em BFU-E submetidas a hipoxia e

normoxia

A expressdo do mRNA foi medida por PCR em tempo real e normalizada com o gene de referéncia
GUSP. Valores de expressao foram calculados com a férmula 2%°T As expressdes de RNAm entre
os dois grupos foram comparadas pelo teste de Wilcoxon para amostras pareadas. ns: nao
significante

5.9 Analise da expresséo dos genes MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 e HIF1-a em

medula 6ssea de camundongos C57BI/6

Foi observado aumento nas expressdes dos genes MMP2 e TIMP1 no grupo
de camundongos C57BI/6 submetidos a hipdxia por 4 dias (Figura 21). Os outros
genes MMP9, TIMP2 e HIF1-a foram mais expressos, porém nao houve diferenga

significante.
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Figura 21. Expressao dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HIFl-a em
amostras de medula de 6ssea de camundongos C57BI/6 submetidos a 4 dias de

hip6xia comparados aos camundongos em normoxia

Valores estdo representados como média e deswo padrdo relativo do fold change. Valores de
expressdo foram calculados com a férmula 2°** Teo gene de referéncia utilizado foi o 18s. As
médias foram comparadas utilizando o teste t de student. * representa P<0,05

5.10 Analise da expressao dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HIF1-a em
células LSK da medula 6ssea de camundongos C57BI/6 submetidos a 10 dias
de hipoxia

Diferente da expressdo génica em amostras de medula Ossea total, as
linhagens apresentaram diminuicdo na expressdo dos genes HK1 e VEGFA. Vale
ressaltar que o tempo de exposicdo a hipoxia neste grupo foi de 10 dias e ndo 4 dias
conforme experimento anterior. As células duplo-negativas e linhagem positiva do
grupo submetido a hipéxia apresentaram maiores expressoes de MMP9 e TIMP2

respectivamente (P<0,05; Figura 22C e D).
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Figura 22. Expressdo dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HIFl-a em
amostras de medula de 6ssea de camundongos C57BIl/6 submetidos a 10 dias de
hipoxia comparados aos camundongos em normoxia. A) Separacgéo das células LSK
da medula 6ssea; B) células LSK; C) Células Duplo-negativas (Ska- e cKit-), D)

Células Linhagem positiva

Valores estdo representados como média e desvio padrédo relativo do fold change. Valores de
expressdo foram calculados com a férmula 2T e o gene de referéncia utilizado foi o 18s. As
médias foram comparadas utilizando o teste t de Student. * P<0,05 e *** P<0,001
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5.11 Anédlise da expressdo dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HK1 em

embrides de camundongos selvagens (WT) e nocaute para HIF1-a

As expressdes dos genes MMP9 e TIMP2 nos camundongos HIF1-a™)
foram aproximadamente trés vezes maiores do que as observadas nos
camundongos selvagens. A menor expressdo de HK1 confirma o silenciamento de

HIF1-a, uma vez que se encontra a jusante nesta via de sinalizacéo (Figura 23).
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Figura 23. Expressao dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HK1 em embrides

de camundongos selvagens (WT) e nocautes para HIF1-a

Valores estdo representados como média e desvio padrdo relativo do fold change. Valores de
expressdo foram calculados com a férmula 22T e o gene de referéncia utilizado foi 0 18s. As
médias da expressdo foram comparadas utilizando o teste t de student. * P<0,05. ** P<0,01. ***
P<0,001
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5.12 Anélise da expressdo dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HK1 em

camundongo VHL™ e selvagem (WT)

As expressdes de todos os genes estudados em camundongos Chuvash
VHL®" foram maiores em relacdo ao grupo controle. A expressdo aumentada de
HK1 confirmou a ativacédo da via HIF1-a devido a perda de fungado do gene VHL, que

€ um mediador da degradacao proteassdmica de HIF-1a hidroxilado (Figura 24).
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Figura 24. Expresséo dos genes MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e HK1 em figado de
camundongo Chuvash VHL (-/-) e selvagem (WT)

Valores estdo representados como média e desvio padrdo relativo do fold change. Valores de
expressdo foram calculados com a férmula 22T e o gene de referéncia utilizado foi o 18s. As
médias foram comparadas utilizando o teste t de student. * P<0,05. ** P<0,01. *** P<0,001
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6 DISCUSSAO

A descoberta da mutacdo JAK2Y®'"F no inicio de 2005 (Baxter et al., 2005;
Jones et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005), seguida pela descricédo
de mutacBes no exon 12 do gene JAK2 e mutacBes no gene MPL(Pikman et al.,
2006), facilitou o diagndstico e também agregou conhecimento a patogénese das
NMPs BCR-ABL1 negativas (Goldman et al., 2009). Entretanto, uma propor¢cao
significativa dos pacientes com MF e TE (~40%) n&o apresentam essas mutagoes, 0
que se tornou uma grande incognita na era pos-JAK2. A descoberta de muta¢cdes no
gene CALR na grande maioria dos pacientes JAK2V®'"F e MPL negativos elucidou
grande parte dessa questdo, mas seu papel ainda continua incerto (Klampfl et al.,
2013; Nangalia et al., 2013). Estes eventos ainda ndo explicam integralmente a

fisiopatologia dessas doencas.

A angiogénese possui grande importancia nas neoplasias em geral, uma vez
que contribui para a disseminacdo do tumor. E um processo altamente regulado que
consiste na formacdo de novos vasos sanguineos, e uma de suas etapas inclui a
degradacdo da matriz extracelular pelas MMPs (Bonnans, Chou e Werb, 2014).
Essas proteases foram associadas aos processos de progressdo, migragéao,
invasdo, metastase de tumores e angiogénese (Kessenbrock, Plaks e Werb, 2010).
A maioria dos estudos sobre o papel das MMPs em neoplasias hematol6gicas tem
sido focada nos seus efeitos sobre o comportamento de invaséo e transmigragdo em
diferentes tipos de células leucémicas. Entretanto, elas também podem participar do
processo angiogénico na medula 6ssea, aumentando a sobrevivéncia das células
leucémicas por meio da liberacdo de fatores de crescimento, 0s quais promovem a

progressao tumoral (Chaudhary et al., 2013).

Nesse contexto, o presente trabalho se propés um estudo em pacientes com

MF e TE considerando o status mutacional, e outro em modelos animais HIF1-a (/) g

VHL” para investigar a participagéo de HIF na regulac&o das MMPs.

Em relagé@o as caracteristicas clinicas dos pacientes, a perda de peso é um
sintoma constitucional bem descrito das NMPs em geral, e aproximadamente 13%
dos pacientes apresentam emagrecimento involuntario durante o curso da doenca

(Mesa et al., 2007). Corroborando com dados da literatura, os pacientes com MFP e
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MFPTE incluidos no presente estudo apresentaram menor IMC do que seus

respectivos controles.

O maior numero de plaquetas nos pacientes com TE comparado aos seus
controles era esperado, devido a hiperplasia da medula 6ssea com proliferacédo
excessiva de megacariécitos e consequente plaguetose acentuada, que s&o

caracteristicas da propria doenca (Fialkow et al., 1981 (Martyré et al., 1997).

Na TE, a trombose nas grandes artérias € a maior causa de mortalidade,
podendo causar danos neuroldgicos e cardiacos graves e perda das habilidades
motoras. Como a maioria dos pacientes estava sendo tratada, era esperado que o
risco de desenvolvimento de trombose fosse reduzido ou proximo ao de individuos
controle. Apesar de os pacientes com TE ndo terem apresentado maior frequéncia
de eventos trombdticos do que seus controles, foi observada maior frequéncia de
hipertensédo arterial nesses pacientes, que € um fator de risco importante para o
desenvolvimento de trombose, podendo predispor a eventos vasculares oclusivos

envolvendo a circulacéo arterial periférica (Briere, 2007).

Os maiores reguladores da atividade das MMPs séo as TIMPs. Elas inibem
as MMPs numa razdo molar 1:1 (Rucci, Sanita e Angelucci, 2011). Outra proteina
que pode interagir com as MMPs é a SPARC, uma proteina matricelular, capaz de
modular a interac@o célula-matriz extracelular e influenciar a resposta a fatores de
crescimento como o VEGFA, bFGF e TGF-B1 e, por conseguinte, contribuir para os
processos fisioldgicos que envolvem a neovascularizacdo (Rivera, Bradshaw e
Brekken, 2011).

Existem poucos estudos que avaliaram o perfil das gelatinases em pacientes
com NMPs BCR-ABL1 negativas, sendo que nestes, o principal foco é a associacao
com o desenvolvimento da doenca ou o processo de fibrose. Concentracdes
elevadas de MMP9 foram encontradas em pacientes com PV quando comparados
ao grupo controle. Além disso, nesse mesmo estudo, pacientes com MF
apresentaram maior razdo TIMP1/MMP9 quando comparados ao controle (Jensen et
al., 2003). Esse achado sugere que o desequilibrio da homeostase extracelular pode
levar ao aumento da deposicdo de matriz e, consequentemente, a fibrose. Contudo,
nenhum marcador de fibrose medular foi avaliado nesses pacientes. Ademais,
outros autores relataram que concentracdes elevadas de TIMPs, mas nédo de MMPs,
foram associadas a TE e PV (Wang et al., 2002).
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Desconhecemos outro estudo que tenha avaliado a expresséo de
MMPs e de TIMPs e as tenha relacionado com marcadores de angiogénese em
pacientes com NMPs. No entanto, nenhuma das proteinas estudadas foi associada
a densidade microvascular da medula 6ssea nos trés grupos estudados (MFP,
MFPTE e TE).

Em nosso estudo, foi encontrada maior expressdo de RNAm de MMP2 e
SPARC em pacientes com MFP; MMP2, MMP9, TIMP1 e SPARC em pacientes com
MFTE; e MMP2, MMP9, TIMP1, HIF1-a e SPARC nos pacientes com TE quando
comparados aos seus controles. No entanto, as concentragfes dessas proteinas
ndo foram correlacionadas a expressdo génica, sendo que as concentracbes das
MMPs foram similares nos grupos de pacientes e seus controles. Esta discrepancia
entre a expressdo de RNAmM e de proteina sugere que algum mecanismo de
regulacdo poés-transcricional possa estar envolvido neste processo. Tem sido
descrito que a regulacdo da expressdo das MMPs ocorre a nivel transcricional, seja
pela ligacdo de fatores de transcricdo ou por mecanismos epigenéticos (Yan e Boyd,
2007). No entanto, ha hipéteses de que a expressdo pode ser regulada a nivel pos-
transcricional através da KH-type splicing regulatory protein (KSRP ou FBP2), que
promove o recrutamento do RNAmM nos exossomos (Knapinska et al., 2005), ou pelo
recrutamento dependente da sequéncia 3’UTR do RNAmM aos ribossomos ou

polissomos onde o transcrito é traduzido (Fahling et al., 2005).

Considerando que, no presente estudo, as concentracdes séricas das MMPs
foram similares entre pacientes com NMPs e individuos controles, um parametro
interessante a ser avaliado seria a atividade dessas proteases entre os grupos de
participantes do estudo. No entanto, ndo foi possivel avaliar a atividade das MMPs
no presente estudo, devido a dificuldades na aplicacdo do método proposto para

esta analise.

No presente trabalho, os pacientes com MFP apresentaram maior
concentracdo sérica de TIMP1 em comparagdo aos controles. Além disso, o
aumento da concentracdo de TIMP1 foi associado a diminuicdo da concentracéo de
MMP9. Tal associacao nao foi observada nos individuos controle, sugerindo que na
MF possa haver um mecanismo de feedback negativo no controle da expressao de
MMPO.
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Altas concentragbes de TIMP1 e TIMP2 foram encontradas nos pacientes
com MFP, MFTE e TE. Nossos dados de TIMP1 corroboram com os encontrados
por dois outros grupos, que encontraram concentracdes elevadas de TIMP1 em
pacientes com PV, MF e TE (Wang et al., 2002; Jensen et al., 2003).

Ha relatos de que, além de atuar como inibidores da atividade de MMP2 e 9,
TIMP1 e 2 sao capazes de agir como fatores de crescimento, estimulando a
proliferacdo de precursores eritroides e fibroblastos de medula 6Ossea (Stetler-
Stevenson, Bersch e Golde, 1992; Chesler et al., 1995; Murate et al., 1997). De fato,
em modelos de regresséao linear realizados em nosso estudo, as concentragdes de

TIMP2 foram associadas positivamente as concentracoes de bFGF na MFPTE.

Com excec¢do dos pacientes com MFPPV, todos os grupos de pacientes
estudados mostraram maior expressdo de RNAm de SPARC quando comparados
aos seus controles, sugerindo que a expressao deste gene esta associada a
doenca. Tanto nos pacientes com MFPTE quanto seus controles, o aumento da
concentracdo de SPARC foi associado a diminui¢do de 2 vezes da concentracdo de
bFGF, um marcador plasmatico de angiogénese. Nao existe consenso sobre o efeito
de SPARC, ora descrito como pré-angiogénico e ora descrito como anti-angiogénico
(Rivera, Bradshaw e Brekken, 2011). E descrito que SPARC pode interagir direta ou
indiretamente com os fatores angiogénicos e, por sua vez, impactar no processo de
formacdo de novos vasos (Chlenski e Cohn, 2010). Outro dado interessante do
presente estudo foi que os pacientes com MFP com risco baixo e risco intermediario

na classificacdo DIPSS-plus apresentaram menor expressdao de RNAm de SPARC.

Foi demonstrado, por marcagéo imuno-histoquimica em bidpsias de medula
0ssea de pacientes com mieloproliferacdo clonal, que a expressado de SPARC esta
correlacionada positivamente com DMV, com a fibrose medular e pior prognéstico
(Tripodo et al., 2012). Tais achados in vivo foram extrapolados para confirmag&o em
modelo animal, que demonstrou que o aumento induzido da expressao de SPARC
esta associado as alteracbes fibréticas no estroma medular que ocorrem em
decorréncia da mieloproliferagdo. Entretanto, nenhuma associacdo com as
moléculas envolvidas no processo angiogénico foi realizada. No presente estudo, a
expressdo de RNAm e a concentracdo de SPARC ndo foram associadas a

densidade microvascular nos pacientes com NMPs.
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Nos modelos de regresséo linear multivariada, SPARC néo foi associada a
expressdo de MPP9 e de MMP2 nos trés grupos estudados. Tal achado é
discordante do encontrado na literatura, no qual foi observada correlacdo direta
entre a expressao de SPARC com as MMPs 2 e 9 (Li et al., 2013). Entretanto, foi
descrito que células que superexpressam SPARC (Daoy-SP) apresentam menor
expressao de MMP9 e VEGFA (Bhoopathi et al., 2010) .

Nossos dados também demonstraram que as concentracdes plasmaticas de
bFGF estavam aumentadas em todos os grupos de pacientes incluidos nesse
estudo em relacdo aos grupos controles. Estes achados eram esperados, visto que
pacientes com NMPs apresentam maior intensidade de angiogénese em relagéo a
individuos saudaveis e pacientes com outras NMPs (Di Raimondo et al., 2001).
Outro estudo que avaliou 25 controles saudaveis e 74 pacientes com NMPs (8 PV,
41 TE e 25 MF), além de correlacionar a expressdo de VEGF na medula a
densidade microvascular em pacientes com NMPs, também demonstrou que as
concentracfes de VEGFA séricas estdo significantemente relacionadas a marcacéo
imuno-histoquimica de VEGF na medula em pacientes com NMPs, o que nos
permite sugerir essa relacdo com a angiogénese no sangue periférico (Panteli et al.,
2004). Nossos dados séo discordantes dos apresentados pelos autores, pois nao foi
encontrada associacdo entre a concentracdo de VEGF e FGF e a densidade
microvascular. Tal fato poderia ser explicado pelo niamero reduzido de pacientes

com bidpsia de medula 6ssea disponivel no presente estudo.

As maiores concentracfes plasmaticas de bFGF encontradas nos pacientes
em relacdo aos seus controles destacam a importancia do papel dessa proteina nas
NMPs. Maiores concentragdes de VEGFA foram encontradas nos pacientes com TE.
No entanto, as concentracées de MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 e SPARC néo foram
associadas a esta variavel dependente nos modelos de regressdo linear
multivariada.

As frequéncias da presenca da mutagéo JAK2**F observadas nesse estudo
(52,4% na MFP, 57,1% na MFPTE e 54,2% na TE) sdo semelhantes as descritas em
populacées brasileiras (Monte-Moér et al., 2007; Dos Santos et al., 2011; Souza et al.,
2013).

A carga alélica da mutacdo JAK2Y®*'F é uma medida variavel, determinada

pela frequéncia dos eventos de recombinacdo mitética e da expansdo de clones
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JAK2VYF A variabilidade da carga alélica é em parte responsavel pelos fenétipos
clinicos distintos vistos nas NMPs (Stein et al., 2010). Pacientes com TE apresentam
0S 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).
Apesar de essas associacdes serem consistentemente observadas na prética
clinica, a carga alélica ndo € um pardmetro prognéstico considerado para
intervencoes terapéuticas (Passamonti e Rumi, 2009).

Apos dois estudos terem identificado as mutacdes no éxon 9 no gene da
CALR em grande parte dos pacientes com TE e MF negativos para as mutacdes nos
genes JAK2 e MPL, assumiu-se que essas mutacdes possuem importante papel na
patogénese dessas doencas (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013).
Consequentemente, devido a essa importancia, a analise de muta¢cdes em CALR foi
integrada aos critérios diagnoésticos da Organizacdo Mundial da Saude para as
NMPs (Arber, et al., 2016). A identificacdo dessas mutacdes pode ter implicacdes
para novas estratificacdes de risco, conduta e prognéstico (Andrikovics et al., 2014;
Rotunno et al., 2014; Rumi et al., 2014; Tefferi, Guglielmelli, et al., 2014; Tefferi,
Lasho, et al., 2014). Desse modo, optou-se por incluir a avaliacdo dessa mutacéo no
presente estudo.

As frequéncias das mutacdes 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 muta¢Oes estavam
presentes em 74% (Tefferi, Lasho, Finke, Knudson, et al., 2014) e 88% (Klampfl et
al., 2013) dos pacientes com MFP JAK2®'F 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 muta¢ées em CALR. E possivel que diferencas
étnicas e ambientais possam influenciar as frequéncias das mutacdes em CALR nas
diversas populagdes.

No presente estudo, foi mostrado que pacientes com MFP e MFTE com
mutac&o no gene CALR possuem menores concentragdes de MMP9, TIMP2, VEGF
e FGF quando comparados aos JAK2VY'F positivos. Além disso, pacientes com TE e
triplo negativos apresentaram menores concentracoes de MMP2 e TIMP2. As
mutacBes no gene CALR consistem em insercdes ou delecbes que resultam em

modificacdo na parte C-terminal da proteina. Os ultimos 4 aminoacidos [KDEL], que
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contém o sinal para a retencao no reticulo endoplasmatico, se tornam positivamente
carregados, resultando em perda da funcdo da proteina e consequente errbnea
localizagéo celular (Klampfl et al., 2013). A menor concentragdo encontrada nos
pacientes pode em parte ser explicada por esta alteracdo na funcdo de CALR que
poderia afetar o transporte dessas proteinas para o meio extracelular. Com base
nestes resultados obtidos nos pacientes JAK2%F positivos, foi iniciado um estudo
durante o periodo sanduiche no exterior para verificar se a mutacdo JAK2**'F pode
regular a expressdo das MMPs. Células JAK2'®*"F positivas HEL 92.1.7 e SET-2
estdo sendo tratadas com inibidor da via JAK-STAT comercial para testar esta
hipotese.

A respeito das frequéncias encontradas para as mutacdes no gene CALR,
nossos dados s@o concordantes com o0s estudos anteriormente mencionados. A
respeito da nova mutagdo 1125delA encontrada nesse estudo, as analises de
bioinformética demonstraram que essa mutacao causa erro na leitura dos cédons e
consequentes alteracbes na estrutura secundaria da proteina, levando a
conformacao de alfa-hélice na regido mutada.

No geral, pacientes com mutacéao CALR tem
melhor sobrevida quando comparados aqueles com JAK2VY'F (Tefferi, Lasho, et al.,

VBL7F
2

2014). Foi observado que a mutacdo JAK € mais clonal que as mutacdes da

CALR, o que sugere que pacientes portadores da JAK2Y®*"F

tenham pior progndstico
e curso maligno da doenca quando comparados aos CALR mutados (Swierczek et
al., 2015). Nessa pesquisa, detectou-se menor frequéncia de esplenomegalia em
pacientes com TE portadores de mutacdo CALR em comparacdo aos JAK2Ve'F
positivos, assim como demonstrado por outro grupo Também demonstrou-se que
mutacdes CALR associaram-se a menores
contagens de hemacias, concentracdes de hemoglobina e hematocrito em pacientes
com MFP, como previamente reportado em outros grupos (Rotunno et al., 2014;
Tefferi, Lasho, et al., 2014; Shirane et al., 2015).

Os pacientes portadores de mutacbes no gene CALR tem demonstrado
maior sobrevida e melhor prognéstico em comparacdo aos JAK2V617F e triplo-
negativos (Tefferi, Lasho, et al., 2014).

Pacientes com PV, MF e TE JAK2"®'"F positivos mostraram altas razdes de
TIMP/MMP; contudo, os autores ndo avaliaram a carga alélica da mutacéo JAK2V®1"F

(allele burden) nesses pacientes (Vadikolia et al., 2011). Nosso estudo mostrou que
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as altas concentracdes de proteinas encontradas nos pacientes JAK positivos

ndo foram associadas a carga alélica desta mutacao.

Outro dado interessante obtido no presente estudo foi que pacientes com TE
apresentaram maior expressao de HIF1-a quando comparados aos controles. Esse
achado nos levou a hipGtese de que esse gene, uma vez que possui um papel
importante na regulacdo da angiogénese, poderia controlar a expressdao das MMPs
e impactar a progresséo e o desfecho clinico das NMPs. Foram entdo conduzidos
estudos em pacientes para confirmagdo do dado encontrado no Brasil, estudos in

vitro e em camundongos HIF1-a e VHL"" para testar a nossa hipétese.

Os dados de expressao génica de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 em
granulécitos e plaquetas dos pacientes norte-americanos com MF e TE incluidos
neste estudo sdo concordantes com os dados de expressao em leucécitos totais dos
pacientes brasileiros. Pacientes com TE e PV apresentaram maior expressao de
HIF1-a comparados ao grupo controle. Na MF, n&o foi observada diferenga na
expressao deste gene. Devido a HIF1-a estar aumentado nestas duas doencas que
podem evoluir para mielofibrose, sugere-se a hipétese de que esse fator possa estar
envolvido na possivel progressdo destas duas doencas. Foi demonstrado que
pacientes com PV possuem maior expressao de genes regulados pelo HIF tais
como: TFRC, SLC2A1, HK1, PDK1, VEGF, e BNIP3 (Kapralova et al., 2014). Esse
aumento da expressdo de genes regulados por HIF caracterizam em partes o
chamado efeito de Warburg, mecanismo de adaptacdo no qual as células tumorais
utiizam a glicolise para producdo de energia devido a ocorréncia de um
microambiente hipdéxico (Prchal, 2012). Como a PV e a TE, diferente da MF,
possuem hipercelularidade na medula dssea sugere-se 0 aumento da expressao de
HIF nestes pacientes possa ocorrer em detrimento ao ambiente mais hipéxico na

medula 6ssea.

A expressdo dos genes MMP9, TIMP1 e TIMP2 em col6nias BFU-E de
pacientes expostos a baixas tensées de oxigénio ndo foram diferentes das colénias
em condigbes de normoxia, provavelmente devido ao pequeno numero amostral
(apenas 5 pacientes). Porém, alguns pacientes apresentaram tendéncia ao aumento

da expressao desses genes.
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Camundongos C57BI/6 submetidos a hipoxia por quatro dias apresentaram
aumento nas expressdes dos genes MMP2 e TIMP1. Tal dado nos levou a investigar
se a expressao destes genes era diferente em células LSK da medula éssea (Lin-,
Sca+, cKit-). Os resultados obtidos foram diferentes do esperado, uma vez que, 0s
genes regulados por HIF (HK1 e VEGFA) estavam diminuidos nos camundongos
submetidos a hipoxia por 10 dias em relacdo ao controle. Essa observacao pode ter
sido causada devido ao maior tempo de exposicdo desses animais as baixas
tensdes de oxigénio, o que pode ter levado a um mecanismo adaptativo onde as
expressdes dos genes regulados por HIF decaem (Song et al., 2015).
Interessantemente, em condicfes de hipdxia, as expressbes de RNAm de MMP9
nas células duplo-negativas e de TIMP1 em células de linhagem positiva foram

maiores em relacdo ao controle.

Nossa hipotese era de que a expressdo das MMPs estivesse diminuida nos
embrides de camundongos HIF1-a™?; entretanto, os resultados foram contrérios ao
esperado. Esse resultado pode ter sido influenciado pelo modelo animal escolhido,
uma vez que as MMPs sdo as principais responsaveis pelo remodelamento tecidual
durante eventos fisiologicos como a embriogénese e organogénese (Handorf et al.,
2015).

VHL é parte de um complexo da ubiquitina ligase. Sua delecao resulta no
acumulo de HIF, uma vez que este ndo sofre a degradacdo no proteassomo
(Semenza, 2009). Nos camundongos VHL™”, os genes MMP2, MMP9, TIMP1 e
TIMP2 estavam superexpressos, evidenciando que HIF é capaz de modular a
expressao de MMPs e TIMPs. Estudos in vitro estdo em andamento na Universidade

de Utah, UT, EUA para confirmar estes achados. Células JAK2"''F

positivas HEL
92.1.7 e SET-2 estdo sendo tratadas com DMOG (que aumenta a expressdo de
HIF1-a) e digoxina (que inibe a producado de HIF1-a) no intuito de verificar se HIF1-a

pode modular a expressao das MMPs e TIMPs nessas células.



114

7 CONCLUSAO

e Os resultados do presente estudo sugerem que a expressdo elevada de
SPARC e bFGF esta associada as NMPs.

e Concentracdes elevadas de proteinas envolvidas na angiogénese (MMP2,
MMP9, TIMP2, VEGF e bFGF) sugerem um pior prognéstico MFP, MFPTE e
TE JAK2Y®'"F positivos sugerem uma possivel contribuicdo para o prognéstico
e sobrevida dos pacientes.

e HIF1-a esté diferencialmente expresso em TE e PV, sugerindo um importante
papel deste gene na regulacéo da expressao das MMPs.

e Maior expressdo de RNAmM de SPARC e maior concentracdo de TIMP1 estdo
associadas ao grupo de menor risco da classificagdo DIPSS-plus, 0 que
sugere associacdo da expressao dessas proteinas ao melhor desfecho clinico
na MFP.

e As expressfes de RNAmM de MMP2, MMP9, SPARC, TIMP1, TIMP2 e HIF1-q,
nao estao associadas a DMV.

e A hipotese de que HIF pode regular as MMPs e TIMPs foi confirmada nos
camundongos submetidos & hipéxia e em camundongos VHL™. Contudo,
embrides HIF1-at") ndo foram considerados um bom modelo para este estudo

devido ao envolvimento das MMPs na embriogénese/organogénese.
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APENDICES

Apéndice A. Correlacdo de Spearman entre e expressbes de RNAm de MMP2,
MMP9, TIMP1, TIMP2 e SPARC e suas respectivas concentracbes séricas nos
pacientes com mielofibrose priméaria, mielofibrose pds-trombocitemia essencial

mielofibrose pés-policitemia vera e nos seus controles

Genes
MMP2 MMP9 TIMP1 TIMP2 SPARC
Grupos
r=0,226 r=0,253 r=0,433 r=-0,514 r=0,887
MFP P=0,351 P=0,283 P=0,056 P=0,020 P<0,001
n=19 n=20 n=20 n=20 n=11
r=0,028 r=0,635 r=-0,361 r=-0,92 r=0,522
Controle MFP P=0,869 P<0,001 P=0,025 P=0,581 P=0,022
n=38 n=38 n=38 n=38 n=19
r=0,134 r=-0,148 r=0,618 r=0,023 r=0,436
MFPTE P=0,574 P=0,522 P=0,003 P=0,920 P=0,119
n=20 n=21 n=21 n=21 n=14
r=0,299 r=0,247 r=-0,359 r=-0,077 r=0,485
Controle
MEPTE P=0,086 P=0,152 P=0,034 P=0,659 P=0,048
n=34 n=35 n=35 n=35 n=17
r=0,714 r=-0,657 r=0,657 r=0,371 r=*
MFPPV P=0,111 P=0,156 P=0,156 P=0,468 p=*
n=6 n=6 n=6 n=6 n=2
Controle r=0,327 r=0,547 r=0,240 r=0,169 r=*
MEPPV P=0,253 P=0,043 P=0,409 P=0,563 p=*
n=14 n=14 n=14 n=14 n=5

MFP: mielofibrose primaria; MFPTE: mielofibrose pés-trombocitemia essencial; MFP: mielofibrose
poés-policitemia vera. *ndo foi possivel realizar a andlise estatistica devido ao pequeno numero
amostral
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Apéndice B. Correlacdo de Spearman entre e expressdes de RNAm de MMP2,
MMP9, TIMP1 e TIMP2 e suas respectivas concentracdes plasmaticas nos pacientes

com e trombocitemia essencial e nos seus respectivos controles

Genes MMP2 MMP9 TIMP1 TIMP2 SPARC
Grupos

r=0,389 r=0,101 r=349 r=0,058 r=0,656

TE P=0,074 P=0,647 P=0,103 P=0,792 P=0,015
n=22 n=23 n=23 n=23 n=13

r=0,101 r=0,347 r=0,016 r=0,074 r=0,261

Controle TE P=0,515 P=0,018 P=0,917 P=0,627 P=0,253
n=44 n=46 n=46 n=46 n=21

TE: trombocitemia essencial. *néo foi possivel realizar a analise estatistica devido ao pequeno
namero amostral
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ANEXOS

ANEXO A. Informac¢bes para os Membros da Banca Julgadora de Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduacéao

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca farao a argtiicao oral. Cada examinador dispora,
no maximo, de trinta minutos para argliir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argiiicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argliicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argliigao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duavidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pés- Graduacao:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - S&o Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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ANEXO B. Cépia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA W‘““
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

PROJETO DE PESQUISA

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

Area Tematica:

Area 9. A critério do CEP.

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

Numero do Parecer: 88.940
Data da Relatoria: 27/08/2012

Apresentacao do Projeto:

A angiogénese possui papel importante nas neoplasias mieloproliferativas (NMPs), como mielofibrose primaria
(MFP) e trombocitemia essencial (TE). A angiogénese é considerada um processo crucial para crescimento e
metastase tumoral. Dentre as vérias citocinas e fatores de crescimento que modulam a angiogénese, os
principais sao fator transformador do crescimento (TGF)-B1, fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF)
e fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF).

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

O estudo propde incluir 240 sujeitos de pesquisa: 80 portadores de MFP e TE atendidos na Disciplina de
Hematologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) e de 160 sujeitos saudaveis voluntarios da
Universidade de Sao Paulo (USP) e da comunidade. Os sujeitos da pesquisa terdo idade superior a 18 anos e
serdo emparelhados consoante género e idade.

Todos os 80 pacientes e 160 controles serdo submetidos a pun¢édo venosa para a coleta de sangue periférico.

Para cerca de 30 pacientes ao diagnéstico e para aqueles em que houver indicagao clinica, sera colhida
também a medula éssea. A medula éssea e a histéria 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 expressao génica de TGF-
B1 e seu papel na fisiopatologia da angiogénese em pacientes com MFP e TE.

Avaliacao 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 6ssea: a coleta de medula éssea sera feita independentemente do
presente estudo, pois é realizada como exame assistencial para diagnéstico ou acompanhamento da doenca.

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

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

Bairro: superior - Butanta CEP: 05.508-900

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11-)3091-3785 Fax: (11-)3091-3677 E-mail: cepfci@usp.br
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portadores de mielofibrose primdria e trombocitemia essencial poderéo 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 Sao Paulo - USP e o seu responsavel é a Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara.

O projeto conta com co-participagao de duas instituigoes:

(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 Sao Paulo - USP (Colaborador:
Profa. Dra. Fabiola Attié de Castro).

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

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

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

Recomendacgoes:
O responsavel pelo projeto respondeu adequadamente as pendéncias:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

O projeto se encontra adequado para aprovagao.

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

Consideragoes 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

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

Bairro: superior - Butanta CEP: 05.508-900

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11-)3091-3785 Fax: (11-)3091-3677 E-mail: cepfcf@usp.br
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ANEXO C. Cépia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ W““‘
HOSPITAL SAO PAULO

PROJETO DE PESQUISA

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

Area Temitica:

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

Apresentacao do Projeto:

Conforme Parecer Consubstanciado da instituicao co-participante n°60890

Objetivo da Pesquisa:

Conforme Parecer Consubstanciado da instituigao co-participante n°60890

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

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Conforme Parecer Consubstanciado da instituigao co-participante n260890

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Conforme Parecer Consubstanciado da instituicdo co-participante n°60890

Recomendacodes:

Nada consta

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Pendéncia atendida - apresentado novo TCLE incluindo a instituicdo co-participante UNIFESP - PROJETO
APROVADO

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Endereco: 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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SAO PAULO - UNIFESP/

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Ploboforma
HOSPITAL SAO PAULO i

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
As pendéncias foram atendidas, o colegiado acatou o parecer do relator. Projeto aprovado.

SAO PAULO, 31 de Agosto de 2012

Assinado por:
José Osmar Medina Pestana

Endereco: Rua Botucatu, 572 12 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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ANEXO D. Cépia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Pontificia Universidade Catodlica, campus

Sorocaba

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DE SAO PAULO- Wm
S PUC/SP

PUC-SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao 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 priméaria 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 submissdo ¢ um adendo de projeto ja aprovado por este CEP em 05 de agosto de 2013 (sob o
nimero do parecer 349.654) e que atualmente estd em andamento. O projeto busca uma melhor
compreensao do papel da angiogénese, englobando mielofibrose primaria, trombocitemia essencial e
policitemia vera. Neste adendo, a pesquisadora solicita a inclusdo do Servigo de Hematologia do Hospital
Leonor Mendes de Barros, da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude 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 solicitagdo, 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

Endereco: Rua Ministro God6i, 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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polimorfismos dos genes propostos.

Avaliacao 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

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

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 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.

Recomendacgoes:

De acordo e conforme texto do parecer 571.670: "(...) Recomenda-se a aprovagao da inclusdao 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.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem Pendéncias e Lista de Inadequagdes, portanto, somos de parecer favoravel a aprovagéo e realizagao
do projeto de pesquisa em tela.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Endereco: Rua Ministro God6i, 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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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
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s
PUC-SP

Continuagao do Parecer: 753.280

SAO PAULO, 15 de Agosto de 2014

Assinado por:
Edgard de Assis Carvalho

(Coordenador)
Endereco: Rua Ministro God6i, 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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ANEXO E. Copia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de S&o Paulo, referente ao adendo para pesquisa de mutacdes no
gene CALR

FACULDADE DE CIENCIAS
et FARMACEUTICAS DA %"W“m -
NG UNIVERSIDADE DE SAO

gat?

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: 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

Pesquisador: Elvira Maria Guerra Shinohara

Area Tematica:

Versao: 6

CAAE: 04737312.1.0000.0067

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

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
compreensdo do papel da fisiopatologia da angiogénese nas neoplasias mieloproliferativas, englobando
mielofibrose primaria, trombocitemia essencial e policitemia vera. No presente adendo, a pesquisadora
solicita a inclusdao da pesquisa da mutagéo 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 e em controles o efeito da expressao de RNAm da
familia das Smads e de microRNAs na expressao génica de TGF-beta1, bem como avaliar a expressdo dos
genes de metaloproteinases de matriz e de seus inibidores fisiolégicos, determinar a concentragao
plasmatica dessas proteinas e investigar a metilagdo de DNA e polimorfismos dos genes propostos.

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

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

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br

Pagina 01 de 03



FACULDADE DE CIENGIAS
g FARMACEUTICAS DA W‘m
o UNIVERSIDADE DE SAO

- .
o gt ¥

Continuagao do Parecer: 890.787

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

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

Beneficios: nao 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 doengas.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é de extrema importancia para o melhor entendimento da fisiopatologia das neoplasias
mieloproliferativas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao 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 doencas onco-hematolégicas graves. De fato, em experiéncias
anteriores, as tentativas de contato resultaram na localizagao da minoria dos participantes, além do
inconveniente de parentes relatarem o falecimento.

Recomendacodes:

A nova solicitacao de analise esta incluida no escopo das analises genéticas que constam no TCLE ("genes
no seu DNA relacionados as doengas mielofibrose primaria, trombocitemia essencial e policitemia vera") e
que, portanto, nao altera o objetivo da pesquisa. Recomenda-se a aprovacdo do adendo.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Recomenda-se a aprovagao do adendo.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este CEP entende que o adendo pode ser aprovado.

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

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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ANEXO F. Curriculo Lattes

Luciene Terezinade Lima
Curriculum Vitae

Formacao académicaltitulacao

2012 Doutorado em Analises Clinicas.
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas - Universidade de Sao Paulo, FCF-USP,
Brasil
com periodo sanduiche em University of Utah (Orientador : Josef T Prchal)
Titulo: PAPEL DAS METALOPROTEINASES E DE SEUS REGULADORES NA
ANGIOGENESE DE PACIENTES COM NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS
Orientador: Elvira Maria Guerra Shinohara
Co-orientador: Fabiola Attié de Castro

2010 - 2012 Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas Analises Clinicas.
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas - Universidade de Sao Paulo, FCF-USP,
Brasil

Titulo: Estudo da expressdo de transportadores de membrana ABCG2 E
SCLO1A2 e sua relacdo com marcadores de resposta ao mesilato de imatinibe em
pacientes com leucemia mieldide crénica, Ano de obtengéo: 2012

Orientador: Elvira Maria Guerra Shinohara

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

2004 - 2009 Graduacdo em Farmacia.
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Alfenas, Brasil
Titulo: Detec¢é@o molecular de Escherichia coli em creme lanete
Orientador: Marilia Caixeta Franco Ariosa

Formacao complementar

2011 - 2011 Curso de curta duracdo em El componente genetico de enfermidades complejas.
(Carga horaria: 6h).
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas - Universidade de Sao Paulo, FCF-USP,
Brasil

2011 - 2011 Curso de curta duracdo em MANUSEIO, DESCARTE E TRANSPORTE DE
RESIDUO QUIMICO.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas- Universidade de Sao Paulo, FCF-USP,

Brasil

2011 - 2011 Curso de curta duragdo em Next Generation Sequencing. (Carga horaria: 12h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas- Universidade de S&o Paulo, FCF-USP,
Brasil

2009 - 2009 Curso de curta duracdo em Genoma, Proteoma e Universo Celular. (Carga

horaria: 80h).
Centro Regional de Hemoterapia do HCFMRP-USP, CHR HCFMRP-USP, Brasil

2008 - 2008 XlIll Curso de Verdo em Genética.
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, FMRP, Brasil

2008 - 2008 Extensdo universitaria em Projeto Rondon: Operagdo de Inverno 2008. (Carga
horaria: 160h).
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Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Alfenas, Brasil

Curso de curta duragdo em Pesquisa Clinica. (Carga horéria: 8h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto- USP, FCFRP-USP,
Brasil

Curso de curta duragdo em Pericia Criminal- Toxicologia Forense. (Carga horéria:
8h).
INC-Integra Cursos e Eventos, INC, Brasil

IV Curso de Verdo de Biologia Celular e Molecular. (Carga horaria: 88h).
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, FMRP-USP, Brasil

Curso de curta duracdo em Estudo da Fun¢do Renal: Biologia molecular. (Carga
horaria: 3h).
Federacéo das Sociedades de Biologia Experimental, FeSBE, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Imunocitoquimica Basica. (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL-MG, Brasil

Curso de curta duracdo em Toxicologia Forense e Controle de Dopagem. (Carga
horéaria: 8h).
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Alfenas, Brasil

Curso de curta duracéo em Atencé@o Farmacéutica a Pacientes Geriatricos. (Carga
horaria: 8h).
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Alfenas, Brasil

Extensdo universitdria em Curso Teorico-Préatico de Primeiros Socorros. (Carga
horaria: 25h).
Universidade José do Rosario Vellano, UNIFENAS, Alfenas, Brasil

Curso de curta duragdo em Atencdo Farmacéutica ao Paciente com HIV. (Carga
horéaria: 3h).
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Alfenas, Brasil

Curso de curta duracdo em Atencdo Farmacéutica em Distdrbios Menores. (Carga
horaria: 4h).
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL-MG, Brasil

Atuacao profissional

1. Faculdade de Ciencias Farmaceuticas - Universidade de Sao Paulo - FCF-USP

Vinculo institucional

2012 - Atual Vinculo: Doutorado , Enquadramento funcional: Aluna de Pés-
Graduacao , Carga horéria: 40, Regime: Dedicacdo exclusiva
2010 - 2012 Vinculo: Mestrado, Enquadramento funcional: Aluna de Pds-

Graduacao, Carga horéria: 40, Regime: Dedicagdo exclusiva

Atividades

08/2011 - 12/2011 Treinamento, Depto de Analises Clinicas
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08/2010 - 12/2010 Treinamento, Depto de Analises Clinicas

2. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas- Universidade de Sdo Paulo - FCF-USP
Vinculo institucional
2009 - 2010 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiaria , Carga
horéria: 40, Regime: Integral
3. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - FMRP
Vinculo institucional
2008 - 2008 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiaria, Regime:
Parcial
4. Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL/MG

Vinculo institucional

2009 - 2009 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Professor de Biologia do
curso Pré-Vestibular , Carga horaria: 4, Regime: Parcial
2004 - 2009 Vinculo: Aluna de Graduacgdo , Enquadramento funcional: Aluna de

Graduacdo , Carga horéria: 40, Regime: Integral

Atividades

03/2009 - 07/2009 Treinamento, Universidade Federal de Alfenas

07/2008 - 07/2008 Extensdo Universitaria, Universidade Federal de Alfenas

03/2008 - 07/2008 Treinamento, Laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos
da Unifal-MG

03/2007 - 07/2007 Treinamento, Departamento de Ciéncias Exatas- Laboratério de
Bioquimica

04/2006 - 06/2009 Extensdo Universitaria, Universidade Federal de Alfenas

04/2006 - 12/2006 Extensao Universitaria, Universidade Federal de Alfenas
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04/2006 - 12/2006 Extensao Universitaria, Universidade Federal de Alfenas

02/2005 - 08/2005 Estagio, Laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos

Prémios e titulos

2015 Travel award -11th International Calreticulin Workshop, International Federation for
Cell Biology (IFCB)

Producéao

Producdo bibliografica
Artigos completos publicados em periédicos
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MARIA DE LOURDES, MITNE-NETO, MIGUEL, DOS SANTOS, MARCOS TADEU, CLIQUET,
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Some myeloproliferative neoplasm (MPN) patients harbor JAK2Y®'7" mutation, and CALR mutations were recently
discovered in wild type (WT) JAK2"®'”F, We evaluated the frequency and type of CALR mutations, and clinical and
hematological characteristics in WT JAK2V'7F and MPLS'5¥/ 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®'7F 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">'>", 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'7F 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 Sio 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-Shinohara).
' Both authors contributed equally.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bcmd.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) JAK2V6'"F and MPLW*'>*" 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 JAK2V®'"F and
JAK2°%°™2 mutations [25] was described. The coexistence of
JAK2V®'F 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 JAK2V6!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 S3o Paulo and from the Hematology Division
of the Universidade Catélica de Sao 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), ISO-9001, 1SO-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 JAK2V®'7" (and allele burden) and MPLW>'*¥" muta-
tions were performed using TagMan-based real-time PCR method as
previously described [33]. Only WT JAK2V6'7F samples were analyzed
for MPLY°">¥" mutations. The ones without MPLY5'5¥* 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 puM 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 s; 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 °Cin 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%) MPLY3'3! and 18 (27.7%) CALR mutations. Ten patients (15.4%)
were considered triple negative, as they lacked JAK2V®!7F, MPLW>15K/
or CALR mutations. The mutation frequencies in each studied group
are described in Fig. 1.

The median of allele burden for JAK2V®'”" 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 JAK2V6'7F 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 JAK2V®'7F and MPLW>'K- 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.L367fs*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'7" and triple negative) are listed
in Table 2. MPLW>' 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 JAK2V®'7F, while
triple negative patients had higher body mass index than JAK2V®'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 JAK2"®'7F carriers. Furthermore, PMF CALR mutated
patients showed lower frequency of thrombotic events (p = 0.019) in

comparison with JAK2V6'7F carriers, while C-reactive protein levels
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Fig. 1. Frequencies of JAK?VS'7F, MPLW"'*K' 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 CALR WT compared with CALR mutation carriers. ET CALR mutant car-
riers had a higher platelet count (p = 0.043) than JAK2V6'7F, and MPET
CALR mutant carriers had a higher body mass index (p = 0.042) than
_lAK2V6l7F.

4. Discussion

The discovery of the JAK2V6'7F 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 JAK2V®'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 JAK2V6'’F 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 JAK2Y6'7F 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 ET Total
type (n=10) (n=9) (n=9)

1092_1143del52 1 4(40.0) 3(334) 2(222) 9(321)
1154_1155insTIGIG 2 3(300) 3(334) 0 6(21.4)
1153_1154AA>TGTC 32 0 1(11.0) 0 1(36)
1122_1140del19 40 0 0 1(11.1) 1(36)
1125delA® Novel 1(100) 0 0 1(36)
Wild-type None 2(200) 2(222) 6(667) 10(35.7)

@ 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].

JAK2V®'7 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 JAK2"6'7F 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
JAK2V®'7F 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 JAK2"%'7"[14,16,19]. They also showed that
CALR mutant carriers have younger age and lower leucocyte count
than JAK2V®'7F 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 JAK2V®'7" 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®'7 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 JAK2Y®'7" or
triple negative patients [16].

Conclusions

These data supports the importance of JAK2V®'7F, MPLW>'5¥t 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)  JAK2Y®'F mutated (B)  Triple negative (C) ~ pvalue (A) vs  pvalue (B) vs  pvalue (A) vs
(n=064)"" (n=18) (n=36) (n=10) (B) © ©)
Age (years) 64.5(540-740)  61.0 (555-73.0) 66 5 (54.0-76.0) 59.5 (39.3-75.3) 0714° 0.280* 0.401*
Males' 27 (42.2) 7(389) 8 (50.0) 2 (20.0) 0.440° 0.150¢ 0417
RBC (x 10%/L) 40(3.4-48) 41(33-44) 1(34-5.1) 3.8 (3.5-44) 0353° 0557* 0.924*
Hemoglobin (g/dL) 13.2(11.8-15.0) 126 (11.3-14.0) 141 (12.2-15.7) 134 (11.4-14.9) 0.060* 0.682* 0.314*
Hematocrit (%) 38.8(353-437) 365 (33.2-41.0) 41 7 (35.4-455) 39.4 (33.4-43.6) 0.079° 0723 0250°
WBC (x10%/L) 7.5 (5.7-106) 7.1 (5.1-83) 1(6.0-13.4) 8.8 (4.8-9.5) 0.098* 0.503* 0325
Platelets (x 10%/L) 462 (304-680) 634 (401-811) 385 (270-599) 396 (238-671) 0.032* 0.902* 0.093*
Body massindex (kg/m?) 247 (225-273) 233 (206-290) 242 (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) 0.43 (0.17-0.77) 0.125% 0.064 0.011*
Presence of splenomegaly 14 (21.9) 1(5.6) 0(27.8) 3(30.0) 0.030° 1.000¢ 0.130¢
Weight loss 7(109) 1(56) 5(139) 1(100) 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(333) 20 (55.6) 7 (70.0) 0.080° 0.716¢ 0.114¢
Transfusion requiring 5(7.8) 3(16.7) 2(5.6) 0 0.319¢ 1.000¢ 0.533¢

**The patient positive for MPL*'3" 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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ABSTRACT
CALR mutations have become a valuable molecular biomarker of diagnosis for myelofibrosis
y ’ - . WEATE WEASKL
[MF} and essential thrombocythemia (ET) patients lacking JAKZ2 and MPL . However,
the role of CALR mutations in myeloproliferative neoplasm [MPM) pathogenesis remains
unclear. Here, we investigated the potential relationships among angicgenic biomarkers levels,
Ph-negative MPMs, and mutational status. Serum levels of matriz metalloproteinases (MMPs),
their tissue inhibitors (TIMPs), and WVEGFA and bFGF plasma levels were evaluated in 85 MPRH

WEITF

patients: 21 MF, 21 MF-post-ET {MF-PET) and 23 ET. JAKZ mutated patients comprised:

WST1EL

52% of PMF, 57% of MF-PET and 52% of ET. One ET patient had a MPL mutsation. CALR

mutations were detected in 38% of PMF. 23% of MF-PET and 12% of ET patients. We found

reduced MMPE levels in PMF CALR mutated compsared with J4K2°5" patients. MF-PET GALR

mutsted patients presented lower levels of MMPS, TIMP2, VEGFA and bFGF then Jar2’™™
patients. ET friple-negative patients had lower MMP2 and TIMP2 levels in comparison with
JAwzET petients. Taken together. the resulis indicate an association between MPM patient

mutational status and angiogenic biomarkers, and suggest that JAKZEF carriars present an

aggressive disease progression.
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INTRODUCTION

Since the discovery of the JAKZ'ST

mutation,[1-4] which is detected in more than 85%
of polycythemia wvera (PV) and about 55% of primary myelofibrosis (PMF) and essentisl
thrombooythemia (ET) cases, researchers have tried to elucidste the gensfic basis of
myeloproliferative neoplasms (MPHN} in JAKZ2 wild type {WT) camiers. The identification of CALR
exon B mutstions in the majority of FMF and ET patients who lack JAKZ and MPL mutsfions[5
8] bridged this gap, identifying & nowvel molecular marker for these diseases. Clinical and
hematological features of PMF and ET patients, according fo mutstional ststus, hawve been
extensively studied.[5-8] However, the mechanisms involved in hemsatopoistic cell cytokine-
independent signaling activation and the impact of CARL mutstions on MPM pathogenesis
remain unclear.

hatriz metalloproteinases (MMPs) are proteclytic, zinc-dependent enzymes capsble of
degrading extracellular matrix (ECM}) components. Their activity is regulated by tissue inhibitors
of metalloproteinases (TIMPs).[8] Deregulated MMP functions hawve been implicated in fumor
progression due to promotion of cell growth, immune function modulation, tumor cell invasion,
metastasis, and release of VEGFA and bFGF sngiogenic factors. High MMP2 and MMP2
expression has been associsted with fibrotic and angiogenic processes in Ph-negsative
MPM=.[10]

Here, we evalusted JAK2S'™ MPL""™ ™ and CALR mutations and investigated their
potential association with angiogenic biomarker levels which participate in MPN pathogensasis,

i.e., MMPs, TIMPs, VEGFA, and bFGF.

PATIENTS AND METHODS

PATIENTS

This study enrolled 65 patients: 21 PMF and 23 ET diagnosed according to World
Heslth Organization (WHO) 2002 crteria[11] and 21 myelofibrosis  post-essential
thrombocythemia (MF-PET) diagnosed according to the International Warking Group for MPH
Research and Treatment [(IW3S-MRT).[12] Patients were receiving regular follow-up at the

Hematology clinical practice of Universidade Federal de S&c Paulo, and the Universidade
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Catdlica de S80 Peulo, Sorocaba, Brazil betwesn 2013 to 2014, Patients with infections, fumgal,
bacterial or viral diseases were excluded from this study. This research was approved by the
Institutional Ethics Committee of the both Universities. All paricipants provided a signed
informed consent. Clinical data and laboratory parameters were obtsined at the time of

diagnesis or when peripheral blood samples were collected.

LaREET P "E 1 AND CALR MUTATIONS DETECTION
Zenomic DMA was isolated from peripheral blood leukecytes using QlAzmp Blood Mini
Kit {(Prefnalytiz’ Qiagen, Hilden, Germany), asccording to the manufacturer's instructions.

NEATF

Screening for JAKZ WEISKL

{end guantitation of its allelic burden) and MPL ware performed

using TagMsan-based resltime PCR as previously described.[13] 2482 non-mutsted

samples were analyzed for MEL ¥ ond those MPL WT were further analyzed for CALR
mutations. CALR exon 9 mutsfions were examined by fragment analysis and confirmed by

VEATF

Sanger sequencing as previously described.[14) Patients who lacked JAKZ , MPL or CALR

mutations were considered triple-negstive.

PROTEIN LEVELS OF MMP-2, MMP-2, TIMP1 AND TIMPZ2, VEGFA AND bFGF

Serumn levels of MMFZ and MMPE (HMMP2ZMAG-55K-0Z); TIMF1 and TIMPZ
(HTMP1KMAG-54-02) and plasma levels of WVEGFA and bFGF [HAGFPIMAG-12K-02) were

measured using LuminexX-MAPtechnology as described by the manufacturer.

STATISTICAL AMALYEIS

Statistical analysiz were camied out wsing SPSS wversiom 17.0 (IBM, USA) and
GraphPad PrismTM wversion 6.00 {GraphPad Software, Inc., CA, USA) software. P-values less
than 0.05 were considered significant. Categorical variables have been summarized by the
number of patients and percentage (%), and numerical varisbles by their median and
interguartile range. Allele burden results were presented as the median of percentage of
mutated slleles. Mann-VWhitney test was used for continuous wvariables, while for cetegorical

variables the Chi-Square and Fisher's extact test were used.
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RESULTS AND DISCUSSION

Patient groups had no differences in age, gender, blood counts and frequency of

mutstions. JAKZ'®'T frequency wes: 52.4% (N=11) in PMF, 57.1% (M=12) in MF-PET and

58.5% (M=13) in ET. JAK2"""" allele burden medisn was 25% in PMF. 10% in MF-PET and 0%
in ET patients. and no difference was found among the three groups (P=0.888). Cnly one ET
patient presented MPL""™" CALR mutations were detectad in 38.1% (N=8) of PMF, 33% (N=T)

of MF-PET and 13% [N=3) of ET patients (Table 1}.

Table 1. Hematologic data, clinical features and mutational status of PMF, MF-PET and ET
patients

Variables PMF (N=21) MF-PET (N=21) ET (N=23) P-value

Age (years) A2 (58-78) 66 (54-75) Aa (40-73) 0622

Males/Females 10011 (43/53) /13 (33/62) 014 {3E/81) 0.751

Duration of disease from 20 (5-23) 26 {18-58) a4 (24-08) 0134

diagnosis (months)

Hemoglobin [g/L) 12.2 (101- 13.3 [(12.5-15.1) 13.3 (12.3- 14.9) 0.296
16.5)

WEBC (x10%L) 7.5(57-13.1) 3.2 (5.1-10.8) 7.4 (5.5-0.0) 0.994

Platelets {x10% L) 423 (102-T11) 430 (235-651) £40 [361-888) 0.347

JARETF 11 (52.4) 12 (57.1) 13 (56.5) 095z

JAKZ®F glalle burden () 25 (8-3%) 10 (3-57) 9 (8-23) 0.388

MPL™™ 00 0 (O 1(4.3)

CALR mutation 5 {38.1) 7(17.5) 3(13%) 0084

WEBC. white blood cells. Categorical varisbles are presented as number of subjects (percentage).
Mumerical varisbles are presented as median (F25-PTE). Categorical varisbles are presented by the
number of subjects and percentage (%), and numerical variables by their median and interquartile range.
Allele burden results are presented 35 the median of percentage of mutated slleles. Krusksl-Wallis test
used for continuous wariables and Chi-Sguare and Fisher's exact test for categorical variables were
performed by using SPSS 17.0 {IBM, USA) software. P-values less than 0.05 were considerad significant.

Type 1 mutation (52-bp deletion: ¢.1092_1143del) was the most frequent among CALR
mutated patients, being found in 40% (N=4) of PMF, 33% (MN=3) of MF-PET and 22% (N=2) of
ET, while 30% (M=3) of PMF. 33% (MN=2) of MF-PET and none of ET patients had type 2
mutation (5-bp insertion; ¢.1154_1158insTTGTZ).

In the present work, we hypothesized that serum levels of MMPs and TIMPs and
plasma levels of angicgenic factors could be driven by the MPM genotype. Thus, we compared
protein levels according fo mutstional statws for each MPM (Figure 1). PMF patients harboring

JAKZST (N=11) had significantly higher MMPE levels compared with GALR mutated patients

https://mc.manuscriptcentral.comfclinpathol
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[M=8) (152.3 vs 55.8 ng/mL; P=0.020: Figure 1 B). MF-PET JaK2"™"" patients (N=12} had
higher levels of MMPE {(131.0 v= 24.5 ng/mL;, P=0.047; Figure 1 H). TIMP2 {118.8 vs 103.3
ng/mL; P=0.047; Figure 1 J), VEGFA {132.0 vs 1116 pg/mL; P=0.005; Figure 1 K) and bFGF
(21.5 vs 6.6 pg/mL; P=0.023; Figure 1 L) compsared with CALR mutated subjects (M=2). Due to
the small number of ET CARL mutated patients (M=2), we compared protein levels between
JAK2"5"™ 2nd triple-negative patients. ET triple-negative patients (M=6) had lower MMP2 (122.4
ws 196.8 ng/mL: P=0.043; Figure 1 M) and TIMP2 levels (87.5 vs 108.4 ng'mL: P=0.017: Figure

1 P} in comparison with Japa =T

patients (N=12). A trend increase of VEGFA and bFGF was
noted in PMF and ET patients (Figure 1 E, F, @ and R).

Although JAKZ"S™ positive patients had, in general, higher levels of MMPs, TIMFs,
WEGFA and bFGF, no correlation was found between protein levels and JAKZETT 2llale burden
(F=0.08). Cur data comparing mutational status with levels of these proteins is in an agreement
with a previous study that found higher TIMP1 and TIMP2 protein levels in FMF and ET
JAREETE positive patients, respectively; howewver, JAKZF gligle burden was not evalusted in
that study.[15]

Comparison of clinical and lsborstory parameters between JAK2 and CALR-mutated
patients revesled that CALR mutsted patients had higher platelet counts, lower freguency of
splenomegaly,[14] lower hemoglobin concentrations and leukocyte counts, and lower risk for
thrombiesis,[5-8] which are relsted to a favorable prognosis. but they did not have a different
rate of progression to MF-PET[18]

Fh-negative MPMNs are characterized by bone marrow sfroma remodeling, likely as a
consequence of disturbed synthesis and turnover of collagen fibers. resulting in bone marrow
hematopoietic displacement by fibrotic tissue, sngiogenesis and osteosclerosis [17] The higher

levels of MMPs, TIMPs and angicgenic markers in JAKZETT

MPHM patients indicate the
influence of these proteins in the bone marrow microenvironment and stroma. The relationship
betwesn MMPs and CALR was described by Wu and co-authors™ They found that MMPS
protein levels were decressed in GALR™ embryonic fibroblast cells when compared to WT
cells, while no changes were observed in TIMP1, TIMP2 and MMP2 protein levels [158]

We show that MMP2, MMPE, TIMPZ, WEGFA and bFGF levels are decressed in CALR

mutated MPM patients. This could be explained, at least in part, by the fact that CALR exon 9
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mutations promote a frameshift resulting in loss of most of the acidic domaein, including the
KDEL signal. The changes create a novel C-terminus protein, responsible for chaperones that
retrieve proteins from the Golgi complex to the endoplasmic reticulum (ER). & mutated novel C-
terminus has been suggested to disrupt the ER-signaling peptide and influence CALR
subcelular localization, stability, and function, or any combination of these. However, studies of
myeloid cells from CALR mutated patients showed that mutant CALR largely retsins its
localization within the ER.[5 8]

In summary, we show thet CALR mutated and triple-negsative MPM patients exhibit
lower levels of the studied proteins involved in angiogenesis compared with JAKEE'T mutsted
counterparts, providing some insight into their role in the MPN disease phenotype. Decreased
levels of angiogenic proteins in CALR mutsted and triple-negsative patients may contribute to a

WS1TF

less aggressive course of the disease compared to JAKZ mutated patients.
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Fiqure 1. Serum MMP2Z, MMP3, TIMP1 and TIMP2 and plasma VEGFA and bFGF levels in MPN patients
according to mutational status. The medians of protein levels between the groups were compared by the
Mann-Whitney test by using GraphPad PrismTM 6.00 {GraphPad Software, Inc., CA, USA). The horizontal

lines represent the medians of protein levels for each group. * P<0.05, **P<0.01.
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