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RESUMO

A mielofibrose (MF) ¢ uma neoplasia mieloproliferativa cronica, rara, caracterizada por
fibrose progressiva da medula 6ssea, hematopoiese ineficiente e sobrevida reduzida.
Mutagdes driver de genes JAK2, MPL ou CALR sdo encontrados em aproximadamente
90% dos pacientes, enquanto os 10% restantes sem mutagdes driver sdo denominados
“triplo negativos”. Essas mutacdes driver podem ser acompanhadas de outras mutagdes,
denominadas cooperativas, como RBI. Estudos tém indicado o tamanho reduzido do
telomero na mielofibrose, sugerindo uma relevancia prognostica para este biomarcador.
Além disso, atualmente, sabe-se que a caracterizagdo genOmica dos pacientes com
neoplasias mieloproliferativas (NMP) pode levar a uma melhor classifica¢do diagnostica,
avaliacdo prognostica e planejamento do tratamento. Os objetivos do estudo foram: 1)
investigar o comprimento relativo do teldémero (T/L) em pacientes com MF, 2) analisar
se existe uma relacdo entre o T/L e o tipo de mutacdo driver existente, sexo € o
International Prognostic Scoring System (IPSS) e 3) realizar analise cromossdmica por
Microarray (CMA) e correlacionar os achados citogenéticos obtidos por CMA com a
mediana de sobrevida global. T/L foi analisado em amostras de sangue periférico de 36
pacientes com MF e 42 controles pareados por idade. T/L foi determinado por PCR
quantitativo em tempo real. Redug¢ao significativa no comprimento relativo dos telomeros
foi observada entre os pacientes com MF em comparagdo com o grupo controle. O T/L
de pacientes com mutacdo JAK2V617F positiva e mutacdo JAK2V617F negativa foi
significativamente reduzido em ambos os grupos quando comparados aos controles. Os
resultados do presente estudo mostraram que a T/L estd reduzida em pacientes com MF,
independentemente da presenca da mutacdo driver JAK2V617F. O CMA mostrou que
setenta e seis por cento dos pacientes tinham regides de ganho ou perda cromossomica

e/ou areas de perda de heterozigose (LOH). Os pacientes que tiveram uma sobrevida
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mediana menor (3,7 meses) apresentaram alteragdes cromossdmicas ou LOH em regides
que abrigavam genes supressores de tumor (NFI, RBI, TP53, DNMT3A4, PPMI1D). O
presente estudo mostrou a possibilidade de melhor caracterizacdo prognoéstica de

pacientes com mielofibrose através da andlise cromossomica por Microarray (CMA).

Palavras - chave: Neoplasias Mieloproliferativas, Comprimento relativo do telémero
(T/L), Mielofibrose, Mutacdes driver, JAK2, Microarranjo Cromossdmico, Rearranjos

Cromossomicos, Perda de Heterozigose

Abstract

Myelofibrosis (MF) is a rare chronic myeloproliferative neoplasm characterized by
progressive bone marrow fibrosis, inefficient hematopoiesis, and reduced survival. Driver
mutations of JAK2, MPL or CALR genes are found in approximately 90% of patients,
while the remaining 10% without driver mutations are termed “triple negative”. These
driver mutations can be accompanied by other mutations, called cooperative mutations,
such as RBI. Studies have indicated reduced telomere length in myelofibrosis, suggesting
prognostic relevance for this biomarker. Furthermore, nowadays it is known that the
genomic characterization of patients with myeloproliferative neoplasms (MPN) can lead
to better diagnostic classification, prognostic assessment and treatment planning. The
aims of the study were: 1) to investigate the relative length of the telomere (T/L) in MF-
patients, 2) to analyze whether there is a relationship between the T/L and the existing
type of driver mutation, sex and the International Prognostic Scoring System (IPSS), and
3) to perform chromosomal analysis by Microarray (CMA) and correlate the cytogenetic

findings obtained by CMA with the median of overall survival. T/L was analyzed in



peripheral blood samples from 36 MF-patients and 42 age-matched controls. T/L was
determined by quantitative real-time PCR. Significant reduction in relative telomere
length was observed among MF-patients compared to the control group. The T/L of
patients with JAK2V617F positive mutation and JAK2V617F negative mutation was
significantly reduced in both groups when compared to controls. Results from the present
study showed that T/L is reduced in MF-patients, regardless of the presence of the
JAK2V617F driver mutation. CMA showed that seventy-six percent of patients had
regions of chromosomal gain or loss or areas of heterozygous loss (LOH). Patients who
had a lower median survival (3.7 months) had chromosomal alterations ort LOH in
regions that harbored tumor suppressor genes (NF'1, RBI, TP53, DNMT3A4, PPM1D). The
present study showed a possibility of better prognostic characterization of patients with

myelofibrosis through chromosomal analysis by Microarray (CMA).

Keywords: Myeloproliferative Neoplasms, Telomere Length, Myelofibrosis, Driver
Mutations, JAK2, Chromosomal Microarray, Chromosome Rearrangements, Loss of

Heterozygosis
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I-Introducao e Revisiao da literatura

As neoplasias hematologicas sdo aquelas originarias de células da linhagem
hematopoiética (leucemias) e do sistema imunitdrio (mielomas e linfomas) (12).

Anormalidades cromossdmicas clonais adquiridas estdo presentes nas células
tumorais de muitas malignidades hematologicas. Certas anormalidades citogenéticas
estdo intimamente (as vezes de forma tnica) associadas a subconjuntos morfologicamente
ou clinicamente distintos de leucemias ou linfomas e, em muitos casos, a analise
citogenética ¢ importante para diagnostico, estratificagdo de tratamento, estimativa de

prognostico ou distingdo de populacdes de células benignas de malignas (82).

1.1 - Classificacido das Neoplasias Hematologicas

Uma classificagdo operacional das neoplasias hematoldgicas distingue as
neoplasias linfoides das mieloides; por sua vez, cada uma dessas categorias ¢ classificada
como aguda ou cronica, dependendo da propor¢do de precursores morfologicos e
imunofenotipicamente imaturos (blastos) na medula 6ssea ou no sangue periférico.

Assim, as neoplasias hematologicas mieloides sdo divididas em leucemia mieloide
aguda (LMA; 20% ou mais de blastos na medula éssea ou no sangue periférico) e os
distirbios mieloides cronicos (blastos na medula dssea ou no sangue periférico inferiores
a 20%). No entanto, na presenca de certas anormalidades citogenéticas recorrentes (por
exemplo, translocacdo (8;21), inversdo (16)), ¢ feito um diagndstico de LMA
independentemente da contagem de blastos (19,36,38,39,40).

Os distarbios mieloides cronicos abrangem vérias entidades clinico-patologicas.
Conceitualmente, eles podem ser organizados naqueles que exibem displasia morfoldgica

significativa nas linhagens eritroide e/ou granulocitaria (sindromes mielodisplasicas e
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neoplasias mielodisplasicas/sobrepostas mieloproliferativas) ou naquelas que ndo
apresentam alteracdes displasicas, neoplasias mieloproliferativas (NMP) (19).

As sindromes mielodisplésicas (SMD) sdo caracterizadas por displasia celular,
graus varidveis de citopenias sanguineas periféricas e hiperplasia da medula dssea (ou
menos frequentemente, hipoplasia). O paradoxo da medula 6ssea proliferativa juntamente
com citopenias sanguineas periféricas na SMD pode ser explicado pelo aumento da

apoptose das células precursoras mieloides intramedulares (18,19).

As neoplasias mieloproliferativas (NMP), ao contrario da SMD, geralmente exibem
expansao celular terminal mieloide no sangue periférico (36,38,39,40). As NMPs incluem
policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE), leucemia miel6ide cronica (LMC),
mielofibrose primaria (MFP), leucemia neutrofilica cronica e outras entidades menos bem
definidas, como leucemia eosinofilica cronica, ndo categorizadas de outra forma
(33,34,35,37,45).

As neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas (NMD/NMP) incluem
distarbios que manifestam caracteristicas displasicas e proliferativas. Estes incluem
leucemia mielomonocitica crénica, leucemia mielomonocitica juvenil, LMC atipica
(aCML, BCR-ABLI1 negativa), NMD/NMP com sideroblastos de anel e trombocitose e

NMD/NMP nao classificavel (33,34,35,37,45).

1.2 - Neoplasias Mieloproliferativas Classicas
Sao quatro as NMPs cléssicas, PV, MFP, TE, LMC dentre elas, apenas a LMC ¢
geneticamente caracterizada por translocagdo reciproca entre os cromossomos 9 e 22 (76).
Essa translocacdo t(9;22) esta associada ao cromossomo 22 (0 cromossomo
Filadélfia) em 95% dos casos (38). Nos demais casos, a t(9; 22) pode ser demonstrada

por FISH ou RT-PCR para detec¢ao do rearranjo BCR-ABL1 (76, 77).
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Assim, com as descobertas dos mecanismos moleculares envolvidos nas NMPs, a
Organizacao Mundial da Satide (OMS), de acordo com sua tultima revisao em 2016,
classifica as neoplasias mieloides cronicas de acordo com a presenga ou auséncia do
cromossomo Filadélfia (gene de fusdo BCR/ABLI1) classificando de NMP positivo para
BCR/ABLI, a leucemia mieloide cronica (LMC) que ¢é responsavel por 15 a 20% das
leucemias em todo o mundo, com incidéncia de 1 a 2/100.000 (76).

Embora anormalidades citogenéticas sejam comuns na MFP (aproximadamente
30% no momento do diagnoéstico) e incomum na TE (aproximadamente 5% no momento
do diagnoéstico), nenhuma anormalidade citogenética especifica foi associada a NMPs
além da LMC (36) sendo classificadas como pertencentes ao grupo de NMPs definidas
como doencas BCR/ABL1 negativos (76).

Dentre os principais critérios de NMP negativa para BCR/ABLI1, destaca-se a
presenga de variantes em genes driver, assim como o gene Janus quinase 2 (JAK2 —
HGNC: 6192), o gene receptor de trombopoietina (MPL — HGNC: 7217) e o gene da
calreticulina (CALR -HGNC: 1455). Variacdes nesses genes, classificadas como
mutacdes condutoras, sdo determinantes no fendtipo clinico observado nas NMPs e
resultam na ativagdo constitutiva de vias de sinalizag@o intracelular. Geralmente, essas
variagdes genodmicas sdo consideradas mutuamente exclusivas entre entidades negativas
para BCR/ABLI, e sua auséncia ndo exclui seu diagnostico. No entanto, duas variantes
podem ser encontradas no mesmo individuo, provavelmente de diferentes subclones
neoplésicos e aqueles que estdo frequentemente associados a progressdo da doenga.
(19,36,38,39,40,41,42, 77).

Embora JAK2 V617F esteja ligado a heranga autossomica dominante, a maioria dos

casos de heranca familiar ndo estd associada a variantes do gene JAK2. No entanto,
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mutagdes no EPOR, VHL, EPASI, HIF e EGLNgene foram encontrados em casos de
policitemia familiar congénita (77).

Em TE e MFP, 12% dos pacientes ndo apresentam nenhuma das mutagdes driver e
sdo chamados de triplo-negativos (77).

» A PV ¢ considerada presente quando um aumento inexplicavel de hematocrito/
massa de gloébulos vermelhos ¢ acompanhado pela presenga de uma mutagdo
JAK?.

» A MFP (ou metaplasia mieloide agnogénica, mielofibrose com metaplasia
mieloide, mielofibrose idiopéatica cronica) € caracterizada pela presenca de fibrose
da medula 6ssea que ndo pode ser atribuida a outro distirbio mieloide, como
LMC, PV, TE ou SMD. No entanto, deve-se notar que o fenotipo morfologico do
MEFP pode existir sem a presenga de fibrose evidente da medula 6ssea (isto ¢, MFP
pré-fibrotico).

» TE ¢ um diagnostico de exclusao, representando trombocitose clonal ou autdnoma
nao classificavel como PV, MFP, LMC ou SMD.

1.3 — Mielofibrose

A mielofibrose primaria (MFP) ¢ uma neoplasia mieloproliferativa (NMP) cronica,
caracterizada coletivamente pela proliferacdo clonal de células mieloides com maturidade
morfoldgica varidvel e eficiéncia hematopoiética, associada a fibrose da medula 6ssea,
citopenias, sintomas constitucionais, hepatoesplenomegalia e / ou hematopoiese
extramedular.

A MFP tem o prognoéstico menos favoravel dentre as NMPs e os pacientes correm
risco de morte prematura devido a progressdo da doenca, transformagdo leucémica,

complicag¢des trombo-hemorragicas e infecgdes (41,42).
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O processo primdrio da MFP ¢ um disturbio clonal de células-tronco
hematopoiéticas que resulta em mieloproliferagdo cronica e hiperplasia megacariocitica
atipica. O processo secundario de fibrose da medula 6ssea (FMO) ¢ o resultado da
proliferacdo fibroblastica e hiperatividade ndo clonais induzidas por fatores de
crescimento anormalmente desprovidos de megacariocitos clonais expandidos. A FMO ¢
a marca registrada do MFP e contribui para a hematopoiese prejudicada que leva a anemia
grave (46).

1.3.1 — Epidemiologia

A mielofibrose (MF) ¢ a menos frequente dentre as doencas mieloproliferativas
cronicas.

A MF ocorre principalmente em adultos de meia idade e mais velhos. A idade média
de apresentagdo ¢ de 67 anos (1). Aproximadamente 5 e 17% dos pacientes sdo
diagnosticados antes dos 40 e 50 anos, respectivamente (2). A condicdo € rara na infincia.
As formas familiar e idiopatica na infincia podem estar associadas a anomalias
congénitas e anormalidades cromossomicas (3).

1.3.2 — Mutacdes driver e cooperativas

Na MFP as mutacdes driver JAK2, CALR e MPL sao frequentes e ocorrem de forma
mutualmente exclusiva (21-25). Mutacdo no gene JAK2 ocorre em 60 a 65% dos
pacientes, CALR de 20 a 25% e mutacdo em MPL 7%. A caracterizagdo gendmica de
2035 pacientes com essas NMPs descobriu que uma dessas trés mutagdes era a Unica
anormalidade genética em 45% dos pacientes. Aproximadamente 8 a 10% dos casos de
MF carecem de mutacdes convencionais em JAK2, CALR e MPL (ou seja, NMPs "triplos

negativos") (21-25).
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Mutacdes do gene JAK2, um gene encontrado no brago curto do cromossomo 9
(9p), parecem ser responsaveis pela hipersensibilidade das células progenitoras
hematopoiéticas nas NMPs a fatores de crescimento e outras citocinas (41-42).

Essas mutagdes surgem preferencialmente em um haplotipo JAK2 (chamado de
46/1 ou GGCC), encontrado em aproximadamente 50% dos individuos normais da
populagao (77).

A mutacdo mais comum no gene JAK?2 ¢ a substituicdo de uma fenilalanina por uma
valina na posi¢ao 617 no dominio JH2 ou pseudoquinase (Val617Phe, V617F), que regula
negativamente o dominio cinase, causando a ativacao independente de citocinas do JAK-
STAT, outras vias implicadas na sinaliza¢do do receptor de eritropoietina (EPO) e a via
da fosfatidilinositida-3 quinase (P/3K) que regula a apoptose (77).

Uma tnica mutag¢do de ponto de ganho de fungdo no JAK2 no exon 14 ou 12 foi
identificada em praticamente todos os pacientes com PV, e em 60 a 65% daqueles com
TE e MF. A presenca de mutagdes JAK2 em coldnias eritrdides independentes da EPO
vincula essa mutacgdo a hipersensibilidade aos fatores de crescimento (36,38,39,40).

Mutacées do gene da Calreticulina (CALR), foram observadas em
aproximadamente 70% dos pacientes com TE ou MF que ndo apresentam mutag¢do no
JAK?2 ouno MPL e raramente foram observados em pacientes com PV; todas as mutagdes
CALR conhecidas envolvem mutagdes de deslocamento no éxon 9 que geram uma
proteina mutante com um novo terminal C. A CALR codifica uma proteina também
conhecida como alregulina, ¢ uma proteina de liga¢do ao Ca + localizada principalmente
no reticulo endoplasmatico (RE), mas também ¢ encontrada no nucleo, nas membranas

celulares e na matriz extracelular (21-25).
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O gene CALR esta localizado no cromossomo 19p13.2 e contém nove éxons. A
regido C-terminal da calreticulina de tipo selvagem inclui um dominio de ligacdo ao
calcio e um motivo de retencdo no reticulo endoplasmatico (21-25).

As fungdes normais da calreticulina incluem o dobramento adequado de
glicoproteinas recém-sintetizadas dentro do RE e a modulag¢@o da homeostase do célcio;
as mutagoes associadas ao TE e a MF perturbam os dominios de retenc¢ao do reticulo de
ligacdo ao célcio e endoplasmatico. Essas mutagdes parecem alterar a fungdo da proteina,
resultando em crescimento independente da citocina e ativacao da sinalizagdo JAK/STAT
que ¢ sensivel a inibicdo farmacolédgica da JAK2. O CALR mutante interage diretamente
com o receptor da trombopoietina (MPL), resultando na ativagdo constitutiva do MPL e
das moléculas de sinaliza¢ao na via JAK/STAT (72).

Mais de 50 mutacgdes diferentes no CALR foram descritas, mas uma dele¢ao de 52
pares de bases (tipo 1), ou uma insercao de 5 pares de bases (tipo 2) representam mais de
80% das mutacoes (21-25).

Mutacdes no gene MPL, identificadas em 2006, foram descritas em 5% dos
pacientes com MF e 1% de pacientes com TE. Essas mutac¢des ndo sdo encontradas em
pacientes com PV. S3o mutag¢des de ponto do codon 515 (W515L e W515K) e, menos
frequentemente, em S505N, do gene que codifica o receptor de Trombopoetina (MPL).
Foram observadas em 16 de 143 pacientes (11%) com TE e em 3 de 32 pacientes (9%)
com MF. Em outro estudo com 603 pacientes com MF, MPL mutante foi detectado em
8,1% e JAK2 V617F em 58%. A analise multivariada ndo revelou diferenca significativa
na sobrevida livre de doenga ou na evolucdo para leucemia aguda entre os grupos com
mutacdo no MPL e com mutacdo no JAK?2 (23,25,72).

Além de JAK2, CALR e MPL, os genes que sdo mais comumente mutados em PV,

TE e MFP sdo (72): TET2 (TET oncogene family member 2), ASXLI (Additional sex
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combs 1), DNMT34 (aDNA methyltransferase), CBL (Casitas B-lineage lymphoma),

TP53 (Tumor protein p53), PPMDI (p53—inducible protein phosphatase 1),

SRSF2 (Splicing factor, arginine/serine-rich 2), U2AFI (Splicing factor U2AF1),
KMT2C/MLL3 (Lysine N-methyltransferase 2C/mixed-lineage leukemia protein 3),
SF3BI1 (Splicing factor 3b 1), NFE2 (Nuclear factor E2), EZH?2 (histone H3 lysine 27
methyltransferase), LNK (Src homology 2 B3,

SH2B3), IDH 1/2 (Isocitrate

dehydrogenase 1/2), IKZF1 (IKAROS family zinc finger 1) (tabela 1)

Quadro 1. Mutagdes somaticas na mielofibrose primaria (PMF) e nas neoplasias
mieloproliferativas negativas de BCR-ABL1 intimamente relacionadas (MPN), incluindo

policitemia vera (PV) e trombocitemia essencial (ET)

Genes e principais mutacdes Localizagdo cromossémica Frequéncia da mutacio | Relevincia na patogénese da doenca

Jak 2 (Janus kinase 2) 9p24 PV ~96% Contribui para mieloproliferagio anormal e

JAK2V617F exon 14 ET ~ 55% hipersensibilidade ao fator de crescimento de células
PMF ~ 65% progenitoras

JAK 2 exon 12 9p24 PV ~3% Contribui principalmente para a mieloproliferacdo

eritroide

CARL (calreticulina) 19p13.2 PMF ~ 25% CALR de tipo selvagem ¢ uma chaperona de proteina

Exon 9 delegdes e insergdes ET ~ 20% de ligagdo ao Ca 2+ multifuncional localizada
PV 0% principalmente no reticulo endoplasmatico

MPL (virus oncogene da leucemia | 1p34 ET~3% Contribui principalmente para a mieloproliferacdo

mieloproliferativa) PMF ~ 10% megacariocitica

Mutagdes MPL associadas a NMP

envolvem exonl0

LNK (como em Links) também conhecido | 12q24.12 PV ~raro LNK tipo selvagem ¢ um regulador negativo da

como SH2B3 (uma proteina de ligagdo de ET ~ raro sinalizagdo J4K2

membrana) PMF ~ raro

As mutagdes associadas ao NMP foram
BP-MPN ~ 10%

monoalélicase envolveu o exon 2
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TET? (Membro da familia do oncogene | 4q24 PV ~16% As proteinas TET catalisam a conversdo de 5-
TET 2) Mutagbes envolvem vérios éxons BT - 5% metilcitosina  (5SmC) em S5-hidroximetilcitosina
(5hmC), o que favorece o DNA desmetilado.
PMF ~ 17%
Tanto o TETI quanto o TET2 exibem essa atividade
BP-MPN ~ 17% catalitica.
Mutagdes [DH e TET2 podem compartilhar um
efeito patogenético comum.
ASXL1 20ql1.1 ET~3% O ASXLI de tipo selvagem ¢ necessario para
Mutagdes do Exon PMF ~ 13% hematopoiese normal e pode estar envolvido na
BP-MPN ~ 18% coativacdo de fatores de transcrigdo e repressao
transcricional.
IDHI/IDH2  (Isocitrato  desidrogenase) | 2q33.3/ PV ~2% Mutagdoes de /DH induzem perda de
Mutagdes do Exon 15g26.1 ET~ 1% atividade na conversdo de isocitrato em 2-
PMF ~ 4% cetoglutarato (2-KG) e ganho de fungdo na
conversio de 2-KG em 2-hidroxiglutarato (2-
BP-MPN ~20%
HG). 2-HG pode ser o mediador da fun¢ao TET2
prejudicada em células com expressio de IDH
mutante.
EZH2 (potenciador de homologo de | 7q36.1 PV ~3% EZH?2 de tipo selvagem ¢ parte de uma histona
zeste 2) Mutagdes envolvem varios PMF ~ 7% metiltransferase (complexo repressivo
éxon MDS ~ 6% polycomb 2 associado a H3 Lys-27
trimetilacdo).
Mutagdes EZH?2 associadas a NMP podem ter
atividade supressora de tumor, que contrasta
com a atividade de ganho de fungdo
para muta¢des EZH?2 associadas a linfoma.
DNMT3A4 (DNA citosina | 2p23 PV ~ 7% As DNA metil transferases sdo essenciais para
metiltransferase 3 a) Muta¢des mais PMF ~ 7% estabelecer e manter os padrdes de metilagao

frequentes afetam aminoacidos R882

BP-MPN ~ 14%

do DNA em mamiferos
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CBL (Proto-Linfoma de linhagem B | 11g23.3 PV ~raro CBL ¢ uma ligase de ubiquitina E3 que marca
Casitas-oncogene) ET ~ raro quinases mutantes para degradagao.
Mutagdes de éxon 8/9 MF ~ 6%
A atividade transformadora requer a perda
dessa fung@o.
RAS (Rat sarcoma viral oncogene | 12pl2.1 PV ~raro As proteinas RAS abrigam atividade GTPase
homolg) KRAS-Kirsten RAS;HRAS- | 11p15.5 ET~1% e sinalizam através dea via RAS-MAPK, que
Harvey RAS;NRAS-Neuroblastoma | 1p13.2S MF ~ 5% se torna desregulada como resultado de
RAS:Cédons 12,13 ou 6 mutagdes
IKZF1 (familia IKAROS dedo de | 7p12 CP-MPN ~ raroBP- | KZFI ¢ um regulador de transcri¢do e tumor
zinco 1) Principalmente delegdes, MPN ~ 19% putative supressor
incluindo intr.
TP53 (proteina tumoral p53) 17p13.1 PMF ~ 4% Uma proteina supressora de tumor que tem
Exons 4 -9 BP-MPN ~ 27% como alvo genes que regulam a parada do
ciclo celular, apoptose e reparo
SF3B1 (fator de emenda 3B | 2q33.1 PMF ~ 7% SF3B1 ¢ um componente do spliceossomo de
subunidade 1) RNA
Exons 14 ¢ 15 SF3B1 mutagdes  estdo  intimamente
associadas com o anelsideroblastos
SRSF2 (fator de splicing 2 rico em | 17q25.1 PMF ~ 17% O SRSF2 ¢ um componente do spliceossomo
serina/arginina) Exon 2 de RNA, cuja disfungdo promove defeitos no
splicing alternativo.
U24F1 (Auxiliar de RNA nuclear | 21q22.3 PMF ~ 16% U2A4F1 ¢ subunidade do pequeno nucleo

pequeno U2 Fator 1)

nuclear U2 fator auxiliar de
ribonucleoproteina  envolvido na  pré-

processamento de mRNA

e  Abreviaturas: BP-MPN, MPN da fase blastica; CP-MPN, MPN de fase cronica; TE, trombocitemia essencial; MF
inclui mielofibrose PMF e pés-ET/PV; NMP, neoplasias mieloproliferativas; PMF, mielofibrose primaria; PV,

policitemia vera (76).
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1.3.3 —Etiologia e patogénese da MFP

A causa exata da mielofibrose primaria (MFP) ¢ desconhecida. Considera-se que a
MFP, juntamente com outros distirbios mieloproliferativos cronicos, como a LMC, a PV
e a TE, provém de uma mutacdo somatica de uma célula progenitora hematopoiética
pluripotente (39). Um "nicho" defeituoso de células-tronco na medula éssea foi postulado
para MFP (41).

A ocorréncia de mielofibrose, em uma minoria de casos, tem sido associada a
exposicao ao didxido de torio, substancias da fabricacdo de petréleo (especialmente
tolueno e benzeno) e radiacdo ionizante. Uma maior incidéncia da doenga foi observada
em pacientes que receberam material de contraste radiografico baseado em tério e em
individuos expostos a bombas atomicas em Hiroshima (47,48,49).

Aproximadamente 50 a 60% dos pacientes com MFP apresentam anormalidades
cariotipicas clonais no diagndstico (36,38,39,40). No entanto, nenhuma dessas
anormalidades ¢ especifica para esse disturbio. Os achados mais comuns, responsaveis
por 50 a 65% das alteracdes cariotipicas, sdo a exclusdo de um segmento do cromossomo,
na regido onde estd o gene do retinoblastoma, delecdo 20q e trissomia parcial 1q.
Pacientes com essas anormalidades citogenéticas t€ém um prognostico pior (11,20,26).

Em um estudo com 884 pacientes com MFP os autores verificaram que alteragdes
no carotipo sdo associadas a menor sobrevida global. Essas alteragdes incluem o cariotipo
+8,-7/79-,1(17q), -5/ 5g-, 12p-, inv (3) e rearranjo 11923 (22).

Os ganhos do cromossomo 9 ou 9p também foram observados em estudos (13% a
50%), sugerindo que os genes no 9p podem desempenhar um papel crucial na patogénese
do MFP. De interesse, mutacdes do JAK2 (Janus quinase 2), um gene localizado em 9p,

foram encontradas em aproximadamente 50% dos pacientes com MFP (76).
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Viérias mutagdes genéticas e polimorfismos de nucleotideo unico foram
identificados em pacientes com MFP e outras neoplasias mieloproliferativas associadas a
transformac¢do leucémica (28,29,30,31,32). Como exemplo, um polimorfismo A3669G
do receptor glicocorticoide (GR) contribuiu para o fenotipo de excesso de
mieloproliferagdo na MFP (por exemplo, maior numero de glébulos brancos, bago maior,
maior frequéncia de células CD34 + no diagnostico) e, em cooperacdo com a mutagao
JAK2 V617F, aumentando o risco de transformacao blastica (15,16,17,50).

Em 2005, foi relatado que o ganho adquirido de muta¢do funcional do gene JA4K2
nas células hematopoiéticas, resulta em uma ativagdo constitutiva do caminho de
sinalizagdo JAK-STAT, que causaria a ativagao dos sinais proliferativos que sustentam a
doenga, pelo menos em seu inicio e curso inicial. Nos anos seguintes, foi identificado o
ganho de mutagdes funcionais nos genes MPL e CALR, resultando também na ativagao
da via de sinalizagdo JAK/STAT. Em cerca de 10% dos pacientes que sdo triplos
negativos para mutacdes driver, a ativacdo da via JAK/STAT foi documentada como
consequéncia de mutacdes que afetam genes que regulam negativamente a atividade
JAK2, como LNK, enquanto em outros ocorre como consequéncia de mutagdes atipicas
nos trés genes driver (78).

O significado de JAK2, MPL, CALR e outras mutagdes na génese dos NMPs, bem
como seus papéis relativos na determinagdo do fendtipo da doenca, transformacdo
leucémica e o nivel de envolvimento de células-tronco nesses disturbios ainda nao sao
claros no momento. No entanto, dados de andlises gendmicas integradas sugerem que
pacientes com PV, TE ou MF, independentemente do diagnodstico ou status mutacional
do JAK2, sdao caracterizados por uma assinatura distinta da expressdo génica com
regulacdo positiva dos genes alvo do JAK-STAT, demonstrando a importancia central

dessa via na patogénese das NMPs. (78).
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Em células portadoras de JAK2 V167F, foi visto que as fungdes inibitdrias do
dominio da pseudoquinase JH2 sdo interrompidas, resultando em superativagdo da via
JAK/STAT. JAK2 VI167F em megacaridcitos desempenhando um papel vital na
manuten¢do do estado mieloproliferativo de células hematopoiéticas mutantes ¢ nao
mutantes. A proliferacdo excessiva de células pode levar ao aumento da eritropoiese e
fibrose. A falta de megacariocitos nos modelos JAK2 V167F e MPL W515L BMT leva a
policitemia e leucocitose significativamente aliviadas, indicando que a ativacdo da via
JAK/STAT em megacaridcitos esta positivamente ligada a mieloproliferacdo e promove
a progressao das NMP. Pacientes idosos podem adquirir mutacdes mais frequentes de
JAK. Supde-se que o aumento da idade pode ser um fator de risco crucial para a
progressao das NMP (75).

A maioria dos pacientes com NMP apresenta inflamagao cronica com aumento das
citocinas pro-inflamatorias circulantes. E bem conhecido que a inflamagéo continua pode
contribuir para a progressao das NMP. Assim, a atividade da via JAK/STAT pode estar
elevada em resposta a aumentos nos niveis de citocinas pro-inflamatorias. Estudos
anteriores mostraram que as proteinas STAT3 ativadas podem promover a produgdo de
citocinas em uma variedade de canceres. O uso de um inibidor de JAK2 para tratar
camundongos com NMP resultou em niveis reduzidos de citocinas e sintomas sistémicos
atenuados. Nas NMPs, a ativacdo anormal na sinalizacdo JAK/STAT ¢ comumente
acompanhada por muta¢des em tirosino quinases. E bem conhecido que a estimulagio de
TPO ativa JAK2-STAT3/5. Com mais investigagdes sobre as NMP, a importancia do Lnk
foi gradualmente percebida no campo. Lnk como um membro da proteina adaptadora tem
um efeito negativo nas vias de sinalizagdo ativadas por TPO-R/MPL em megacariopoiese
ou HSCs. A falta de Lnk leva a uma interferéncia significativa na fun¢ao hematopoiética

de camundongos, incluindo um aumento de trés vezes nos globulos brancos e plaquetas
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na circulacdo, o acimulo de células B com diferentes estados na medula 6ssea e no bago
e a expansdao de HSC. Dados de experimentos bioquimicos implicam que, em resposta a
estimulacdo de TPO, o dominio SH2 de Lnk interage com o residuo de tirosina fosforilado
813 (Y813) de JAK2, o que torna a ativacdo de JAK2 suprimida para restringir a
quiescéncia e autorrenovacao de HSCs. Além disso, os estudos publicados revelam que a
deficiéncia em Lnk mostrou sinalizagdo avangada de JAK/STAT de maneira
independente de citocina e o aumento da capacidade de JAK2 oncogénico de promover a
expansdo de progenitores mieloides tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, os
inibidores de JAK inibem linhagens celulares com deficiéncia de Lnk, sugerindo que o
tratamento com inibidores de J4K2 pode ser uma nova escolha para pacientes com NMP
com deficiéncia de Lnk (75).

Em resumo, as mutacdes na MFP envolvem principalmente J4K2, mas também em
menor extensdo as mutagdes nos genes que atuam como reguladores epigenéticos da
expressao génica. Esses genes incluem modificadores epigenéticos (TET2, ASXLI, IDH1
e 2, EZH2 e DNMT3A), reguladores de RNA (SRSF2, U2AF1 e SF3BI), supressores
tumorais (7P53) e reguladores de sinalizagdo de citocinas (CBL). Em particular, ASXL1,
SRSF2, EZH?2, IDHI e IDH? tém sido associados a um prognostico pior (36,37,38,39,40,
78).

1.3.4 — Manifestacoes clinicas

A queixa mais comum na MF ¢ a fadiga grave, ocorrendo em 50 a 70% dos
pacientes (3,7,18,44).

Os sintomas devido ao aumento do baco foram descritos em 25 a 50% dos
pacientes, enquanto um nimero menor observa perda de peso e 5 a 20% experimentam
outros sinais de um estado hipermetabolico, como febre baixa, dor dssea e sudorese

noturna (3,7). Aproximadamente 15 a 30% sdo assintomaticos, com o diagnostico sendo
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realizado durante a investigagdo de esplenomegalia (ocorrendo em pelo menos 90% dos
pacientes), hepatomegalia (40 a 70%) ou achados anormais no sangue (3,10). O aumento
do baco e do figado deve-se a acentuada hematopoiese extramedular associada 8 MF.

A hipertensdo pulmonar detectada em pacientes com MF; embora frequentemente
assintomatica, tem sido associada a redu¢do da sobrevida global (5,6,51).

A incidéncia de eventos tromboticos arteriais € venosos na MF ¢ de 2 em 100
pacientes/ano. Em uma analise retrospectiva de 205 pacientes com MF, 13,2% haviam
experimentado um evento trombdtico no momento ou antes do diagnéstico e 10,7%
desenvolveram trombose pds-diagnostico em um seguimento médio de 31 meses (8,9).
1.3.5 - Diagnéstico

Os pacientes com suspeita de mielofibrose procuram atendimento médico pela
primeira vez apresentando um ou varios dos seguintes achados: sintomas sistémicos
inespecificos, esplenomegalia, hepatomegalia (ambos devido a hematopoiese
extramedular), anemia e contagem de plaquetas e globulos brancos (WBC) altos ou
baixos. O esfregaco de sangue periférico fornece a primeira pista para o diagnostico da
doenga. As caracteristicas incluem globulos vermelhos em forma de lagrima e os achados
leucoeritroblasticos caracteristicos da mielofitose (substituicao dos elementos normais da
medula por fibrose ou tumor), eritrocitos nucleados e precursores de granuldcitos
(mielocitos, metamieldceitos e blastos).

No entanto, um quadro de resultado laboratorial semelhante pode ser produzido por
infiltracdo da medula dssea por cancer metastatico (especialmente prostata ou mama) ou
granuloma infeccioso. Assim, a biépsia da medula dssea € necessaria para a identificagao

de fibrose e a auséncia de aglomerados de células malignas ou granulomas.
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Nao existe um "padrdo ouro" para o diagnostico da MF, embora os critérios
tenham sido propostos pela Sociedade Italiana de Hematologia, pela Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) e outros (33,34,35,37,45).

As revisdes de 2016 dos critérios da OMS oferecem critérios de diagnostico para
pré-MF e MFP evidente e MF pos TE/PV (37,45). A distingdo entre essas entidades ¢
importante porque elas diferem em relagdo aos padrdes de apresentagdo, sobrevivéncia e
progressao da doenga.

Avaliacio diagnéstica - O diagnostico de MFP e pré-MF requer bidpsia da
medula 6ssea (incluindo avaliagdo semiquantitativa da fibrose) e andlise molecular. Na
pratica, a investigagdo diagndstica deve incluir:

» Historia clinica direcionada, incluindo uma avaliagdo dos sintomas
constitucionais, evolucao da doenca (com contagem sanguinea prévia quando
disponivel), transfusdes anteriores, eventos tromboticos/ hemorragicos e
fatores de risco cardiovascular. O exame fisico deve incluir uma avaliagdo do
tamanho do bago por palpagao.

» Estudos laboratoriais, incluindo um hemograma e analise do esfregago de
sangue periférico, bioquimica com fung¢do hepatica e renal, eletrolitos, lactato
desidrogenase (LDH) e acido urico. Deve-se realizar FISH ou RT-PCR para
BCR-ABLI1 para excluir a LMC.

> Biopsia da medula 6ssea. Esta amostra deve ser enviada para revisdo
patologica com manchas de tricrdbmico e reticulina, cariotipo e teste
molecular para mutagdes no J4K2. Se o teste JAK2 for negativo, o teste
molecular sera realizado para mutacdes CALR e MPL. Se estes forem

negativos e o diagnostico ainda for suspeito, a identificacdo de outras
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mutagdes genéticas pode oferecer prova de clonalidade (mutagdo ASXLI,
EZH2, TET2, IDHI /IDH?2, SRSF2 ou SR3B1).

O diagnodstico de MFP evidente pelos critérios da OMS de 2016 exige os trés
principais critérios a seguir € pelo menos um critério menor (34):
Critérios principais:
- Proliferagdo megacariocitica e atipia, acompanhadas de fibrose reticulina e / ou fibrose
coldgena graus 2 ou 3.
- Critérios da OMS para PV, TE, LMC, sindrome mielodisplasica (SMD) ou outra
neoplasia mieldide ndo atendida.
- Demonstragdo de uma mutacdo JAK2, CALR ou MPL ou outro marcador clonal
(mutacdo ASXLI, EZH2, TET2, IDHI / IDH2, SRSF2 ou SR3BI) ou nenhuma causa
identificavel de fibrose reativa (por exemplo, infec¢do, distirbio auto-imune, disturbio
inflamatoério cronico), leucemia de células pilosas ou outra neoplasia linfoide,
malignidade metastatica ou mielopatia toxica cronica).
Critérios menores (devem ser confirmados em duas medi¢oes consecutivas):
- Anemia ndo atribuivel a uma condi¢do comorbida.
- Leucocitose > 11.000 / microL.
- Esplenomegalia palpavel.
- LDH acima do limite superior do normal.
- Leucoeritroblastose

Pré-MFP - O diagnostico de MFP pré-fibrotico precoce (pré-MFP) pode ser
desafiador, pois a apresentagdo pode imitar a do TE. Os critérios da OMS exigem todos
os trés dos seguintes critérios principais € pelo menos um critério menor (34):

Critérios principais:
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- Proliferacdo megacariocitica e atipia, sem fibrose reticulina > grau 1, acompanhadas por
aumento da celularidade da medula dssea ajustada a idade, proliferagdo de granulocitos
e, muitas vezes, diminui¢do da eritropoiese. A mielofibrose grau 1 ¢ uma rede frouxa de
reticulina com muitas intersegdes, principalmente em areas perivasculares.

- Os critérios da OMS para PV, TE, LMC, SMD ou outra neoplasia miel6éide ndo foram
atendidos.

- Demonstragdo de uma mutacdo JAK2, CALR ou MPL ou outro marcador clonal
(mutacdo ASXLI, EZH2, TET2, IDHI / IDH2, SRSF2 ou SR3BI) ou nenhuma causa
identificavel de fibrose reativa (por exemplo, infec¢do, distirbio auto-imune, disturbio
inflamatoério cronico), leucemia de células cabeludas ou outra neoplasia linféide,
malignidade metastatica ou mielopatia toxica cronica).

Critérios menores (devem ser confirmados em duas medi¢des consecutivas):

-Anemia ndo atribuivel a uma condi¢cdo comorbida.

- Leucocitose > 11.000 / microL.

-Esplenomegalia palpavel.

- LDH acima do limite superior do normal.

A distingdo entre pré-MFP e MFP evidente ¢ importante porque os pacientes que
se apresentam com pré-MFP tém diferentes padrdes de apresentacdo clinica, sobrevida e
progressdo da doenca (35).

Mielofibrose secundaria (p6s-PV ou pés-TE) - Pacientes com PV e TE podem
desenvolver fibrose da medula 6ssea imitando a da MFP. Um grupo internacional de
pesquisa em mielofibrose prop0s os seguintes critérios para o diagnostico de mielofibrose
p6s-PV e pos-TE (45):

Critérios principais (ambos necessarios):
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- Documentacdo de um diagnoéstico anterior de PV ou TE conforme definido pelos
critérios da OMS.

- Presenca de aumento da fibrose da medula dssea.

Critérios menores (sdo necessarios pelo menos dois):

- Imagem de sangue leucoeritrobléstico.

- Grau crescente de esplenomegalia.

- Desenvolvimento de sintomas constitucionais (perda de peso, suores noturnos, febre
inexplicavel).

- LDH sérico aumentado (apenas mielofibrose pos-TE).

1.3.6 - Prognostico

A MF ¢ a mais agressiva das neoplasias mieloproliferativas negativas ao BCR-
ABLI, que também inclui PV e TE. A MF esta associada a uma sobrevida global média
(SG) estimada em aproximadamente seis anos (1,11,20,26).

Usando o NGS (sequenciamento de nova geragdo) em 197 pacientes com NMP,
mutacdes somaticas em um ou mais dos 104 genes especificados foram encontradas em
90% dos pacientes, com 37% portando muta¢des somaticas em genes que ndo sejam JAK?2
V617F e CALR. A presenga de >2 mutagdes somadticas reduziu a sobrevida global e
aumentou o risco de transformac¢do em leucemia mieléide aguda. Uma observacgdo
semelhante foi feita em um outro estudo de mutacdes em cinco genes que conferem
prognosticos desfavoraveis em 797 pacientes com MF; neste estudo, a sobrevida média
foi de 12,3, 7,0 e 2,6 anos, respectivamente, para aqueles com nenhum, uma ou duas ou
mais mutagoes no ASXL1, EZH2, SRSF2, IDHI ou IDH?2 (76).

A transformag¢do leucémica ¢ a causa de morte mais comumente identificada em
pacientes com MF (28,29,30,31,32). Em estudo multicéntrico, a transformagdo em

leucemia aguda foi responsavel por 17% das mortes (86 de 517 mortes), seguida pela
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progressdo da MF (10%), trombose e complica¢des cardiovasculares (7%), infec¢ao
(6%), sangramento (3%), hipertensao portal (2 %) e segundo cancer (2 %).

Nao existe tratamento padrao para a transformagdo leucémica, e a participacdo em
um ensaio clinico ¢ incentivada. Nao ha estudos randomizados ou bem controlados
comparando abordagens terapéuticas, ¢ as opg¢des variam de tratamento paliativo /
quimioterapia de inducdo intensiva seguida de transplante alogénico de células
hematopoiéticas (TCTH). A decisdo de quando e como tratar ¢ influenciada pelo estado
clinico geral do paciente e experiéncia clinico / institucional.

Na avaliacao dos fatores progndsticos sdo levados em consideragdo dados clinicos
e caracteristicas citogenéticas / moleculares.

1.3.6 — Estratificacao do risco

A estratificagdo de risco permite que decisdes de tratamento sejam tomadas no
contexto do prognostico do individuo.

Nao ha consenso sobre a ferramenta prognostica ideal para a MFP, e o modelo
preferido pode variar de acordo com o clinico e/ou a instituicdo. Em geral, modelos
prognosticos que incorporam caracteristicas citogenéticas e moleculares sdo mais
eficazes para distinguir grupos de risco do que aqueles que utilizam apenas caracteristicas
clinicas. Em ambientes onde as técnicas moleculares ndo estdo disponiveis, ¢ aceitavel o
uso de modelos baseados apenas em caracteristicas clinicas e / ou cariotipo.

Em 2009 foi desenvolvido o International Prognostic Scoring System (IPSS), a
primeira ferramenta prognostica para a MFP. O IPSS foi projetado para uso no momento
do diagndstico inicial e aplica cinco preditores independentes de menor sobrevida: idade
> 65 anos, hemoglobina <10 g/dL, contagem de leucocitos >25 x 10°/L, blastos
circulantes >1% e presenga de sintomas constitucionais. A presengade 0, 1,2 e > 3 fatores

adversos definiram doenga de baixo, intermediario-1, intermediario-2 ¢ alto risco,
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respectivamente; as sobrevidas medianas correspondentes foram relatadas em 11,3, 7,9,
4 e 2,3 anos, respectivamente (26).

Posteriormente, foi desenvolvido o modelo de progndstico dindmico (DIPSS) que
utiliza as mesmas variaveis de prognoéstico usadas no IPSS, mas pode ser aplicado a
qualquer momento durante o curso da doenca. O DIPSS atribuiu dois, em vez de um,
pontos adversos para hemoglobina <10 g/dL, e a categorizagdo de risco foi modificada
de acordo: baixo (0 pontos adversos), intermediario-1 (1 ou 2 pontos), intermediario-2 (3
ou 4 pontos) e alta (5 ou 6 pontos). As sobrevidas medianas correspondentes foram 14,2,
4 ¢ 1,5 anos (27).

A incorporacdo de trés fatores de risco adicionais independentes (contagem de
plaquetas <100 x 10 ? /L, necessidade de transfusdo de hemacias e cariotipo desfavoravel)
ao DIPSS levou ao desenvolvimento do DIPSS-plus. As quatro categorias de risco
DIPSS-plus com base nos oito fatores de risco mencionados sdo baixo (sem fatores de
risco), intermediario-1 (um fator de risco), intermediario-2 (dois ou 3 fatores de risco) e
alto (quatro ou mais fatores de risco fatores), com respectivas sobrevidas medianas de
15,4,6,5,2,9 ¢ 1,3 anos (70).

Mais recentemente, a observagdo de mutagdes adicionais, além das mutagdes
driver, independentemente do impacto no prognostico do paciente, levou a incorporagio
dessas mutagdes adicionais em novos escores prognosticos. Trés novos modelos
prognosticos: MIPSS70, MIPSS70+ versao 2.0 (MIPSS v2) e GIPSS (41, 52, 71). Entao,
esses novos modelos prognosticos incluiram componentes que destacaram a contribui¢do
prognostica independente do driver e outras mutagdes, cariotipo, e niveis de hemoglobina
ajustados ao sexo. MIPSS70 (sistema de pontuagdo de prognostico internacional
aprimorado por mutagdo para pacientes em idade de transplante) utiliza mutagdes e

variaveis clinicas; MIPSS v2(o MIPSS70 com caridtipo aprimorado) utiliza mutagdes,
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caridtipo e variaveis clinicas (41, 71); O GIPSS (sistema de pontuagdo de prognostico
inspirado geneticamente) ¢ baseado exclusivamente em mutagdes e cariotipo (52).

O MIPSS70 foi desenvolvido em pacientes com 70 anos ou menos para ser
relevante para pacientes em idade de transplante. MIPSS70 inclui nove varidveis,
incluindo trés genéticas (auséncia de mutagdo CALR tipo 1/like; presenca de mutagdes de
alto risco molecular, especificamente ASXL 1, SRSF2, EZH2, IDHI ou IDH? ; e presenca
de >2 mutagdes de alto risco molecular) e seis fatores de risco clinicos (hemoglobina <10
g/dL, leucocitos >25 x 10 ? /L, plaquetas <100 x 10 ° /L, blasto circulante >2%, grau de
fibrose da medula dssea > 2 e sintomas constitucionais). A pontua¢do ponderada da razao
de risco de “2” foi atribuida a leucdcitos >25 x 10 ° /1, plaquetas <100 x 10 ? /le presenga
de >2 mutacdes de alto risco molecular e uma pontuagdo ponderada de “1” para todos os
outras variaveis de risco; uma pontuagdo total de 0-1, 2-4 e >5 definiu as categorias de
baixo, intermediario e alto risco do MIPSS70 de trés niveis, com faixas de sobrevida
mediana correspondentes de 27,7 anos - "ndo alcangada", 6,3-7,1 anos e 2,3-3,1 anos,
validado em duas coortes separadas (41)

O MIPSS v2 incorpora os niveis de risco citogenético de trés camadas recentemente
revisados, U24AF1 Q157 como uma mutac¢do adicional de alto risco molecular (HMR), e
novos limites de hemoglobina ajustados por sexo e gravidade. O MIPSS v2 utiliza nove
componentes, incluindo cinco genéticos e quatro clinicos. As cinco variaveis genéticas
incluem cariotipo de risco muito alto (VHR) (quatro pontos), cariotipo desfavoravel (trés
pontos), >2 mutagdes HMR (trés pontos), presenca de uma mutacdo HMR (dois pontos)
e auséncia de tipo 1/ como mutagdo CALR (dois pontos); as quatro variaveis clinicas no
MIPSS v2incluem sintomas constitucionais (dois pontos), anemia grave (definida por
niveis de hemoglobina <8 g/dL. em mulheres e <9 g/dL. em homens) (dois pontos), anemia

moderada (definida por niveis de hemoglobina de 8-9,9 g/ dL. em mulheres e 9-10,9 g/dL.
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em homens) (um ponto), e blastos circulantes >2% (um ponto). O MIPSS v2 inclui cinco
categorias de risco: risco muito alto (>9 pontos), risco alto (5-8 pontos), risco
intermediario (3-4 pontos), risco baixo (1-2 pontos) e risco muito baixo (zero pontos) ; em
pacientes com 70 anos ou menos, as sobrevidas medianas correspondentes (taxas de
sobrevida em 10 anos) foram de 1,8 anos (<5%), 4,1 anos (13%), 7,7 anos (37%), 16,4
anos (56%) e “mediana ndo atingida” (92%) (71).

O GIPSS ¢ exclusivamente dependente de mutagdes e caridtipo. Em um estudo
colaborativo da Mayo-University of Florence, Italia, com 641 pacientes com MFP, a
analise multivariada restrita a fatores de risco genéticos identificou o caridtipo de risco
muito alto (dois pontos); cariotipo desfavoravel (um ponto); auséncia de mutagdo
CALR tipo 1/like (um ponto); e presenga de mutacdes ASXL/ (um ponto), SRSF2 (um
ponto) e U2AFI Q157 (um ponto) como fatores de risco independentes para
sobrevida. As categorias de risco GIPSS de quatro niveis incluiram baixo (zero pontos),
intermediario-1 (um ponto), intermediario-2 (dois pontos) e alto (>3 pontos), com
sobrevidas medianas correspondentes de 26,4 anos, 8,0 anos, 4,2 anos e 2 anos. Mais
recentemente, as mutacdes RAS / CBL em MFP foram associadas a uma resposta ruim a
terapia com ruxolitinibe, caracteristicas de progndstico ruim e sobrevida inferior; neste
ultimo aspecto, entretanto, a incorporacdo de tais informagdes ao MIPSS v2 ndo
apresentou valor adicional (52).

1.3. 7 — Tratamento

O tratamento da MF ¢ frequentemente baseado nas necessidades clinicas dos
pacientes a fim de aliviar os sintomas associados a doenga, prevenir complicacdes e
induzir a uma remissdo completa da doengca a longo prazo. Atualmente, o Unico

tratamento curativo reconhecido para a doenga € o transplante de medula dssea alogénico.
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Entretanto, este tratamento pode ser oferecido, a uma minoria de pacientes devido
a sua morbidade e mortalidade intrinsecas (76,78).

Para o controle da anemia associada a MF, sdo usados andrégenos (por exemplo,
enantato de testosterona 400-600 mg IM semanalmente, fluoximesterona oral 10 mg
TID), prednisona (0,5 mg/kg/d), danazol (600 mg/dia), talidomida (50 mg/dia) +
prednisona, ou lenalidomida (10 mg/d) = prednisona (10 mg/d). As taxas de resposta a
cada uma das drogas acima mencionadas estdo em torno de 15% a 25%, e as duracdes de
resposta sdo em média de 1 a 2 anos. A lenalidomida funciona melhor na presenca de
del(5g31). Os efeitos colaterais dos medicamentos incluem hepatotoxicidade e efeitos
virilizantes para androgenos, neuropatia periférica para talidomida e mielossupressao
para lenalidomida. A pomalidomida ¢ outro andlogo da talidomida que pode aliviar a
anemia em um subconjunto de pacientes com mutacdo JAK2 sem esplenomegalia
acentuada ou excesso de blastos circulantes (76).

Em pacientes com esplenomegalia sintomatica, os tratamentos farmacoldgicos
dependem principalmente, de drogas como hidroxiuré¢ia ou inibidores Jak como
Ruxoltinibe ou Fedratinibe (54). Infelizmente, os pacientes submetidos ao tratamento
com Ruxoltinibe perdem sua resposta ao medicamento ou experimentam efeitos
colaterais que ndo permitem que o tratamento seja combinado em doses terapéuticas (54).
Assim, outras drogas ou compostos vem sendo investigados em nivel experimental e em
ambientes clinicos. Eles incluem outros inibidores de Jak (pacritinibe, momelotinibe)
imunomoduladores medicamentos imide (IMiDs) e agentes imunossupressores e/ou
antiinflamatorios, incluindo interferons e inibidores de pontos de controle imunolégico
(76,78).

Outros medicamentos, atualmente utilizados apenas em nivel experimental em

ensaios clinicos, incluem inibidores de bromodominio e proteina terminal extra (BET),
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tais como os seguintes CPI-0610; luspatercept, um receptor de ativina IIA (ligant trap)
que melhora a anemia; IPRM — 151, uma forma recombinante de pentraxina2, que
demonstrou reverter a formacdo de fibrose em modelos pré-clinicos; imetelstat, um
potente inibidor de telomerase (55); inibidores de fosfatidilinositol 3-quinase (P13K),
inibidores da via hedgehog e inibidores de histona deacetilase (76,78).

Com o advento dos inibidores JAK, a ocorréncia de esplenectomia em pacientes
com mielofibrose ¢ rara. As diretrizes atuais sugerem que a esplenectomia deve ser
restrita a pacientes selecionados com hemolise, esplenomegalia sintomética grave, infarto
esplénico, hipertensdo portal devido a esplenomegalia, ou sintomas hiper-catabolicos
graves que sao refratdrios a terapia nao cirargica (76,78).

1.4— Telomeros

Teldmeros sdo complexos de sequéncias de DNA repetitivas e ndo codificantes
(TTAGGG), ricas em guanina, combinadas com proteinas que limitam as extremidades
do cromossomo e protegem o genoma celular da degradacdo; mantendo assim a
estabilidade e a integridade cromossomicas (53,54,55,56,57, 79,80).

Em 1961 Hayflick e Moorhead mostraram que uma cultura de células somaticas
tem um tempo de vida limitado. Em 1971 Olovnikov e Watson sugeriram que o
encurtamento das extremidades cromossomicas (telomeros) determina o numero
potencial de divisdes celulares e que € natural que os teldmeros dessas células diminuam
de tamanho durante seu ciclo de vida, numa taxa de cerca de 30 a 120 pares de base por
replicagdo, sendo um sinal de senescéncia (envelhecimento) (79,80).

Em individuos saudaveis, o comprimento médio dos teldmeros (TL) varia entre 5
e 15kb e pode diferir entre individuos, cromossomos e bragos de cromossomos, células e
tecidos. O TL apresenta alta varia¢ao interindividual ja a0 nascimento, sendo mais longo

nas mulheres do que nos homens e mais longo nos afro-americanos do que nos brancos
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de ascendéncia europeia. O reparo dos telomeros ¢é regulado positivamente por hormdnios
sexuais e fatores transcricionais como c-Myc. O TL sofre desgaste progressivo com a
idade e ¢ relativamente curto em doengas relacionadas ao envelhecimento (81).

Quando as células obtém telomeros criticamente curtos, os mecanismos de controle
celular impedem as fusdes de ponta a ponta, degradagdo enzimatica ou translocagdes nao
reciprocas que eventualmente resultam em instabilidade cromossdmica, aneuploidia e
tumorigénese. (60). No entanto, células com potencial maligno sdo capazes de escapar do
controle celular por falha ou supressao da resposta a danos no DNA: por exemplo, a perda
da proteina tumoral p53 e a ativagdo dos mecanismos de manutencao dos telomeros (60).
Como resultado, essas células continuam a crescer, levando a imortalizacdo ¢ a
malignidade franca. A maioria dos canceres humanos exibe telomeros criticamente
curtos, sugerindo que os tumores realmente podem surgir a partir de células
geneticamente instaveis (79,80,81).

Em 1975 Blackburn e Greider descobriram a enzima telomerase que alonga os
cromossomos. Esse complexo de ribonucleoproteinas consiste de componentes
absolutamente necessarios para sua atividade: a molécula de RNA e a Transcriptase
Reversa da Telomerase TERT; também, opcionalmente, varias proteinas associadas a
telomerase podem ser incluidas no complexo da telomerase. A telomerase existe nas
células humanas como dimeros e contém duas subunidades de transcriptase reversa e duas
moléculas de RNA. A atividade da telomerase detectada in vitro aparece em leucdcitos
na fase G1 do ciclo celular e os teldmeros sdo replicados in vivo durante a fase S. Durante
a fase S do ciclo celular, hTERT também se move para os teldmeros. Isso significa que
ha regulagdo no nivel da localizacdo espacial da telomerase ativa (enzima) e do teldmero

(substrato). Nem sempre ¢ possivel obter uma correlacdo entre a atividade da telomerase
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e o comprimento dos telomeros. Por exemplo, ndo ha dependéncia entre o comprimento
dos telomeros e a atividade da telomerase na leucemia (79, 81).

Em linhagens de células embriondrias, a telomerase ¢ ativa e o comprimento dos
telomeros ¢ constante. Nas células-tronco, a atividade da polimerase ¢ menor e compensa
apenas parcialmente o encurtamento dos telomeros. Como ja dito anteriormente, nas
células somaticas, a telomerase ndo ¢ ativa. O encurtamento dos telomeros leva ao
momento de M1 e a transi¢ao das células para a condi¢do de senescéncia, que poderia ser
resgatada pela inativacao ou delecdo de RB, p16 ou p53. As células que passam por M1
continuam sua divisdo celular e atingem a condi¢do de crise M2, o que leva a morte
celular macica. As células que sobrevivem comecam sua transformacdo em células

cancerigenas (79).

As células cancerosas tém a capacidade de divisdo celular ilimitada e suportam o
comprimento dos telomeros (geralmente devido a atividade da telomerase). Esse
mecanismo foi descrito na transfeccao de células somaticas que expressam hTR pelo gene
hTERT antes do momento de M2; elas, a semelhanca das células cancerosas, demonstram
alongamento e estabilizacdo dos telomeros (79), e em uma minoria importante (cerca de
10%) a imortalidade celular, ¢ alcancada por um processo conhecido como alongamento

alternativo dos telomeros (81).

As células hematopoiéticas sdo submetidas a erosdo dos teldmeros durante sua
constante diferenciacdo: portanto, seu comprimento de teldmeros (TL) representa um
biomarcador confidvel da idade celular e potencial mitotico in vitro e in vivo
(61,62,63,64). Uma diminuicao acentuada e variavel do TL foi observada em varias
neoplasias hematoldgicas; em particular, o TL foi encontrado reduzido na leucemia aguda

de origem mieloide e linfoide, na sindrome mielodisplasica, na leucemia linfocitica
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cronica das células B e em linfomas (65 e 81). Foi demonstrado que o TL também ¢
reduzido na leucemia mieloide cronica, com TL curto correlacionado com evolugao
clonal e mau progndstico (65,66,67,68,69).

Alguns estudos recentes também relataram uma reducdo do TL em pacientes
afetados por mielofibrose (53, 57, 54,55, 69).

Virias abordagens terapéuticas vém sendo estudadas para atuarem na telomerase.

Atualmente duas moléculas parecem ser particularmente promissoras: danazol e

imetelstat. Os hormdnios masculinos sdo eficazes na terapia da insuficiéncia medular

associada a disfun¢do dos teldomeros, causando melhora hematologica. A reducdo da

erosao dos teldmeros pelo danazol pode anular o passo molecular precoce na instabilidade

cromossOmica e na oncogénese e necessita de investigagcdo em ensaios clinicos. De fato,

mais estudos sdo necessarios para avaliar o efeito da terapia na sobrevida ou progressao

para sindrome mielodispldsica ou leucemia aguda. Além disso, o danazol pode ser

benéfico no tratamento de outros tipos de desgaste acelerado dos telomeros, como o

desgaste que ocorre ap6s a quimioterapia e o transplante de células-tronco

hematopoiéticas. J& o Imetelstat, age na regido complementar do molde do RNA da

telomerase (hTR), atua como um inibidor enzimatico competitivo que se liga e bloqueia

o sitio ativo da enzima (um "antagonista molde da telomerase"), mostrou-se ativo em

individuos com doenc¢a hematologica, e uma resposta rapida e durdvel foi observada em

pacientes com TE e MF, mas também tem o potencial de provocar efeitos colaterais

(55,81).
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Ha um interesse cresente de estudos populacionais com enfoque em analise do
comprimento relativo dos teldmeros em leucdcitos como preditivo de mortalidade geral
e prevaléncia de cancer. A correlagdo do comprimento dos telomeros em diferentes
tecidos, como sangue ou DNA de células bucais, em diversas doengas tem sido valorizada
em analises epidemioldgicas. Numerosos estudos de caso-controle propuseram que
individuos com tumor podem ter menor comprimento relativo de telomeros em leucocitos
ou células bucais. Estes incluem estudos de cancer de bexiga, cabeca e pescogo, pulmao,
gastrico e ovario (81).

2 - Objetivos
2.1 — Objetivo Geral
O objetivo geral do nosso estudo ¢ analisar o comprimento relativo dos teldmeros,
o perfil das alteracdes cromossdmicas e sua relagdo com o quadro clinico dos pacientes
portadores de MFP e MF pds PV/TE, seguidos em Centros de Onco-Hematologia do
Distrito Federal.
2.2 — Objetivos Especificos
a) Comparar o comprimento relativo dos telomeros (T/S) em pacientes com
mielofibrose e controles saudaveis.
b) Correlacionar o comprimento relativo dos telomeros (T/S) dos pacientes com
mielofibrose a presenca de mutacdes driver.
¢) Correlacionar o comprimento relativo dos teldomeros dos pacientes com
mielofibrose a estratifica¢do de risco prognodstico (IPSS).
d) Realizar analise cromossdmica por Microarray (CMA) dos pacientes com
mielofibrose.
e) Correlacionar os achados citogenéticos obtidos por CMA com a mediana de

sobrevida global.
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Baseado nas informagdes obtidas neste estudo foram redigidos 02 artigos

que fardo parte da tese no formato de capitulos.
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Resumo

A mielofibrose (MF) ¢ uma neoplasia mieloproliferativa cronica BCR-ABL1 negativa,
rara, caracterizada por fibrose progressiva da medula 6ssea, hematopoiese ineficiente e
sobrevida reduzida. As manifestagdes clinicas incluem esplenomegalia, devido a
hematopoiese extramedular, pancitopenias € uma série de sintomas constitucionais
potencialmente debilitantes. O diagndstico ¢ baseado na morfologia da medula 6ssea e
critérios clinicos. Mutagdes driver de genes JAK2, MPL ou CALR sdo encontrados em
aproximadamente 90% dos pacientes, enquanto os 10% restantes sem mutagdes driver

sdo denominados “triplo negativos”. Essas muta¢des driver podem ser acompanhadas de
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outras mutacdes, denominadas cooperativas, como RBI. A patogénese da mielofibrose se
explica através da ativagdo da via JAK-STAT que resulta em superproducdo de
megacariocitos anormais, levando a fibrose da medula 6ssea. Atualmente, sabe-se que a
caracterizacdo gendmica dos pacientes com neoplasias mieloproliferativas (NMP) pode
levar a uma melhor classificagdo diagnostica, avaliagdo prognoéstica e planejamento do
tratamento. Os objetivos do estudo foram: 1) realizar andlise cromossOmica por
Microarray (CMA); 2) correlacionar os achados citogenéticos obtidos por CMA com a
mediana de sobrevida global. Setenta e seis por cento dos pacientes tinham regides de
ganho ou perda cromossomica ou areas de perda de heterozigose. Os pacientes que
tiveram uma sobrevida mediana menor (3,6 meses) apresentaram alteragdes
cromossOmicas que abrigavam genes supressores de tumor (NF1, RBI, TP53, DNMT3A,
PPM1D). O presente estudo sugere a possibilidade de melhor caracterizagdo progndstica

de pacientes com mielofibrose através da andlise cromossomica por Microarray (CMA).

Palavras-chave: Microarranjo cromossomico, Rearranjos cromossdmicos, perda de

heterozigose, Mielofibrose

Introduciao

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo um grupo de desordens hematologicas
clonais que surgem da transformac¢do de uma célula-tronco hematopoiética pluripotente
(1). Sdo quatro as NMPs classicas, policitemia vera (PV), mielofibrose priméria (MFP),
trombocitemia essencial (TE) e leucemia mieloide cronica (LMC). A LMC ¢
caracterizada pela presenca do cromossomo Filadélfia (Ph) resultante da translocacgdo
entre os cromossomos 9 e 22 [t (9;22) (q34q11)] (gene de fusio BCR/ABL1) associada a

ativacdo anormal da tirosina quinase envolvida na fisiopatologia da doenga. Nenhuma
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anormalidade citogenética especifica foi associada a NMPs além da LMC (27), sendo as
demais classificadas como pertencentes ao grupo de NMPs definidas como doengas

BCR/ABLI1 negativos (28).

Entre os NMPs, a MFP tem a apresentacdo clinica mais heterogénea. Nos EUA, a

taxa de incidéncia anual varia de 0,1 a 1 por 100.000 (26).

O diagnostico da MFP, conforme definido pela Organizacdo Mundial da Satde
(OMS), ¢ baseado na combinacao de caracteristicas clinicas, morfoldgicas, citogenéticas

¢ moleculares (28).

Ao diagnostico, o principal sinal verificado ao exame fisico ¢ a esplenomegalia ou
hepatomegalia. E os sintomas mais comuns relatados sdo: fadiga, perda de peso, sudorese
noturna e febre. Trinta por cento (30%) dos pacientes sdo assintomaticos na apresentagao
e a doenga ¢ detectada por um hemograma anormal incidental ou pela esplenomegalia
(7). A doenga evolui gradualmente da fase pré-fibrotica inicial para a fase fibrotica com

o aumento da faléncia da medula 6ssea (MO).

Na célula cancerigena verifica-se que a presenga de uma mutacgao driver confere
vantagem de cresimento e provavelmente ¢ selecionada no microambiente tecidual dentro

do qual as células neoplasicas surgem.

Dentre os principais critérios de NMP negativo para BCR/ABL1, destaca-se a
presenga de variantes em genes driver, assim como o gene Janus quinase 2 ( JAK2 —
HGNC: 6192), o gene receptor de trombopoietina ( MPL — HGNC: 7217) e o gene da
calreticulina ( CALR -HGNC: 1455) (29-33). A mutacdo JAK2 ¢ mais prevalente

acometendo 60 a 65% dos pacientes com diagnostico de MFP, seguido de CALR de 20 a
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25% e a mutacdo MPL de 7%. E aproximadamente 8 a 10% dos casos de MF carecem

dessas mutagdes e denominamos como "triplos negativos" (29-33).

Na MFP, as frequéncias de mutacdes inespecificas sdo maiores em comparagao
com PV e TE. Mutagdes com frequéncias de 10% ou mais em MFP
incluem ASXL1, TET2, SRSF2 e U2AF1 (12,13). Foi relatado que pacientes com MFP
com perfil de mutagdo CALR+/ASXLI— tém sobrevida mais prolongada,
aproximadamente 18 anos, em comparacdo com aqueles com CALR —/ ASXLI+,
enquanto CALR+ / ASXL1+ e CALR —/ ASXL1I — pacientes estavam em uma categoria de
risco intermedidrio semelhante (10,13). Outras mutagdes que sdo menos frequentes na
fase cronica MFP, mas com uma frequéncia significativamente maior na fase bléstica

incluem IDH]I e IDH?2 (14,15), TP53, DNMT3A4 (16), IKZFI e mutagdao LNK (17).

As mutacdes ASXLI, EZH2, SRSF2 e IDHI/2 fornecem valor agregado no
progndstico molecular e clinico combinado de MFP. A presenca de duas ou mais dessas
mutacdes poderia prever a menor taxa de sobrevida global em pacientes com MFP:
mediana de 2,6 anos versus 7,0 anos para 1 mutagdo versus 12,3 anos para nenhuma
mutagdo (18). Comparado com a melhor terapia disponivel, um inibidor de JAK,
ruxolitinib, reduziu o risco de morte (hazard ratio 0,57, intervalo de confianga de 95%

0,30-1,08) em pacientes com MFP independente do perfil de mutagado (19).

Os estudos mostram que o acumulo progressivo de alteragdes genéticas
desempenha um papel essencial na tumorigénese e evolugdo dos canceres humanos. As
alteracdes genéticas comumente observadas em canceres humanos incluem translocacdes

cromossOmicas, amplificacdes, perda alélica, perda de heterozigosidade, delecdes,
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mutagdes e alteracdes epigenéticas/metilacio do DNA afetando oncogenes e genes

supressores de tumor (1).

Aproximadamente um ter¢o dos pacientes com MFP apresentam anormalidades
citogenéticas, incluindo del(20q), del(13q), trissomia 8 e 9 e anormalidades do
cromossomo 1, incluindo duplicagdo 1q. Outras lesdes menos frequentes incluem
=7del(7q), del(5q), del(12p), +21 e del(6)t(1;6)(q21;p21.3). Os tipos de anormalidades
citogenéticas sdo geralmente semelhantes entre os pacientes com MFP, mielofibrose pos-
ET e mielofibrose p6s-PV.Com base no efeito sobre o prognéstico, os achados
citogenéticos na MFP sdo classificados como favoraveis ou desfavoraveis. O primeiro
inclui cariotipo normal ou del(20q) ou del(13q) isolado e o ultimo inclui todas as outras
anormalidades citogenéticas. Um perfil citogenético desfavoravel na mielofibrose MFP e
p6s-PV/ estd associado a mutagcdo JAK2 V617F. Em pacientes que a doenca evolui para
leucemia geralmente apresentam cariotipos complexos na transformagao e uma sobrevida

mediana significativamente diminuida (20,21).

A identificacdo das alteragdes genéticas em espécimes clinicos ao longo dos anos
evoluiu para o nivel de nucleotideo inico com os avangos nas tecnologias. A analise
citogenética convencional com cariotipo de banda G, permite a diferenciagdo de
aproximadamente 400-500 bandas por genoma haploide (2). A este nivel de resolugao,
podem ser detectadas alteragdes cromossdmicas superiores a 10 Mb. A hibridizagdo in
situ por fluorescéncia (FISH) oferece alta sensibilidade e especificidade na deteccio de
anormalidades genéticas, como translocac¢des, aneuploidias, dele¢des, inversdes ou
amplificacdes usando sondas de DNA direcionadas a sequéncias de DNA conhecidas
(3). O FISH pode identificar alteracdes genéticas com uma resolugdo de até alguns

kilobases (kb), mas ndo ¢ adequado para a identificagdo de alteragcdes genéticas
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desconhecidas ou anormalidades cromossomicas globais. A evolucdo da hibridizacao
gendmica comparativa baseada em matriz (aCGH) desenvolvida no inicio da década de
1990 passou a oferecer uma analise eficiente de alto rendimento de todo o genoma para
identificacdo de variagdes/aberragdes do numero de copias (CNVs/CNAs) que
geralmente ndo sdo detectaveis por cariotipagem convencional ou estudos FISH

direcionados, ¢ tem uma resolugdo melhorada até 100 kb (4,5,6).

As CNVs s3ao um tipo predominante de variacdo genética estrutural. Eles
envolvem segmentos de DNA que abrangem milhares a milhdes de bases cujo ntimero de
copias varia entre diferentes individuos. Essas diferencas gendmicas submicroscopicas
no nimero de copias de uma ou mais se¢des do DNA resultam em ganhos ou perdas de
DNA. As CNVs podem estar associadas a efeitos fenotipicos, mas em outros casos sao

clinicamente silenciosas.

Nas ultimas décadas a metodologia de andlise cromossdmica microarray (CMA)
tem sido amplamente utilizada na deteccdo de delecdes e duplicagdes (Variagdes no
Numero de Copias - CNVs) no genoma humano, que podem levar a distirbios genéticos,
além da deteccdo de grandes regides de perda de heterozigose (LOH) e dissomia

uniparental (UPD).

A CMA, foi rapidamente aplicada a genomica do cancer (6, 7, 8). Em contraste com
o aCGH, os arrays sdo capazes de detectar tanto CNVs/CNAs quanto perda de
heterozigose (LOH) ou LOH neutro/dissomia uniparental (UPD), que estdo

frequentemente envolvidos no desenvolvimento de canceres (9).
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Desde a invencdo dos arrays, eles tém sido amplamente aplicados a vdrias
malignidades hematologicas. Embora atualmente ndo existam diretrizes clinicas sobre o
uso do exame em neoplasias hematopoiéticas, o microarray certamente ¢ util em casos
dificeis, especialmente no diagnostico das neoplasias mieloproliferativas na estratificagao
de risco, quando outras metodologias ndo conseguem identificar anormalidades

citogenéticas (34).

Em nosso estudo objetivamos a deteccdo de CNVs e perda de heterozigose (LOH)
através do CMA em pacientes com MF a fim de correlacionar os achados citogenéticos

dos pacientes a sobrevida visando incluir os dados de CMA nos scores progndsticos.

Material e métodos
Tipo e populagio do estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo realizado no periodo de margo de
2013 a fevereiro de 2018.

A populagdo estudada ¢ de 36 pacientes com diagnostico de Mielofibrose,
estabelecido conforme os Critérios Diagnosticos da OMS de 2016, os pacientes tiveram
diagnosticos confirmados e foram também incluidos aqueles classificados como
portadores de MF em fase pré-fibrotica.

Todos os sujeitos incluidos sdo maiores de 18 anos e concordaram com a
participag¢@o no estudo, assinando Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de
Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude (FEPECS), sob niimero de registro CAAE

19493613.5.0000.5553 e parecer numero 525.330.
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Os pacientes, diagnosticados com mielofibrose foram selecionados do
ambulatorio e acompanhados regularmente na Unidade de Hematologia do Instituto
Hospital de Base do Distrito Federal (IHBDF) e no Cettro - Centro de Cancer de Brasilia.

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos nas consultas médicas regulares
ambulatoriais. Por exemplo, informagdes referentes ao diagnoéstico (MFP em Fase
Fibrética, em Fase Pré-Fibrotica ou MF pos PV/TE), género, idade ao diagndstico, tempo
de seguimento, estratificagdo de risco de acordo com IPSS, tratamentos realizados e
desfechos clinicos (fenomenos trombdticos/hemorragicos, evolucdo para leucemia aguda
e obito).

Foram analisados valores de Hemoglobina, Leucoécitos Totais, Plaquetas e Blastos
circulantes, ao diagndstico e durante seguimento (até a data de 6bito ou ultima avaliagdo
clinica).

Os dados de citogenética (cariotipo de medula 6ssea por bandas G e/ou por CMA
de sangue periférico) e status das mutagdes driver e cooperativas por PCR ou por MLPA
foram obtidos de dados de prontuério eletronico de andlises realizadas previamente a
nossa pesquisa.

Coleta e preparacio das amostras

As amostras de material bioldgico consistem de aliquotas de 4 a 8 ml de sangue
periférico, coletadas através de flebotomia de membro superior realizada por profissional
de satde habilitado, obedecendo técnica asséptica. Para a CMA foram incluidos de 34
pacientes portadores de mielofibrose (em dois pacientes o material era insuficiente para

analise).
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Extragdo e quantificagdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido da amostra de sangue total através do método
Puregene “Salting out” (Gentra, Minneapolis, MN, USA), adotado rotineiramente no
laboratorio.

Microarray (CMA)

A presenca de alteracdes cromossOmicas submicroscopicas foi investigada por
andlise de microarrays usando o Affymetrix Cyto-ScanMTHD ou Affymetrix Cytoscan
750K. Essas plataformas consistem em microarrays contendo sondas ndo polimorficas
para CNVs de regides codificantes e ndo codificantes do genoma humano, bem como
sondas SNP polimorficas. Todos os procedimentos foram realizados conforme orientagado
do fabricante. As laminas hibridizadas com DNA e marcadas com biotina foram
analisadas por um GeneChip®Scanner 3000 7G (Affymetrix) e o software Chromosome
Analysis Suite (ChAS) (Affymetrix). A chamada das anormalidades considerou um
minimo de (a) 50 sondas consecutivamente duplicadas, (b) 25 sondas deletadas
consecutivamente e (c¢) segmentos de LOH maiores que 5 Mb. Alteragdes menores
envolvendo genes associados ao cancer também foram investigadas. CNVs comuns
foram consideradas constitucionais/provavelmente benignas. Os genes candidatos
mapeados para grandes segmentos alterados foram definidos com base em genes OMIM
associados a doenga, previamente relacionados a neoplasias mieloides e/ou outros tipos

de cancer.

Analise dos dados obtidos por CMA

Os dados gerados foram submetidos a analise de Controle de Qualidade do software

que fornece parametros numéricos [MAPD (Median Absolute Pairwise Differences),
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SNPQC (Single Nucleotide Polymorphism quality control) e Waviness-SD (Waviness
standard deviation)] minimos sugeridos para seguimento da analise.
Resultados

Os pacientes com MF tinham idade mediana de 60,74 anos com distribuicdo igual
entre os sexos. O tempo médio de diagndstico da MF foi de 10 anos. Do total de 36
pacientes com MF, 6 (16,66%) foram diagnosticados com MF na fase pré-fibrotica e 30
(83,33%) com MF na fase fibroética.

No total foram analisados por CMA 34 pacientes sendo 16 pacientes objetos de
estudo realizado anteriormente (35). Esses dados foram incluidos com a finalidade de
realizar a correlagdo com a sobrevida dos pacientes.

No total de 34 pacientes, 8 pacientes tiveram arrays normais. O CMA detectou
alteragdes no numero de copias ou LOH em 26 dos 34 (76,47%) pacientes (Tabela 1);
estes incluiram 15 pacientes apenas com CN-LOH (figura A), sendo 6 pacientes com
LOH em 9p (17,6%) (figura B e D), trés deles apenas com LOH em 9p sem nenhum outro
LOH ou CNV. Dez pacientes apresentaram CNVs (29%); cinco pacientes apresentaram
CNVs e LOH e cinco apresentaram apenas CNVs. Um dos pacientes apresentava apenas
trissomia do cromossomo 8. Quatro pacientes apresentaram CNVs ou LOH em mosaico

(Figura C).
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Com relacdo as delecdes detectadas, 8 foram identificadas em um Unico paciente
que apresentava 2 rearranjos cromossomicos complexos envolvendo os cromossomos 7
e 12 (Fig. 1). Identificamos 74 CN-LOH em nossa amostra, distribuidos em 12 pacientes,
variando de 1 a 13 segmentos de CN-LOH. Cinco pacientes apresentaram um unico CN-
LOH sem nenhum outra LOH ou desequilibrio. (Fig. 1).

A sobrevida mediana da coorte estudada foi de 4 anos (50.87m). Os pacientes que
apresentaram mediana de sobrevida menor (MF 30, 31, 32, 35 e 36) 3,6 meses (grafico
1) apresentaram alteragdes cromossomicas que abrigavam os genes cooperativos NF/,
RBI, TP53, DNMT3A4, PPMI1D (Grafico 2), sendo as mais prevalentes as LOH ou
dele¢des que incluiam NFI 18% (supressor tumoral), seguida por RBI 11% (supressor
tumoral), 7P53 11% (supressor tumoral) e SH2B3 11% (gene de transducdo de sinal)

(Gréfico 2).

Tempo de sobrevivéncia (em meses) de 36 pacientes com
mielofibrose

Area do Grafico

7}
L
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Grafico 1 — Tempo de sobrevivéncia (em meses) em 34 pacientes com mielofibrose (MF).
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CNVS e LOH que incluem genes associado a

mutagoes cooperativas

RUNX1 CUX1 SH2B3
SRSF2 4o, 4% 11%
4% NRAS

0,
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TET
7%
DNMT3A
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SH2B3 WNRAS WPTN11 WFLT3  mNOTCHI mTET DNMT3A
PPMID mTP53 NFI RBI SRSF2  mRUNX1 mCUX1

Grafico 2: Porcentagem de ocorréncia das mutagdes cooperativas (reguladores
epigenéticos, vias de transducdo de sinais, genes supressores de tumores, processamento

do RNA e regulacdo da transcri¢dao) encontradas na coorte de pacientes com mielofibrose.
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Tabela 1- Resultados de CMA dos pacientes do estudo.

PACIENTE SEXO IDADE DIAGNOSTICO DRIVER  IPSS RESULTADOS ARRAY CMA TAMANHO GENES SOBREVIDA
(Mb)
MFO01 M 66 MF pés-TE JAK 1 4p15.32p15.1(17,707,300-30,328,979)hmz 12,622 JAK2,MTAP e CDKN2A. vivo apds 43,8 m
V617F
9p24.3p13.3(216,123-34,431,079)hmz 34,215  STK11,SMARCA4,CALR e LYL1.
19p13.3p13.12(260,911-14,742,924)hmz 14,482
2211.1q11.22(16,888,899-23,275,341) hmz 6,386
12922423.2(95,963,706-102,978,696) hmz 7,015
5935.1935.3(171,766,824-180,692,321) hmz 8,925
MF02 F 84 MFP JAK 3 4028.3934.3(133,645,289-179,928,406)hmz 46,283  TLR2 e PALLD 6bito apds 14m
V617F
12q13.224.33(56,002,232-133,778,166(hmz 77,776  CDK4,SRGAPi,SH2B3,ALDH?2,
PTPN11 e POLE1
17921.2924.3(39,624,325-69,311,217)hmz 29,687  STAT5B,BRCA1,PHB,NME1,MPO,
RAD51C, PPM1D,BRIPI, PRKCA e
PRKAR1A
17q11.1912(25,309,336-36,049,552)hmz 10,74  NF1,RAD51D e HNF1B
Xq21.33q23(97,629,749-111,888,527) hmz 14,259
1q41942.13(222,161,988-229,516,511) hmz 7,355
1q24.2925.2(170,365,327-176,346,512) hmz 5,981
17p12p11.1(13,675,000-22,217,883) hmz 8,543
MFO03 F 43 MFP ™ 1 NORMAL vivo apds 53m
MFO04 F 43 MFP JAK 0 NORMAL vivo apds 96m
V617F
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MFO05 F 61 MFP CARL 1 Trissomia 8 146,138 MFHASI,DLC1,MSR1,L2T51,
TNFRSF10B,NSD3, RB1CC1,PLAG1, Jbito apds 91m
NBN,RAD54B,
CTHRC1, EXT1,RNF1139 e MYC
MF06 F 46 MFP TN 1 1p35.2p34.2(30,478,995-43,548,398)hmz 13,069 RSPO1 vivo apds 107m
13914.13914.2(46,722,034-49,139,504)x1 2,417 LCP1, LINCOO563, KIAAD226L,
LRCH1, ESD, HTR2A, SUCLA2,
NUDT15, MED4, MED4-AS1,
ITM2B, LINCO0441, RB1, LPAR6, RCBTB2
9933.1933.2(117,808,079-124,657,456) hmz 6,849
11923.3¢924.3(120,972,517-128,650,029) hmz 7,678
Xg22.1g22.3(99,700,785-106,311,924) hmz 6,611
MF07 F 62 MFP MPL 2 1p22.3p13.1(86,010,458-116,805,160)hmz 30,795 RBM15 e NRAS viva apds 48m
13913.1921.33(33,571,752-69,638,023)x1 36,066 KL, FOXO1A e RB1
14912(27,970,825-29,004,858)x3 1,034 LINCO0645 (MIR3171)
19913.33(49,274,808-49,513,502)x1 239 BCAT2, HSD17B14, PLEKHA4,
PPP1R15A, TULP2, NUCB1,
DHDH, BAX, FTL, GYS1, RUVBL2
12924.31(122,161,101-122,266,479)x1 109 SETD1B
11p15.5p12(372,355- 331
41,907,116)hmzmos
MFO08 F 48 MFP CARL X 3p26.2p24.3(3,807,650-22,204,563) hmz 18,397 0GG1, BVS, MAD1L1,
EGFR, POTE 1 CDKN18B. Obito apds 147m
7p22.3p22.1(861,359-5,499,980)x1 4,639
7p14.1p11.2(38,652,686-56,755,583)x1 18,103
7922.3931.2(107,395,740-116,562,288)x1 9,167
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7922.1g22.3(101,428,262-105,113,953)x1 3,686
70931.32932.1(122,748,812-127,779,114)x1 5,03
12p13.2p12.3(12,109,324-18,729,898)x1 7
12921.2(76,448,583-80,275,907)x1 4
12921.31922(81,467,393-95,908,234)x1 14
20q13.13913.2(47,848,257-53,158,589)x1
18911.2q12.1(24,767,485-32,456,354) hmz
MF09 68 MFP CARL X 11924.1925(121,768,985-132,498,284)hmz 10,729 OPCML Obito apds 94m
MF10 59 MFP MPL 3 1p36.33p21.1(849,466-26,290,550)hmzmos 823 MPL, TET2, SRSF2, FLT3 Obito apds 36m
3913.31929(114,957,134-197,831,255)hmzmos 83
MF12 47 MFP TN 1 1p12p11.2(120,553,551-120,624,056)x1 71 NOTCH2 Obito apds 118m
Xq13.1921.1(70,848,162-77,290,593) hmz 6
MF13 58 MFP CARL X NORMAL viva apds 123m
MF14 81 MFP JAK 2 3 NORMAL Obito apds 39m
V617F
MF15 50 MFP JAK 2 X 9p24.3p13.2(216,123-36,767,970) hmz JAK 2, NFI B, PTENP1 vivo apds 51m
V617F
MF16 67 MF pés - TE CARL 1 NORMAL viva apds 51m
MF17 66 MFP JAK 2 2 13913.2q14.3(34,419,875-53,380,149)x1-2 JAK 2, CDKN2A, STK11, Obito apds 30m
V617F CARL, BCR
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MF18 73 MFP JAK 2 3 9p24.3p2.1(216123_3066162)hmz JAK 2, NFIB, PTENP1 viva apds 93m
V617F
MF19 59 MF pré - F JAK 2 1 3028(189,048,804-190,139,329)x1 1.090.525 TP63 6bito apds 19m
V617F
MF20 82 MFP JAK 2 1 9p24.3q13(208,454-68,234,097)x3 JAK 2, NFIB, PTENP1 6bito apds 43 m
V617F
18p11.32p11.21(136,227-15,170,636)x1
MF21 37 MFP CARL 0 NORMAL vivo apds 32m
MF22 48 MFP JAK 2 4 2p13.1p11.2(74,139,628-89,129,064)hmz 14,989  POT1,SMOH e BRAF obito apds 7m
V617F
6022.31q23.2(122,165,276-134,129,708)hmz 11,964  LMO2
7931.32936.3(122,153,555-155,964,676)hmz 33,811
11p14.3p13(24,549,526-35,437,736)hmz 10,888
MF23 48 MF pre-F CARL 0 1p33p31.1(47,858,053-69,907,944)hmz 22 TMEM127,BUBL,IL1B e ILRN  vivo apds 30m
2p13.2q13(71,835,787-113,889,134)hmz 42,053  GATA2
3p13022.1(72,568,037-131,849,410)hmz 59,281  DEK e GGB
6p22.3p12.3(15,735,087-49,880,005)hmz 34,145
7021.11922.1(83,470,313-103,219,027)hmz 19,749  MX11
10025.126.13(107,670,340-124,523,169)hmz 16,853  CCNDI e NUMA1
11q12.1913.5(56,930,833-76,123,829)hmz 19,193  BUBIB
15014q21.3(39,625,545-57,874,494)hmz 18,249
Xp11.3p11.1(43,815,818-58,337,890) hmz 14,522
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11p11.2p11.12(46,304,337-51,563,636) hmz

5,259

9933.1933.2(120,027,912-125,306,402) hmz

5,278

Xp21.1p11.4(34,218,865-40,790,309) hmz

6,571

16p13.2p13.11(9,182,576-16,159,628) hmz

6,977

MF24 35 MFP CARL NORMAL viva apds 25m

MF25 56 MFP JAK 2 9p24.3p21.1(216,123-30,661,612) hmz JAK 2, NFIB viva apds 181m
V617F

MF27 62 MFP JAK 2 7q911.23932.3(72,332,472-130,691,329)x1-2 PTPN12, MET, CUX1, SH2B2,
V617F PIK3CG Obito apds 11m

9p24.1p21.2(7,923,327-27,258,655) hmz

MF28 52 MFP JAK 2 12921.31924.33(82,919,863-133,777,562) hmz SH2B3, PTPN11, POLE viva apds 51m
V617F

MF29 56 MFP JAK 2 NAO REALIZADO Obito apds 22m
V617F

MF30 59 MFP CARL 4q28.3q31.3(137,982,758-153,732,214) hmz, CALR, TP53, C242F, PPM1D,  Obito apds 4m

17p13.3p13.1(2,245,751-7,158,485)x1-2
5q15q31.2(94,322,981-139,358,626)x1-2,
6p25.3p24.3(157070_7870497)x1-2
6p21.31p12(34354382_66744310)x1-2
6q27(168,336,561-168,611,331)x3,
11p11.2(44,309,726-44,935,085)x3,
11p11.2(46,838,250- 47,071,043)x3,
13q13.1q21.32(32877758_67527643)X12
11924.2q25(125921329 134937416)x2-3

DNMT3A
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13q11q12.2(19436286_27848790)x2-3
18q12.1g23(30,110,073-78,013,728)x1-2,
18p11.32p11.21(136,227-14,093,049)x 1-2

MF31 M 72 MFP CARL 1 NAO REALIZADO obito apds 3m
MF32 M 73 MFP JAK 2 3 NORMAL obito apds 4m
V617F
MF33 M 66 MFP CARL 2 20911.23913.2(36,112,919-53,464,314)x1-2 P53, PTPN1 obito apds 27m
20911.23q13.2(35,525,521-52,555,927)x1
MF34 M 60 MF pré-F JAK 2 1 4424(105,495,445-106,428,401)x1 932956  TET2 vivo apds 24m
V617F
MF35 F 54 MFP N 3 13914.13922.1(46,724,112-74,601,935) hmz RBI, MYC obito apds 4m
8024.12q24.3(119,672,133-142,646,555) hmz
Xq24427.1(117,602,294-139,853,006) hmz
Xp21.1p11.1(36,681,553-58,227,320) hmz
311.1q13.31(93,558,925-113,577,241) hmz
3p13p11.1(70,516,420-90,485,635) hmz
1924.2931.1(168,752,297-188,155,305) hmz
Xp22.2p21.3(12,367,433-28,727,874) hmz
15025.2426.2(82,394,360-97,308,588) hmz
G
MF36 F 69 MF pos-PV JAK 2 3 9p24.3p21.1(216,123-28,215,883) hmz 27.999.76  JAK2, NFIB obito apds 3m
V617F
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10911.22(47,132,183-48,311,490)x1

1.179.307

MF37

M

71

MFP JAK 2 4 arr[hg19] 21911.2922.3(15,016,486-
V617F 48,093,361)x2-3

33076.875

7p22.3p15.3 (50,943-24,974,375)hmz

RUNXI, DNMT3L, MPL, MUTYH,
PIK3CA, MEN1, TP53, SRSF10

vivoem 21m

1q42.3944(234,740,879-249,198,164)hmz

2p12p11.2(79,121,548-87,053,152)hmz

10p15.3p14 (135,330 -7,475,945)hmz

2911.1911.2(95,550,957-101,844,015)hmz

13q14.3921.2(54,383,476-59,824,028)hmz

MF38

F

71

MFP JAK 2 2
V617F

21g11.2922.3(15,016,486-48,093,361)x2-3

PDGFA

vivo apds 53m

Xp22.31p11.4(7,951,091-37,806,422) hmz

1p36.12p34.1(20,745,484-46,602,294) hmz

25856.81

5913.2g15(70,688,401-95,373,029) hmz

1924.2931.1(167,513,158-190,595,906) hmz

3026.1926.33(161,478,714-181,637,333) hmz

11912.1g13.3(56,694,717-69,935,447) hmz

13240.73

4931.1931.3(141,107,903-154,118,168) hmz

4p15.2p14(24,026,197-36,594,816) hmz

5011.2913.2(57,244,231-68,826,246) hmz

17p13.3p12(18,900-10,899,108) hmz
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Discussao / Conclusao

A mielofibrose primdria ¢ caracterizada por proliferagdo megacariocitica e mieloide
e fibrose progressiva na medula. A mutacdo JAK2 V617F ¢ identificada em
aproximadamente aproximadamente 60% de MFP. Note-se que a mutagdo JAK2A
V617F pode ser detectada em individuos sauddveis por métodos de alta
sensibilidade. CNVs foram identificados em aproximadamente um ter¢o dos casos de
MFP mostrando pequenas perdas gendmicas (<5 Mb) com 750K SNP array (19). Em
termos de perda de heterozigose (LOH), alteragdes recorrentes foram observadas apenas
no cromossomo 9p. Arroz et al. (20) confirmaram que as anormalidades do cromossomo
9, incluindo 9p LOH, trissomia 9, amplifica¢des de 9p13.3-23.3, 9q33.1-34.13 ¢ 9q34.13
foram mais frequentes em neoplasias mieloproliferativas ao analisar 87 casos pelo
CMA. Em nosso estudo também foi a alteragdo mais prevalente, 20,58% dos pacientes
apresentaram LOH 9p do total dos 34 pacientes analisados por CMA.

Outras alteragdes genéticas recorrentes menos frequentes incluiram ganhos de
1p36.31-36.33, 17921.2—q21.31 e 17925.1-25.3, e delecdes afetando 18pl11.31—
11.32. No estudo de perfis genéticos de neoplasias mieloproliferativas por SOK SNP
array, Kawamata et al (21) encontraram delecdo de regides cromossOmicas que
abrigam RBI (13q14) ou NF1 (17q11) em 25% dos casos de MFP. Uma subpopulac¢do
com 9p a LOH foi detectada em aproximadamente 50% dos casos de MFP (34). No nosso
estudo a segunda alteragdo mais frequente foram delec¢des afetando 7q.

Um subconjunto de pacientes com NMPs eventualmente progride para leucemia
mieldide aguda. A identificacdo de alteracdes genéticas adquiridas que facilitem essa
transformacao seria valiosa para a estratificacdo do paciente. Em um estudo comparando
perfis genomicos de 88 casos de NMP e 71 casos de NMP em fase blastica com matrizes

de SNP de 50 e 250 K, a transformagdo leucémica foi acompanhada por até trés vezes
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mais alteragdes gendmicas por caso do que na fase cronica (24). As regides gendmicas
comumente afetadas durante a transformacao leucémica abrigaram genes estabelecidos,
como ETV6, TP53 e RUNXI, e também novos genes candidatos em 7q, 16q, 19p e
21q. Trissomia 8 ou amplificacdo de 8q24 (MYC) foi identificada exclusivamente em
JAK2 V617F (—) fase de atividade da NMP. Um progndstico ruim apos a transformagao
leucémica foi associado a perda de heterozigosidade neutra em numero de copias (CN-
LOH) em 7q ou 9p, incluindo JAK2 V617F homozigoto. Com arrays SNP 6.0 de maior
resolugcdo, Rumi et al. (25) mostraram uma estreita relacdo entre UPD e/ou ganho do
cromossomo 9p com progressdo de PV para MF poés-PV e aberragdes genéticas do
cromossomo 5, 7 ou 17p associadas a progressdo para LMA e menor sobrevida global
(34).

A sobrevida mediana da nossa coorte foi de 4 anos (50.87m). Os pacientes que
apresentaram mediana de sobrevida menor (MF 30, 31, 32, 35 e 36) 3,6 meses
apresentaram alteragdes cromossdmicas que abrigavam os genes cooperativos NF/, RBI,
TP53, DNMT34, PPMID que estdo associados a pior progndstico na literatura. Isso
demonstra como este método auxilia na descoberta de genes envolvidos na fisiologia das
neoplasias.

A frequéncia de CN-LOH encontrada (55,88%) ¢ relativamente alta. Stegelmann e
colaboradores descrevem este achado em 27% dos casos de MFP (36).

Identificamos CNVs em 41% dos pacientes como del (7p), del (13q), del (20q)
como ja reportado em outros estudos (36).

A ocorréncia de mutacdes somaticas associada a perda de heterozigose (LOH) do
gene TP53, gene supressor tumoral, estd associada a transformacao leucémica das NMPs.
A ocorréncia de LOH e dele¢des de regides que incluem genes importantes para a

fisiopatologia da MF como genes supressores tumorais e genes envolvidos em mutacdes
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cooperativas sugerem possiveis mutacdes nesses genes ressaltando a importancia dessas
mutagdes na evolucao da doenca. Em nosso estudo um paciente (MF30) associado a
mutagdo do 7P53 apresentava del (17p) e sua doenca evoluiu para leucemia aguda e 6bito
em 4 meses.

Analisando os nossos dados e da literatura verificamos a importancia da mudanga
no curso histérico da caracterizacdo diagnostica e prognostica dos pacientes com
mielofibrose. Os resultados ainda ndo permitem relacionar as alteragdes encontradas a
sobrevida dos pacientes ja que o numero de alteracdes detectadas ¢ muito superior ao
encontrado ao cariotipo.

O CMA permite detectar CNVs e LOH nao detectando apenas rearranjos
balanceados como translocagdes e inversdes. Nosso estudo mostra que as LOHs
desempenham um papel importante na evolu¢ao da doenca sendo muito mais frequentes
que as CN'Vs. Assim, o CMA torna-se mais relevante do que o caridtipo na caracterizagao
de pacientes com MF e, futuramente pode-se considerar a inclusdo desses dados em

scores prognosticos.
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5— Conclusoes

1.

Em média, o grupo MF apresentou valores de comprimento relativo dos teldmeros
(T/L) de 1,757 pontos a menos que o grupo controle (p = 0,0003). O grupo
controle masculino apresentou valores de comprimento relativo dos telomeros
(T/L) em média 0,145 pontos menores que o grupo controle feminino, mas essa
diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,1664). Da mesma forma,
pacientes com MF do sexo masculino apresentaram valores relativos de
comprimento dos telomeros (T/L) em média 0,012 pontos mais curtos do que
pacientes com MF do sexo feminino, mas essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa (p = 0,9168). Portanto, o género ndo ¢ um fator que explique as
variagdes no comprimento relativo dos telémeros (T/L).

Para cada aumento de um ano na idade dos pacientes controle, os valores do
comprimento relativo dos telomeros (T/L) caem em média 0,018 unidades (p =
0,0021). Por outro lado, para cada aumento de um ano na idade dos pacientes com
MF, os valores do comprimento relativo dos teldmeros (T/L) aumentam em média
0,004 unidades (p = 0,4648). Portanto, a mudanca na idade ndo altera
significativamente os valores médios do comprimento relativo dos telomeros

(T/L).
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Os valores médios do comprimento relativo dos telomeros (T/L) ndo diferem
significativamente entre os tipos de mutacdo (JAK2V617F positivo versus
JAK2V617F negativo) (p = 0,5058).

Os valores médios do comprimento relativo dos telomeros (T/L) ndo diferem
significativamente entre os tipos de IPSS (p = 0,6613) e entre os tipos de
diagnésticos (p = 0,3842).

A andlise de microarranjo cromossomico (CMA) detectou alteragdes no
numero de copias ou LOH em 26 dos 34 (76,47%) pacientes que realizaram CMA;
estes incluiram 12 pacientes CN-LOH, sendo 7 pacientes com LOH em 9p
(20,58%) (figura B e D), 9 pacientes apresentaram delecdes, 4 delecdes em
mosaico, 1 duplicacdo, 1 duplicagdo em mosaico. Um paciente apresentou uma
unica anormalidade, uma trissomia do cromossomo 8.

A taxa de deteccdo do CMA de desequilibrios cromossomicos numéricos e
estruturais de CNVs presumidas patogénicas foi de 26/34 pacientes (76,47%).
Sete pacientes tiveram um desequilibrio no nimero de copias unicas sem CN-
LOH. Em relacdo as delecdes detectadas, 8 foram identificadas em um tnico
paciente que apresentava 2 rearranjos cromossomicos complexos envolvendo os
cromossomos 7 e 12. Identificamos 74 CN-LOH em nossa amostra, distribuidos
em 12 pacientes, variando de 1 a 13 segmentos de CN-LOH. Cinco pacientes
apresentaram um unico CN-LOH sem nenhum outra LOH ou desequilibrio.

A sobrevida mediana da coorte estudada foi de 4 anos (50.87m). Os pacientes
que apresentaram mediana de sobrevida menor (MF 30, 31, 32, 35 ¢ 36) 3,6 meses
apresentaram alteracdes cromossdmicas que abrigavam os genes cooperativos

NF1, RBI, TP53, DNMT3A, PPMI1D.
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8. A mutacdo cooperativa mais prevalente foi NF1 18% (supressor tumoral),
seguida por RBI 11% (supressor tumoral), TP53 11% (supressor tumoral) e
SH2B3 11% (gene de transducao de sinal).

9. As LOHs desempenham um papel importante na evolugdo da doenga sendo muito
mais frequentes que as CNVs. Assim, o CMA torna-se mais relevante do que o
cariotipo na caracterizacdo de pacientes com MF e, futuramente pode-se

considerar a inclusdo desses dados em scores prognosticos.
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