UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

RAISSA SILVA TRISTAO

Anélise de polimorfismo em TET2 e TERT em neoplasias mieloproliferativas
BCR-ABL1 negativas

Ribeirdo Preto

2022



RAISSA SILVA TRISTAO

Analise de polimorfismo em TET2 e TERT em neoplasias mieloproliferativas
BCR-ABL1 negativas

Verséo Corrigida

Dissertacdo apresentada & Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Séao Paulo para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Verséo corrigida. A versdo original encontra-se
disponivel tanto na Biblioteca da Unidade que
aloja o Programa, quanto na Biblioteca Digital
de Teses e Dissertacdes da USP (BDTD).

Area de Concentracdo: Clinica Médica -

Investigacdo Biomédica.

Orientadora: Profa. Dra. Fabiola Traina



Ribeirdo Preto
2022

Autorizo a reproducéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacéo na publicacdo
Biblioteca da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
Universidade de S&do Paulo

Tristdo, Raissa Silva

Analise de polimorfismo em TET2 e TERT em neoplasias mieloproliferativas BCR-

ABL1 negativas — Ribeirdo Preto, 2022
84 p.:il.; 30 cm

Dissertacdo de Mestrado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Programa de P6s Graduagdo em Clinica Médica.

Area de concentraco: Investigacio Biomédica.

Verséo Corrigida

Orientadora: Traina, Fabiola

1.Neoplasias mieloproliferativas 2. Citogenética convencional 3. Polimorfismo

TET2 4. Polimorfismo TERT.




APOIO E SUPORTE FINANEIRO

O presente trabalho foi realizado com o apoio financeiro das seguintes entidades e
instituicdes:

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES);

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico (CNPQ);

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FMRP);

Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto (FUNDHERP);

Fundacdo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FAEPA-HC
FMRP/USP);

Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Células-tronco e Terapia Celular
(INCTC) — Projeto n° 14/50947-7;

Centro de Terapia Celular — Centro de pesquisa, inovagdo e difusdo
(CEPID/FAPESP) — Projeto n° 2013/08135-2.




Nome: TRISTAO, R.S.
Titulo: Analise de polimorfismo em TET2 e TERT em neoplasias

mieloproliferativas BCR-ABL1 negativas.
Dissertacéo apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
S&o Paulo para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias, Area de Concentracio: Clinica

Médica - Investigacao Biomédica.

Aprovado em: / /

Banca Examinadora

Prof. (a) Dr. (a)

Instituicéo:

Julgamento:

Assinatura:

Prof. (a) Dr. (a)
Instituicéo:

Julgamento:

Assinatura;

Prof. (a) Dr. (a)

Instituicéo:

Julgamento:

Assinatura:




Aos meus pais, familiares, noivo, com amor,
admiracgéo e gratiddo por sua compreensao,
carinho, presenca e incansavel apoio
ao longo do periodo de elaboracédo dessa

tese e em todas as minhas escolhas.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenca protetora em minha vida, por ser meu guia, fortaleza e por
conceder a sabedoria para realizar meus ideais.

Ao0s meus pais, irméos, noivo e familiares pela estrutura familiar e amor incondicional
que norteou minha vida. Obrigada pelo apoio e compreensdo nessa jornada para alcancar
minhas conquistas profissionais.

A minha orientadora Profa.Dra. Fabiola Traina, agradeco a oportunidade, confianca e
orientacdo neste trabalho, e a extrema contribuicdo para a minha formacéo académica e pessoal
pelo exemplo de dedicacdo, ética e competéncia.

As funcionarias da citogenética, por quem tenho imenso carinho, Virginia Lipoli, Diva
Hodniki, lvana Barizza e Dra. Fernanda Borges da Silva, agradeco a contribuicdo ao meu
aprendizado. Obrigada pela paciéncia e carinho dedicados a mim.

Aos funcionarios do Laboratério de Hematologia e aos meus companheiros de pds-
graduacdo obrigada pela contribuicdo nessa fase da minha vida.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Clinica Médica, em especial aos Professores
Coordenadores e secretarios, agradeco pelo apoio académico e oportunidade da realizacdo do
meu curso de mestrado.

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES)- Cota Institucional,

“Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FMRP-
USP)”;

“Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto (FUNDHERP)”.



“O importante ndo é ver o que ninguém nunca viu,
mas sim pensar 0 que ninguém nunca pensou
sobre algo que todo mundo vé”.

Arthur Schopenhauer



RESUMO

Tristdo, R.S. Analise de polimorfismoem TET2 e TERT em neoplasias mieloproliferativas
BCR-ABL1 negativas. 2022. Tese (Mestrado em Clinica Médica) - Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo um grupo heterogéneo de distarbios
hematol6gicos sendo classificadas pela presenca de alteragdes nas células da linhagem mieloide
(granuldcitos, eritrocitos e megacariocitos). As trés principais entidades desse grupo conhecidas
como NMP BCR::ABL1-negativas classicas sdo a policitemia vera (PV), trombocitose
essencial (TE) e mielofibrose priméaria (MFP). As mutacdes em JAK2, CALR e MLP estdo
relacionadas ao fenotipo neoplasico. Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) sugerem
que genes condutores adicionais podem predispor para o risco de desenvolver NMP, e
influenciam o desenvolvimento, fendtipo ou a severidade dessas doencgas. Os estudos
multicéntricos revelaram que o polimorfismo TET2 (metilcitosina deoxigenase 2) rs3733609
C>T e o polimorfismo TERT (transcriptase reversa da telomerase) rs2736100 A>C tém um
papel na fisiopatologia das NMPs. Os escores progndsticos atuais utilizam os dados clinicos,
laboratoriais, citogenéticas e moleculares para o diagnostico, monitoramento do tratamento e
prognostico em NMP. O objetivo desta pesquisa foi investigar e descrever as caracteristicas
demogréficas, clinicas, laboratoriais, citogeneticas e moleculares, a frequéncia e o impacto
clinico dos polimorfismos TET2 rs3733609 e TERT rs2736100 nos pacientes com NMP
BCR::ABL1-negativas classicas: PV, TE e MFP do HC FMRP USP. A casuistica incluiu uma
coorte de 245 pacientes com diagndstico de NMP BCR::ABL1-negativas cléssicas: PV, TE e
MFP, em acompanhamento regular no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (HC FMRP-USP) no periodo de 13 anos, de dezembro de 2006 a dezembro de
2019. Os dados demograficos, clinicos e de desfechos foram obtidos a partir da revisdo dos
prontuarios fisicos e/ou eletrdnicos. O cariotipo foi investigado por citogenética convencional.
A investigacdo dos polimorfismos nos genes TET2 e TERT foi realizada pelo método de PCR
em tempo real com sondas de hidrélise especificas. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando GraphPad Prism 9 (GraphPad Prism Software, Inc., CA, EUA). Duzentos e quarenta
e cinco pacientes foram avaliados, 123 do sexo masculino e 122 do sexo feminino, mediana de
idade de 73 anos. Cento e dezenove pacientes tiveram diagnostico de MFP, nos quais a mutacao
JAK2VOLF foi detectada em 71, mutagdo CALR em 25, mutacdo MPL em 5, e 18 foram
considerados triplo-negativos. Setenta e dois pacientes tiveram diagnéstico de PV, nos quais a
mutacdo JAK2VOLF foi detectada em 64, mutacio JAK2 éxon 12 em 1 paciente e JAK2
selvagem em 7 pacientes. Cinquenta e quatro pacientes tiveram diagnostico de TE, nos quais a
mutacdo JAK2VY'F foi detectada em 25, mutagdo CALR em 12 pacientes e 17 foram triplo-
negativos. Dentre os 124 pacientes submetidos a andlise citogenética, 107 apresentaram
cariotipo normal. Entre 17 pacientes com alteracdes citogenéticas, 10 tiveram diagndstico de
MFP sendo um com cariétipo complexo. A alteracdo citogenética mais frequentemente
observada foi a trissomia do cromossomo 8. Cento e vinte e um pacientes ndo obtiveram
metéafases ou ndo foram submetidos a analise citogenética. Dos 245 pacientes, 227 foram
genotipados para o polimorfismo TET2 rs3733609, 36 portaram o alelo polimérfico (C), dos
quais 4 eram homozigotos (CC). Para TERT rs2736100, 242 foram genotipados, 152 portavam
o alelo polimorfico (A) dos quais 33 pacientes eram homozigotos (AA). O polimorfismo TET2
rs3733609 TC + CC esteve associado com maior frequéncia de hipertensdo arterial sistémica
(p=0,046) em pacientes com NMP classicas com mutacdo JAK2V®YF maior mediana de
contagem de plaquetas (p=0,017) em pacientes com PV, e maior mediana de LDH (p=0,0087)
e maior frequéncia de mutacdo em genes da via JAK/STAT (p=0,046) em pacientes com TE,



comparado com pacientes com polimorfismo TET2 rs3733609 TT. O polimorfismo TERT
rs2736100 CA + AA esteve associado com menor valor da mediana de hemoglobina
(p=0,0036), hematdcrito (p=0,0055), contagem de neutréfilos (p=0,032), menor frequéncia de
mutacBes no gene da JAK2V617F (p=0,025) e maior frequéncia de diabetes mellitus tipo 2
(p<0,0001) na coorte de pacientes com NMP classicas, menor valor da mediana de hemoglobina
(p=0,0025) na coorte de pacientes com NMP classicas com mutacdo JAK2V6F menor mediana
de contagem de leucdcitos (p=0,02) e neutréfilos (p=0,009) na coorte de pacientes com PV,
menor mediana de contagem de hemoglobina (p=0,0018) e hematdcrito (p=0,005) em pacientes
com MFP. A associacdo com uma importante entidade molecular de ordem etiolégica para as
NMP BCR::ABL1-negativas classicas pode representar o envolvimento de fatores germinativos
dignos de investigacdo ndao apenas para pratica da genética médica, mas também pela dindmica
de aquisi¢do da mutacdo condutora ao fenotipo neoplasico.

Palavra-Chave: Neoplasias mieloproliferativas; Citogenética convencional; Polimorfismo
TETZ2; Polimorfismo TERT.



ABSTRACT

Tristdo, R.S. TET2 and TERT polymorphisms analysis in BCR-ABL1 negative
myeloproliferative neoplasms. 2022. Tese (Mestrado em Clinica Médica) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are a heterogeneous group of hematological
disorders classified by the presence of alterations in myeloid lineage cells (granulocytes,
erythrocytes and megakaryocytes). The three main entities in this group known as classic
BCR::ABL1-negative MPN are polycythemia vera (PV), essential thrombocytosis (ET) and
primary myelofibrosis (PMF). Mutations in JAK2, CALR and MPL often drive the neoplastic
phenotype. Genomic-wide association studies (GWAS) suggest that additional driver genes
may predispose to the risk of developing MPN, and influence the development, phenotype, or
severity of the diseases. Multicenter studies revealed that the TET2 (methylcytosine
deoxygenase 2) rs3733609 C>T polymorphism and the TERT (telomerase reverse
transcriptase) rs2736100 A>C polymorphism play a role in the pathophysiology of MPNs.
Current prognostic scores use clinical, laboratory, cytogenetic, and molecular data for
diagnosis, treatment monitoring, and prognosis in MPN. The aim of this research was to
investigate and describe the demographic, clinical, laboratory, cytogenetic and molecular
features, frequency and clinical impact of TET2 rs3733609 and TERT rs2736100
polymorphisms in patients with classic BCR::ABL1-negative MPN: PV, ET and PMF from
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HC FMRP-USP). The
casuistry was composed of 245 patients cohort diagnosed with classical BCR::ABL1- negative
MPN: PV, ET and PMF, in regular follow-up at the HC FMRP USP for a period of 13 years,
from December 2006 to December 2019. Demographic, clinical and outcome data were
obtained from the review of physical and/or electronic medical records. The karyotype was
investigated by conventional cytogenetics. The investigation of polymorphisms in the TET2
and TERT genes was performed by the real-time PCR method with specific hydrolysis probes.
Statistical analyzes were performed using GraphPad Prism 9 (GraphPad Prism Software, Inc.,
CA, USA). Two hundred and forty-five patients were evaluated, 123 males and 122 females,
median age 73 years. One hundred and nineteen patients were diagnosed with PMF, in which
the JAK2V8LF mutation was detected in 71, CALR mutation in 25, MPL mutation in 5, and 18
were considered triple-negative. Seventy-two patients were diagnosed with PV, in which
JAK2VEIF mutation was detected in 64, JAK2 exon 12 mutation in 1 patient and wild-type
JAK2 mutation in 7 patients. Fifty-four patients were diagnosed with ET, in which the
JAK2VEIF mutation was detected in 25, CALR mutation in 12 patients and 17 were triple-
negative. Among the 124 patients submitted to cytogenetic analysis, 107 had a normal
karyotype. Among 17 patients with cytogenetic alterations, 10 were diagnosed with PMF, one
with a complex karyotype. The most frequently observed cytogenetic alteration was
chromosome 8 trisomy. One hundred and twenty-one patients did not obtain metaphases or
were not submitted to cytogenetic analysis. Of the 245 patients, 227 were genotyped for the
TET2 rs3733609 polymorphism, 36 carried the polymorphic allele (C), of which 4 were
homozygous (CC). For TERT rs2736100, 242 were genotyped, 152 carried the polymorphic
allele (A) of which 33 patients were homozygous (AA). The TET2 rs3733609 TC + CC
polymorphism was associated with a higher frequency of systemic arterial hypertension
(p=0.046) in patients with classic MPN with JAK2V5'F mutation, higher median platelet counts
(p=0.017) in patients with PV, and higher median of LDH (p=0.0087) and higher frequency of
mutation in JAK/STAT pathway genes (p=0.046) in patients with ET compared with patients
with TET2 rs3733609 TT polymorphism. The TERT rs2736100 CA + AA polymorphism was



associated with lower median hemoglobin (p=0.0036), hematocrit (p=0.0055), neutrophil
counts (p=0.032), lower frequency of mutations in the JAK2V81'F gene (p=0.025) and higher
frequency of type 2 diabetes mellitus (p<0.0001) in the cohort of patients with classic MPN,
lower median hemoglobin (p=0.0025) in the cohort of patients with classic MPN with
JAK2VEF mutation, lower median leukocyte (p=0.02) and neutrophil counts (p=0.009) in the
cohort of patients with PV, lower median hemoglobin (p=0.0018) and hematocrit (p=0.005) in
patients with PMF. The association with an important molecular entity of etiological order for
classical BCR::ABL1-negative MPN may represent the involvement of germline factors worthy
of investigation not only for the practice of medical genetics, but also for the dynamics of
acquisition of the mutation leading to the neoplastic phenotype.

Key words: Myeloproliferative neoplasms; Conventional cytogenetics; TET2 polymorphism;
TERT Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

1.1 NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS (NMP)

1.1.1 Definicao e classificacdo das NMP

Neoplasias mieloproliferativas (NMP) sdo doencas clonais que acometem a célula-
tronco hematopoética (CTH) e sdo caracterizadas por fendtipo hiperproliferativo de células
mieloides maduras na medula 6ssea e no sangue periférico (SP). As NMP compartilham
caracteristicas clinicas, morfoldgicas, citoquimicas, imunofenotipicas e moleculares, mas
constituem um grupo heterogéneo de doengas hematoldgicas (SWERDLOW SH, CAMPO E,
HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017) (MEIER; BURTON, 2017) (THIELE;
KVASNICKA; VARDIMAN, 2006) (NANGALIA; GREEN, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), conforme revisdo proposta em 2017,
classifica as NMP em NMP BCR:ABL1-positiva, que compreende a leucemia mieloide
cronica (LMC); e as NMP BCR:ABL1-negativas, que compreendem as demais NMP:
leucemia neutrofilica cronica (LNC), policitemia vera (PV), mielofibrose primaria (MFP),
trombocitemia essencial (TE), leucemia eosinofilica cronica (LEC) e NMP néo classificavel
(Figura 1). As NMP BCR::ABL1-negativas mais frequentes sdo PV, TE e MFP denominadas
de NMP BCR::ABL1-negativas classicas (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE
ES, PILERI SA, STEIN H, 2017) (SHALLIS et al., 2020).



Figura 1 - Evolucgdo e classificacdo das neoplasias mieloproliferativas.
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Evolucdo da classificacdo das neoplasias mieloproliferativas (NMP) conforme descoberta das mutacfes
subjacentes a LMC, PV, TE e MFP. Neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1- negativas classicas
compreendem a policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose primaria (MFP). Adaptado
(SHALLIS et al., 2020)

Os primeiros estudos sobre NMP datam de 1845, desde entdo, a semiologia das NMP
foi determinada com base em mecanismos moleculares e clinicos dos pacientes. Em 1951 as
NMP foram definidas como “distirbios mieloproliferativos” pelo hematologista Dr. William
Dameshek. O cromossomo Philadelphia e o gene de fusdo BCR::ABL1, que conduzem a
patogénese da LMC, foram descobertos em 1960 e 1990, respectivamente, e elucidaram a
natureza clonal e neoplasica da doenca. Em 2005, a descoberta da mutagdo JAK2V®'F elucidou
o papel da sinalizacdo JAK/STAT na patogénese das NMP BCR::ABL1-negativas.
Aproximadamente 95% dos pacientes com PV, 41-57% com TE e 43 -57% com MFP tém a
mutagdo JAK2V®'F Em 2007, foi descoberta a mutacio no éxon 12 da JAK2, que esta presente
em 5% dos pacientes com PV. Em 2006, a mutacdo no éxon 10 do MPL foi identificada em 5%
dos pacientes com TE e MFP JAK2V81F_negativa. Em 2013, foi descrita a mutag&o no éxon 9
de CALR em 20-25% dos pacientes com TE e 25-30% em MFP. As mutag¢des em JAK2, MPL
e CALR ativam a via de sinalizagdo JAK/STAT e contribuem para o fenétipo das NMP-
BCR::ABL1-negativas. Aproximadamente 10% dos pacientes com TE e MFP ndo possuem
mutacBes em JAK2, MPL e CALR, e sdo denominados NMP triplo- negativos. A identificacdo
de mutagOes recorrentes contribuiu para a compreensdo da fisiopatologia, classificacdo e
tratamento das NMP BCR::ABL1- negativas cléssicas (SHALLIS et al., 2020).
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1.1.2 Critérios diagnosticos das NMP BCR::ABL1- negativas classicas

A policitemia vera (PV) é a mais frequente das NMP BCR::ABL1- negativas classicas,
caracterizada pelo aumento da producgéo de glébulos vermelhos independente dos mecanismos
gue normalmente regulam a eritropoese. Aproximadamente em 20% dos casos a primeira
manifestacdo clinica dos pacientes com PV é a trombose arterial ou a venosa resultando em
acidente vascular encefalico, trombose venosa profunda, infarto do miocardio, oclusdo da
artéria ou veia da retina, ataque isquémico transitério, eritromelalgia e sindrome de Budd-
Chiari. Outros sinais e sintomas incluem doenca de von Willebrand, hiperuricemia, hipertensao,
fadiga, sudorese noturna, prurido, esplenomegalia e hepatomegalia que comprometem a
qualidade de vida (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA,
STEIN H, 2017) (MEIER; BURTON, 2017).

O diagnostico de PV baseia-se em trés critérios clinicos: (i) eritrocitose (hemoglobina >
16,5 g/dL em homens e >16,0 g/dL em mulheres; ou hematocrito > 49% em homens e > 48%
em mulheres; ou contagem de eritrécitos > 25% do valor de referéncia); (ii) bidpsia de medula
0ssea com hipercelularidade das séries hematopoéticas para a idade;(iii) presenca da mutagédo
no gene JAK2 (exon 14 ou 12). Na auséncia de um dos critérios acima mencionado, a
confirmacéo do diagndstico pode ser realizada pela analise da eritropoetina no soro, e essa deve
estar em niveis subnormais (Tabela 1) (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE
ES, PILERI SA, STEIN H, 2017) (BARBUI et al., 2014) (MASLAH et al., 2020).

Tabela 1 - Critérios diagnéstico para policitemia vera.
O diagnéstico de policitemia vera requer os trés critérios maiores ou os dois primeiros critérios maiores mais o
critério menor.

Critérios maiores

1. Concentracéo elevada de hemoglobina (> 16,5g/dL. em homens; > 16,0 g/dL em mulheres) ou
hematocrito elevado (> 49% nos homens; > 48% nas mulheres) ou massa de globulos vermelhos
aumentada (> 25% acima do valor médio previsto normal).

2. Bidpsia da medula dssea mostrando hipercelularidade ajustada a idade com crescimento das
trés linhagens, incluindo proliferacdo eritroide, granulocitica e megacariocitica proeminente com
megacariocitos maduros pleomorficos.

3. Presenca da mutacdo JAK2V617F ou JAK2 éxon 12
Critério menor

Nivel sérico normal de eritropoetina.
Adaptado de (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017).
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Trombocitemia essencial (TE) é caracterizada por trombocitose (plaquetas > 450 x
10%/L) no sangue periférico e aumento do nimero de megacaridcitos maduros na medula 6ssea.
Clinicamente, na ocasido do diagnéstico, alguns pacientes apresentam eventos
tromboembdlicos como ataques isquémicos transitorios, isquemia digital com parestesias e
gangrena, ou eventos hemorragicos durante o curso da doenca. Outras causas de trombocitose
devem ser excluidas, incluindo outras NMP, doencas inflamatorias e infecciosas, hemorragias
e outras neoplasias (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA,
STEIN H, 2017) (ALVAREZ-LARRAN et al., 2018).

Os critérios de diagndstico para a TE s&o: (i) contagem de plaquetas > 450x10% L; (ii)
biopsia da medula dssea com proliferagdo da linhagem megacariocitica com aumento de
megacariécitos maduros e com o nucleo hiperlobulado, sem desvio a esquerda de neutréfilos,
fibras de reticulina grau 1; (iii) exclusdo do diagnostico de LMA, SMD e outras neoplasias; (iv)
presenca da mutagdo JAK2V®1’F MPL ou CALR. Na auséncia desses critérios o diagnostico
pode ser confirmado pela presenca de um marcador clonal ou exclusdo de trombocitose reativa
(Tabela 2) (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H,
2017).

Tabela 2 - Critérios de diagndstico para trombocitemia essencial.
O diagndstico de trombocitemia essencial exige que todos os critérios maiores ou 0s trés primeiros critérios
maiores, além do critério menor, sejam atendidos.

Critérios maiores
1. Contagem de plaguetas > 450 x 10%/L
2. Biopsia da medula 6ssea mostrando proliferacdo principalmente da linhagem megacariocitica,
com aumento do nimero de megacariocitos maduros com ndcleos hiperlobulados; nenhum aumento

significativo ou desvio a esquerda na granulocitopoese ou eritropoese dos neutréfilos; muito raramente
um aumento pequeno nas fibras de reticulina (grau 1).

3. Critérios da OMS para leucemia mieloide cronica BCR::ABL1 positiva, policitemia vera,
mielofibrose priméria ou outras neoplasias mieloides ndo séo atendidos.

4. Mutacdo JAK2, CALR ou MPL.
Critério menor

Presenca de um marcador clonal ou auséncia de evidéncia de trombocitose reativa.
Adaptado de (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017).

A mielofibrose primaria (MFP) é caracterizada pela proliferacdo anormal de
megacariocitos e granulécitos, presenca de depdsito de tecido conectivo fibroso na medula

6ssea e hematopoese extramedular. A MFP apresenta uma evolucdo gradual da fase inicial pré-
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fibrética, caracterizada pela hipercelularidade da medula 6ssea com auséncia ou minima
presenca de fibrose reticular para a fase de fibrose na medula éssea com osteosclerose.
(SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017)
(SAEIDI, 2016) (TEFFERI; PARDANANI, 2015).

Pacientes com MFP manifestam sintomas constitucionais incluindo fadiga, dispneia,
perda de peso, suores noturnos, febre e/ou caquexia, os quais refletem a atividade bioldgica da
doenca e comprometem a qualidade de vida (BARBUI et al., 2018).

O diagnéstico da MFP no estagio pré-fibrotico baseia-se em trés critérios: (i) bidpsia de
medula 6ssea com proliferacdo megacariocitica e atipia, fibrose reticulinea grau 1 acompanhado
do aumento da celularidade da medula 6ssea com proliferagdo granulocitica e, com frequéncia,
reducdo da eritropoiese; (ii) exclusao do diagndstico de LMC, PV, TE, SMD e outras neoplasias
mieloides; (iii) presenca de uma das trés principais mutagdes JAK2V®1’F MPL, CALR ou de
outro marcador clonal (ASXL1, EZH2, TET2, IDH1, IDH2, SRSF2 e SF38l), ou auséncia de
fibrose reticulinica reativa na medula 6ssea. Na auséncia dos critérios acima mencionados, 0
diagnostico para MFP estagio pré-fibrético é baseado na presenca de anemia, e/ou leucocitose
>11x10%L, elou esplenomegalia palpavel, e/ou nivel aumentado de LDH (Tabela 3)
(SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017).

Tabela 3 - Critérios de diagndstico para mielofibrose primaria, pré-fibrética/estagio inicial.
O diagnostico de mielofibrose primaria pré-fibrdtica requer que todos os trés critérios maiores e pelo menos um
critério menor sejam atendidos.

Critérios maiores
1. Proliferacdo megacariocitica e atipia, sem fibrose reticulina > grau 1, acompanhadas por aumento da
celularidade da medula 6ssea ajustada a idade, proliferagdo granulocitica e (frequentemente)
diminuig&o da eritropoese.

2. Os critérios da OMS para leucemia mieloide crénica BCR::ABL1 positiva, policitemia vera,
trombocitemia essencial, sindromes mielodisplasicas ou outras neoplasias mieloides ndo séo atendidos.

3. Mutacdo JAK2, CALR ou MPL ou presenca de outro marcador clonal ou auséncia de fibrose
reticulinica reativa na medula dssea.

Critérios menores
Presenca de pelo menos um dos seguintes, confirmado em 2 determinagdes consecutivas:
e Anemia ndo atribuida a uma comorbidade
e Leucocitose > 11 x 10%/L
e Esplenomegalia palpavel
e Nivel de lactato desidrogenase acima do limite superior do intervalo de referéncia
institucional.
Adaptado de (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017).
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A fase fibrética da MFP é caracterizada pela presenca de leucoeritroblastose no sangue
periférico, hepatomegalia, esplenomegalia, aumento no nimero de células CD34+ circulantes.
O diagnostico de MFP em estagio fibrotico considera os critérios clinicos mencionados para o
estagio pré-fibrotico, contudo com modificagdo no critério (i), no qual a medula 6ssea apresenta
proliferacdo megacariocitica e atipia, com fibrose reticulinica e/ou colageno grau 2 ou 3. A
leucoeritroblastose foi incluida como critério menor (Tabela 4) (SWERDLOW SH, CAMPO
E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017) (BARBUI et al., 2018).

Tabela 4 - Critérios de diagndstico para mielofibrose primaria, estéagio fibrético.
O diagndstico de mielofibrose priméria, estagio fibrético exige que todos os trés critérios maiores e pelo menos
um critério menor sejam atendidos.

Critérios maiores

1. Proliferacdo megacariocitica e atipia, acompanhadas de reticulina e/ou fibrose colagena graus 2 ou 3.
2. Os critérios da OMS para trombocitemia essencial, policitemia vera, leucemia mieloide crénica
BCR::ABL1 positiva, sindrome mielodisplasica ou outras neoplasias mieloides nédo sédo atendidos.

3. Mutacdo JAK2, CALR ou MPL ou presenca de outro marcador clonal ou auséncia de fibrose

reticulinica reativa na medula dssea.

Critérios menores
Presenca de pelo menos um dos seguintes, confirmado em 2 determinagdes consecutivas:

Anemia ndo atribuida a outra comorbidade
Leucocitose > 11 x 10%/L
Esplenomegalia palpavel
Nivel de lactato desidrogenase acima do limite superior do intervalo de referéncia
institucional
e Leucoeritroblastose
Adaptado de (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017).

As trés NMP cléssicas apresentam similaridades clinicas e fisiopatoldgicas, a evolugéo
clinica esta relacionada ao risco de progressao para mielofibrose secundéria e/ou transformacao
leucémica (SHALLIS et al., 2020) (SPIVAK, 2017) (TEFFERI; PARDANANI, 2015).

1.1.3 Mutagdes recorrentes em NMP BCR::ABL1- negativas classicas

A fisiopatologia das NMP classicas esté associada a desregulacéo da via de sinalizagdo
JAK/STAT, que culmina com uma proliferacdo exacerbada dos progenitores mieloides
(granulocitica, eritrocitica e/ou megacariocitica) com capacidade funcional e diferenciacéo

preservada. Essa proliferacdo anormal é resultante de mutagfes somaticas adquiridas nos genes
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JAK2, MPL ou CALR (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA,
STEIN H, 2017) (TEFFERI; PARDANANI, 2015) (NANGALIA; GRINFELD; GREEN,
2016)

A proteina JAK2 (Janus quinase 2) codificada pelo gene homénimo localizado no
cromossomo 9p24, pertence a familia das Janus quinases (JAK) e é uma proteina citoplasmética
com atividade tirosinoquinase. A familia de proteinas JAK é constituida por quatro membros:
JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2 (Tirosinoquinase 2). A mutacdo JAK2V®1’F resulta na substituicio
de um aminoéacido valina por uma fenilalanina no c6don 617 de JAK2, afetando a dominio JH2
desta proteina. JAK2 apresenta dominios homologos, JH1 e JH2, sendo que o primeiro
apresenta atividade tirosinoquinase e o segundo é um dominio pseudoquinase. O dominio
pseudoquinase apresenta uma importante funcdo regulatéria para JAK2, uma vez que exerce
efeito autoinibitorio, regulando negativamente a atividade catalitica de JH1 na auséncia de
estimulos. A mutagdo JAK2V6'’F ¢ mutacio no éxon 12 resultam na perda desta capacidade
autoinibitoria. Desta forma, estas alterages moleculares provocam autofosforilagdo de JAK2
mesmo na auséncia da ligacao de citocinas e fatores de crescimento (MASCARENHAS ET
AL., 2014; HUBBARD, 2018) (VARDIMAN ET AL., 2009) (MASCARENHAS ET AL.,
2014) (SZUBER E TEFFERI, 2017).

A proteina JAK2 participa da sinalizacdo mediada pela ligagdo de eritropoetina,
trombopoetina, interleucina 3, fator estimulante de col6nia de granuldcitos (G-CSF) e fator
estimulador de col6nias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF). Durante o processo normal de
sinalizacdo celular, a ligacao de citocinas especificas a proteina JAK2 provoca a fosforilagcdo
da mesma. Uma vez ativada, a proteina quinase fosforila proteinas da familia STAT, resultando
em ativacao de vias de sinalizacao intracelular, como STAT, PI3SK/AKT/mTOR e MAPK/ERK.
A mutacdo JAK2V®'F provoca autofosforilagio de JAK?2 e ativacio constitutiva destas vias,
contribuindo para a fisiopatologia das NMPs (TORRES et al., 2022).

A mutacdo em JAK2 pode dar origem a trés doencas fenotipicamente distintas sendo
que essa mutacdo pode ser encontrada em aproximadamente 95%, 55% e 65% dos pacientes
com PV, TE e MFP respectivamente, mas é encontrada também em alguns pacientes com
SMD/NMP (por exemplo, anemia refrataria com sideroblastos em anel e trombocitose) e,
raramente, em LMA, SMD ou LMC (VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017) (BAXTER ET
AL., 2005; JAMES ET AL., 2005; KRALOVICS ET AL., 2005; LEVINE ET AL., 2005)

Aproximadamente 5% dos pacientes com PV apresentam a mutacdo somatica com
ganho de funcdo no éxon 12 de JAK2 na regido de ligacdo entre os dominios JH2 e JH1. As

mutacOes no éxon 12 de JAK2 sdo delecdes, mutacdes de ponto ou duplicacGes, afetando
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principalmente sete residuos de aminoacidos altamente conservados (F537 — E543). A mutacéo
no éxon 12 da JAK2 induz a ativacdo constitutiva da via JAK/STATS e induz a proliferacdo
celular independente de citocinas (MASCARENHAS ET AL., 2014; SZUBER E TEFFERI,
2017).

Em 2002, foi descrita uma muta¢do pontual no dominio transmembrana da proteina
MPL. O gene MPL esta localizado no cromossomo 1p34, inclui 12 exons, € um proto-oncogene
homologo ao oncogene do virus da leucemia mieloproliferativa (v-MPL), e codifica o receptor
de trombopoetina (MPL ou TPOR) que exerce a regulacdo da megacariopoese nas células
tronco hematopoéticas (CTH), plaquetas e megacariocitos, baco e figado (GRINFELD,
NANGALIA E GREEN, 2017).

Mutacdes missenses no MPL sdo identificados em 4% dos pacientes com TE e 8% dos
pacientes com MFP (PARDANANI et al., 2006; PIKMAN et al., 2006). As mutacdes MPL
ocorrem preponderantemente no éxon 10, sendo as mais frequentes MPL W515L/K, e tornam
a sinalizacdo do receptor de trombopoetina independente do ligante (SAIEDI, 2016;
O'SULLIVAN E HARRISON, 2017), (CARBAGNOLS ET AL., 2016; VARGHESE ET AL.,
2017) (GRINFELD ET AL., 2017).

Aproximadamente 30 — 45 % dos pacientes com NMP sdo negativos para as mutagoes
JAK2 e MPL. A analise do genoma com a técnica de sequenciamento de nova geragao permitiu
a descoberta de outras mutagdes em NMP. Em 2013, as mutacdes no gene CALR (calreticulina)
foram relatadas em pacientes com TE e MFP negativos para as mutagdes em JAK2 e em MPL
(LEE; GODFREY; NANGALIA, 2020).

O gene CALR esta localizado no cromossomo 19p13.2 e possui hove éxons. A proteina
CALR possui trés dominios principais: um dominio N-terminal de ligacdo a lectinas, um
dominio P rico em prolina e um dominio C-terminal (LAVI, 2014). A proteina CALR exerce
um papel no reticulo endoplasmatico como uma proteina chaperona, assegura o envelopamento
de novas glicoproteinas e regula a homeostase do célcio (GRINFELD; NANGALIA; GREEN,
2017; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017). As mutagdes em CALR sdo classificadas de
acordo com a delecdo somatica ou inser¢do no éxon 9 do gene CALR que resulta em um
deslocamento de um par de bases na leitura do aminoédcido na sequéncia do DNA, assim a
proteina mutante adquire um novo C terminal (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL,
JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017) (NANGALIA; GREEN, 2017a) (TEFFERI, 2010).
CALR mutada se liga permanentemente ao receptor de trombopoetina (MPL) ativando sua
sinalizacdo, independente do seu ligante, a mudanca da carga eletrostatica no dominio C-

terminal de CALR é crucial para sua interacdo com MPL e a presenca de MPL é essencial para
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funcdo mutada de CALR (O'SULLIVAN E HARRISON, 2017; HOBBES, ROZELLE E
MULLALLY, 2017) (GRINFELD; NANGALIA; GREEN, 2017; HAN ET AL., 2016).

1.1.4 Alteracgdes citogenéticas e escores prognosticos em NMP BCR::ABL1-negativas

cléssicas

Ao diagndstico, as alteracBes citogenéticas sdo detectadas em menos de 5% nos
pacientes com TE, 15% dos pacientes com PV e de 30-50% dos pacientes com MFP, sendo que
as alteracfes mais comuns sdo trissomia dos cromossomos 8 e 9, del(20q), ganho de material
no 1q, del(1q) e del(13q). A frequéncia das alteracdes cromossémicas aumenta com a
progressao da doenga, sendo vistos em quase 80-90% dos casos de mielofibrose pds policitemia
vera. NMP que progridem para a fase acelerada ou fase blastica geralmente apresentam
anormalidades citogenéticas, incluindo aquelas comumente observadas na SMD e na LMA
(SEVER et al., 2013) (GANGAT et al., 2008). As alteracdes citogenéticas sdo um dos fatores
que contribuem para a sobrevida dos pacientes com NMP e o sistema de pontuacao progndstica
difere entre PV, TE e MFP (BARRACO et al., 2018). (BARBUI et al., 2018).

O grupo de estudo internacional para pesquisa e tratamento de NMP (IWT-MRT)
avaliou mais de 1500 pacientes com PV segundo critérios da OMS e identificou que a idade,
leucocitose, e a alteracdo no caridtipo séo fatores de risco independentes para a sobrevida global
e sobrevida livre de leucemia. Além disso, a ocorréncia de trombose venosa foi identificada
como fator de risco para a sobrevida global. As alteracdes citogenéticas sdo classificadas em
trés grupos de risco: baixo risco (cariétipo normal, trissomia do cromossomo 8 e 9), risco
intermediario (del(20q), qualquer alteracdo na regido q do cromossomo 1, e cariétipo com duas
ou mais alteracdes) e alto risco (cariétipo complexo) (TEFFERI et al., 2013).

AlteracBes no caridtipo sdo encontradas em 5-10% dos casos de TE segundo o
levantamento realizado pelo Grupo de Estudo de Policitemia Vera (PVSG) e em 7,7% dos casos
definidos pela OMS. Né&o hé alteracdo citogenética caracteristica de TE, as mais frequentemente
sdo a trissomia do 8 e 9, além de delecdo 13q e 20g. As alteracdes cromossémicas envolvendo
del(5q), t(3;3)(q21;q26,2) e inv(3)(q21g26.2) sdo associadas a trombocitose. As alteracdes
citogenéticas em TE sdo classificadas em trés grupos de risco: baixo risco (cariétipo normal,
trissomia do cromossomo 8 e 9), risco intermediario (del(20q), del(13q), e cari6tipo com duas

ou mais alteragbes, del(5q), t(3;3)(q21;026,2) e inv(3)(q21g26.2)) e alto risco (caridtipo
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complexo) (CHRISTINE J. HARRISON, 2009)(DOS SANTOS et al., 2011)(TEFFERI et al.,
2017).

As alteracdes cromossdmicas mais prevalentes em MFP sdo del(20q), del(13q),
trissomia do 9 e alteragbes do cromossomo 1. As alteracBGes citogenéticas em MFP sdo
classificadas em trés grupos de risco: baixo risco (cariétipo normal, del(20q), del(13q), del(Y),
translocacdo ou duplicagdo cromossomo 1, +9), risco intermediério (+8, del(7q), del(5q),
caridtipo complexo sem alteracdes de alto risco e qualquer monossomia sem ser -7) e alto risco
(-7,1nv(3)/3921, i(17q), del(12)/12p11.2 e del(11q)/11923) (CARAMAZZA et al., 2011)(TAM
et al., 2009b).

Escores progndsticos que integram caracteristicas clinicas, laboratoriais e moleculares
sdo definidos para PV, TE e MFP. O escore prognostico para PV compreende os parametros e
pontuagdes respectivas: idade > 67 anos (5 pontos), idade > 57 a 66 anos (2 pontos), leucocitos
> 15 x 10%L e trombose venosa (1 ponto). Desde modo, os pacientes com PV séo classificados
em trés grupos; baixo risco (nenhum ponto adverso), intermediario- | (1 — 2 pontos adversos) e
alto risco (> 3 pontos adversos) (Tabela 5) (TEFFERI et al., 2013).

Tabela 5 - Estratificagao de risco e escore prognostico em policitemia vera.

Fatores Pontuacédo
Idade > 67 anos 5 pontos
Idade >57 a 66 anos 2 pontos
Leucécitos >15 x 10%/L 1 ponto
Trombose venosal 1 ponto
Estratificacdo de risco Escore
Baixo 0
Intermediario 1-2

Alto >3

O escore prognostico para policitemia vera (PV) compreende os parametros e pontuacdes respectivas: idade >
67 anos (5 pontos), idade > 57 a 66 anos (2 pontos), leucéeitos > 15 x 109/L e trombose venosa (1 ponto). Desde
modo, os pacientes com PV sdo classificados em trés grupos; baixo risco (nenhum ponto adverso), intermediario

- 1 (1 - 2 pontos adversos) e alto risco (> 3 pontos adversos).

A histéria natural da TE é caracterizada por um aumento da incidéncia de complicagdes
vasculares e uma tendéncia a evoluir para mielofibrose e/ou LMA. As complicagdes vasculares

contribuem para morbidade e mortalidade e para melhor predizer a ocorréncia de eventos
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trombdticos, um escore prognostico internacional de trombose para TE (IPSET-trombose) foi
desenvolvido. Os parametros sdo idade > 60 anos (1 ponto), histérico prévio de trombose (2
pontos), risco cardiovascular (1 ponto), e mutacio JAK2V6'F (2 pontos). Os pacientes sdo
classificados em trés grupos; baixo risco (< 2 pontos), risco intermediario (= 2 pontos) e alto
risco (> 2 pontos) (Tabela 6) (BARBUI et al., 2012) (TEFFERI et al., 2017).

Tabela 6 - Estratificacfo de risco e escore de risco de eventos de trombose em trombocitose essencial (IPSET).

Fatores Pontuacdo
Idade > 60 anos 1 pontos
Histérico prévio de trombose 2 pontos
Risco cardiovascular 1 ponto
Mutacdo JAK2V617F 2 pontos
Estratificacdo de risco Escore
Baixo <2
Intermediario =2

Alto >2

IPSET-trombose (escore prognostico internacional de trombose para TE): os pardmetros sao idade > 60 anos (1
ponto), histérico prévio de trombose (2 pontos), risco cardiovascular (1 ponto), e mutagdo JAK2V617F (2
pontos), os pacientes sao classificados em trés grupos; baixo risco (< 2 pontos), risco intermediario (= 2 pontos)
e alto risco (= 2 pontos).

O quadro clinico da MFP ¢é o mais agressivo dentre as NMP cléssicas, e a qualidade de
vida dos pacientes é comprometida por anemia, esplenomegalia e sintomas constitucionais. Os
pacientes apresentam um risco maior de morte prematura ocasionada por complicacbes como
infeccdo, sangramento, trombose, hipertensdo portal e progressdo para LMA. Os escores
progndsticos que definem sobrevida para a MFP séo o IPSS (Internacional Prognostic Scoring
System), o DIPSS e DIPSS-PLUS (Dynamic Internacional Prognostic Scoring System). As
variaveis comuns aos trés escores prognosticos de MFP sdo: idade > 65 anos, hemoglobina <
10g/L, leucdcitos > 25 x 10%L, blastos circulantes > 1% e sintomas constitucionais. O escore
DIPSS-PLUS considera trés variaveis adicionais: transfusdo sanguinea, plaquetas < 100 x 10%/L
e alteracdo no caridtipo. Os escores GIPSS (Genetically Inspired Prognostic Scoring System) e
0 MIPSS70 e MIPSS70-PLUS (Mutation — Enhanced International Prognostic Score System
for Transplantation- Age) incluiram os fatores de risco molecular e citogenético e a
caracteristicas morfologicas da MFP pré-fibrética. O risco (escore) depende do nimero de
fatores adversos apresentado pelo paciente 0, 1, 2 e > 3, assim, os grupos sdo estratificados em:
baixo, intermediario -1, intermediario -2 e alto risco (CERVANTES et al., 2009) (TEFFERI et
al., 2012) (GANGAT et al., 2011) (TEFFERI et al., 2018) (GUGLIELMELLI et al., 2018)
(PASSAMONTI et al., 2010).
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Tabela 7 - Estratificacdo de risco e escore prognostico em mielofibrose primparia.
Fatores IPSS DIPSS DIPSS PLUS

Idade > 65 anos 1 1 1
Sintomas constitucionais 1 1 1
Hemoglobina < 10g/dL 1 2 1
Leucocitos >25x 10%/L 1 1 1
Blastos no SP > 1% 1 1 1
Plaquetas < 100 x 10%/L 1
Transfusédo 1
Alteracdo cari6tipo 1
Estratificagdo de risco Escore

Baixo 0 0 0
Intermediéario - 1 1 1-2 1
Intermediéario -2 2 3-4 2-3
Alto >3 5-6 >4

IPSS (Internacional Prognostic Scoring System), o DIPSS e DIPSS-PLUS (Dynamic Internacional Prognostic
Scoring System). Esses trés sistemas utilizam cinco varidveis para predizer a sobrevida: idade > 65 anos,
hemoglobina < 10g/dL, leucécitos > 25 x 10%/L, blastos circulantes > 1% e sintomas constitucionais. O escore
DIPSS — plus considera trés variaveis adicionais, transfusdo sanguinea, plaguetas < 100 x 10°%L e alteracdo no
cariotipo. O risco (escore) depende do niimero de fatores adversos apresentado pelo paciente 0,1,2 e > 3, assim,
0s grupos sdo estratificados em: baixo, intermediario -1, intermediario -2 e alto risco.

1.1.5 Mutagdes ndo recorrentes nos genes TET2 e TERT em NMP BCR::ABL1-

negativas classicas

As mutacgdes de reguladores epigenéticos sdo comuns em neoplasias hematoldgicas e o
sequenciamento de todo o exoma revelou mutagfes recorrentes em TET2, DNMT3A ou
ASXL1 em alguns casos de LMA e SMD. As modificacfes epigenéticas, metilagcdo do DNA
ou metilacdo/acetilacdo de histonas desempenham um papel fundamental na proliferagédo e
diferenciacdo celular e contribuem para a funcéo aberrante das células tronco e ao processo de
tumorigénese (MARTINEZ-AVILES et al., 2014) (HAN; AN; KO, 2015).

A familia de proteinas TET (ten — eleven — translocation) é composta por trés membros,
TET1, TET2 e TET3 que sdo dioxigenases conservadas evolutivamente, esses genes estdo
localizados nas regiGes cromossomicas 10921, 4924 e 2ql3, respectivamente. Analises
estruturais revelaram caracteristicas comuns compartilhadas entre os membros da familia TET,
como aregido C — terminal que abriga o dominio catalitico da B-hélice dioxigenase de fita dupla
(DSBH); denominado de dominio funcional da proteina. Esse dominio DSPH contém
importantes residuos de ligagdo para o Fe (II) e para o -cetoglutarato (o — KG) extremamente
necessario para a sua fungdo catalitica da proteina. No meio da proteina TET, pouco antes do

dominio DSBH, reside o dominio rico em cisteina (Cys). A regido amino (N) - terminal das
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proteinas TET1 e TET3 possui uma regido evolutivamente conservada, denominada dominio
CXXC, que é critico para ligacdo a residuos de citosina ndo metilados no DNA. A proteina
TET2 ndo possui 0 dominio CXXC, acredita-se que esse dominio se separou durante a
evolugdo, e se tornou um gene independente chamado IDAX que esta localizado na extremidade
5’do gene TET?2. Assim, o papel do dominio CXXC ¢ ser responsavel pela ligacao direta (TET1
e TET2) ou indireta (TET2) ao DNA.O gene IDAX regula negativamente a atividade de TET2,
facilitando sua degradacdo. Resumidamente, o processo de desmetilacio do DNA ocorre
através da enzima TET que usa a molécula de oxigénio como um substrato para catalisar a
descarboxilagdo oxidativa de o — KG, 0 qual gera Fe (IV) ligado a enzima, metilcitosina
dioxigenase, essa catalisa a conversdo de 5 - metilcitosina (5 - mC) para 5 -
hidroximetilcitosina (5 — hmC), que desempenha um papel fundamental na expressao génica
(FENG et al., 2019)(NAKAJIMA; KUNIMOTO, 2014)(CHIBA, 2017).

As mutacGes em TET2 sdo frequentes em diversas neoplasias hematoldgicas, por
exemplo, mastocitose sisttmica, NMP néo classificada, LMMC, SMD, SMD/NMP, LMA e
neoplasias mieloides com alteracdo cromossémica idic(X)(q13). Nas NMP a mutacdo TET2 é
do tipo frameshift, nonsense e missense sendo frequente em 16% dos pacientes com PV, 5%
em TE, 17% em MFP,14% em MF p0s — PV e pds- TE e em 17 % dos pacientes com NMP fase
blastica. Essas alteragdes no gene TET2 resultam na redugdo nos niveis de 5-hmC, indicando
que a funcdo TET2 foi alterada. Além disso, as mutacdes em TET2 coexistem com outras
mutacOes relevantes como MPL, KIT, FLT3, RAS, MLL, CEBPA e NPM1 (OGURA et al.,
2017).

A identificagdo de mutagdes ndo recorrentes fornece uma melhor compreenséo sobre a
patogénese complexa da NMP que é influenciada por fatores genéticos e ambientais. O material
genético dos organismos eucariotos é organizado em fita dupla de DNA complementar, e a
regido conhecida como teldmeros compreende estruturas localizadas nas extremidades dos
cromossomos eucariéticos, sendo responsaveis pela fusdo, rearranjo e estabilidade estrutural
dos cromossomos. Os teldmeros sdo uma estrutura proteica complexa que consiste em seis
proteinas associadas: fatores de ligacdo a repeticdo telomérica 1 e 2 (TRF1 e TRF2) que se
ligam ao DNA telomérico de fita dupla por meio de seus dominios MYC C- terminal; RAP1
(TRF2 interacting protein 1) que é recrutado através de sua interacdo com TRF2 e se liga ao
DNA na fita dupla e fita simples juncdo do telémero; POT1 ( protecdo de telomeros) que forma
um heterodimero com TPP1 (POTL1 e TIN2 proteina de interacdo 1) e se liga especificamente

ao DNA telomérico de fita simples; e TRF1- fator nuclear de interacdo 2(TIN2) interagindo
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com TRF1, TRF2 e POT1/TPP1 e, portanto, sendo essencial para a montagem de todo o
complexo (BRUEDIGAM; LANE, 2016)

A ativacdo das vias de manutencdo dos telémeros tem sido considerada como um
marcador para o diagndstico do cancer, e para o desenvolvimento das neoplasias hematoldgicas
como MFP e TE. O encurtamento telomérico € um processo dindmico, que acontece
naturalmente durante o processo replicativo da célula, fatores adicionais podem causar perda
de teldmeros como espécies reativas de oxigénio, hormonios, e fatores de crescimento. O
primeiro sinal do encurtamento telomérico € o processo de senescéncia celular, um estado
celular ndo proliferativo irreversivel, e posteriormente, ocorre o processo de apoptose
(PESTANA et al., 2017)(DRATWA et al., 2020).

A maioria das células com capacidade replicativa de longo prazo como células
germinativas, células tronco embrionarias e células tronco e progenitoras presentes nos centros
germinativos de células B e T, produzem telomerase. A telomerase € uma polimerase de DNA
dependente de RNA e tem como principal componente catalitico a transcriptase reversa da
telomerase (TERT), que mantém o comprimento adequado dos telémeros adicionando
sequéncias telomericas repetidas, sequéncias em tandem TTAGGG, as extremidades 3’ do
DNA, catalisando a reagéo de sintese dos telomeros. A holoenzima telomerase consiste em duas
copias da enzima transcriptase reserva (TERT), RNA componente (TERC) e discernia, uma
proteina de estabilizacdo. A proteina TERT ¢ silenciosa na maioria das células normais devido
a repressao transcricional, e em aproximadamente 80-90% dos casos a inducdo da proteina
TERT esta associada a ativacao da telomerase que é necessaria para a transformacgédo maligna,
as células tronco superexpressam patologicamente a telomerase permitindo a imortalidade
replicativa. Um pequeno, mas importante subconjunto de células neoplasicas estende seus
telémeros por mecanismos independentes da telomerase, esse processo € conhecido como
alternativa de alongamento dos teldmeros (ALT). Isso é mais comum em tumores
mesenquimais originarios de 0ssos, tecidos moles e sistema nervoso. A telomerase também
cumpre funcbes de sinalizacdo, como Wnt-p catenina, NFkB, processamento de RNA
mitocondrial, transcricdo de DNA ribossémico e reparo de danos ao DNA (BRUEDIGAM,;
LANE, 2016)

Os mecanismos subjacentes a reativacdo da telomerase na oncogénese estdo atualmente
sendo investigados, a edicdo do genoma da regido promotora TERT revelou falha no
silenciamento da expressdo TERT em células tronco pluripotentes humanas ao se diferenciar
em células somaticas, resultando em telémeros aberrantemente longos. No estudo de associacao

genbmica algumas variantes do gene TERT aumentaram a suscetibilidade ao glioma, desde



30

entdo, as variantes TERT tém sido associadas a varios tipos de cancer, incluindo mama, pulmao,
colorretal, ovario, prostata, gastrico, mieloma multiplo, linfoma, trombocitemia essencial e
LMA (PESTANA et al., 2017)

Nas neoplasias hematoldgicas, o encurtamento do comprimento dos telémeros €
acelerado em razdo do aumento da proliferagéo, e esse fato se correlaciona com progresséo

mais rapida da doenca, resposta reduzida a quimioterapia e progndstico ruim (LI et al., 2017).

1.1.6 Variantes germinativas em NMP BCR::ABL1- negativas classicas

A predisposicdo genética para a ocorréncia de NMP foi compreendida através de
grandes estudos epidemiolégicos, estima-se que 5-10% dos pacientes com NMP representam
casos familiares. As mutagdes em genes da linhagem germinativa predispdem para o risco de
desenvolver alguma NMP, influenciando o desenvolvimento, fenétipo ou a severidade dessas
doencas. As variantes genéticas constitucionais que predispde as NMPs podem ser classificadas
em 2 grupos: (1) variantes comuns, prevalentes na populacdo, que resultam em uma pequena
predisposicdo a NMP; e (2) variantes raras, frequentemente encontradas em NMPs familiares,
que resultam em uma maior predisposicdo &8 NMP (TAPPER et al., 2015)(VAINCHENKER,;
KRALOVICS, 2017).

O hapldtipo GGCC ou 46/1 no locus JAK2 predispde a NMP JAK2V81'F esporadica e
familiar. Recentemente, foi relatado que a variante da sequéncia germinativa TERT rs2736100
A>C, previamente associado com tumores sélidos, especialmente cancer de pulméo, emergiu
como outro polimorfismo que contribui para NMP (Szuber e Tefferi, 2017) (MATSUGUMA
et al., 1234) (Trifa et al., 2018). Tapper e colaboradores reportaram trés outros polimorfismos
que podem predispor NMP: JAK2 rs12339666 e rs2201862 em NMP JAK2V6Y'F - negativo e
HBS1L/MYB rs9376092, que se correlaciona especialmente com TE JAK2V6Y'F - positivo e
NMP com presenca de mutacdo em MPL e CALR (TAPPER et al., 2015).

Shen e colaboradores analisaram 181 pacientes com diagndstico de NMP JAK2Vé17F
positivos e 236 pacientes saudaveis e notaram que a frequéncia do genotipo TET2 rs3733609
C/T é maior em pacientes com NMP JAK2V®F positivos do que em populagdes controle, e
sugeriram que o alelo C pode ser um alelo de predisposicdo da NMP JAK2V6'’F, Pacientes com
0 gendtipo TET2 rs3733609 C/T quando comparando com o genotipo T/T, apresentam

contagem elevada de leucdcitos, plaquetas e hemoglobina, aumento da celularidade da medula
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Ossea, maior ocorréncia de hepatoesplenomegalia e eventos trombdticos, indicando que o
gendtipo C/T contribui para hematopoese mieloide na NMP (SHEN et al., 2016).

Analisando amostras de células mononucleares de medula 6ssea de pacientes com NMP,
0s autores observaram que a expressao de RNAm de TET2 para 0 gen6tipoTET2 rs3733609
CIT é reduzida em 71% quando comparado aos genotipos T/T, sugerindo que o gendtipo TET2
rs3733609 C/T regula a transcricdo de RNAm de TET2, e a variante C nessa posicao regula
negativamente a expressdo de TET2. Células expressando TET2 rs3733609 C/T apresentam
maior nimero de coldnias de BFU-E em ensaio de proliferacdo de coldnias eritréides in vitro
comparado as células expressando TET2 rs3733609 T/T. Essas observacdes sugerem que as
células progenitoras dos pacientes com NMP JAK2V6F e gendtipo C/T apresentam um
potencial proliferativo para a hematopoese eritroide (SHEN et al., 2016).

A regido cromossdmica 5p15.33 apresenta varios polimorfismos, mas em 2008, McKay
e colaboradores associaram o polimorfismo TERT rs2736100 com o cancer de pulmé&o, desde
entdo, varios estudos analisaram e comprovaram a relacdo do polimorfismo TERT rs2736100
com neoplasia pulmonar e outros tumores sélidos (NIE 2014, PENG 2015). O polimorfismo
TERT rs2736100 esta associado com o desenvolvimento de tumores sélidos em pacientes com
NMP, independentemente da terapia citorredutora (KRAHLING 2016).

Trifa e colaboradores publicaram em 2015 um estudo que caracterizou a contribuicdo
do polimorfismo TERT rs2736100 na ocorréncia de NMP BCR::ABL1- negativas classicas, a
coorte de estudo inclui 529 pacientes com NMP e 433 controles. A variante em homozigose
(CC) e em heterozigose (AC) do polimorfismo TERT rs2736100 foi mais frequente nos casos
de NMP JAK2V®YF - positiva e NMP mutados para CALR. Essas observacdes foram
verdadeiras ao se restringir as analises a cada entidade de NMP BCR::ABL1-negativas
classicas, PV, TE e MFP JAK2V617F positivo e TE e MFP com mutacdo em CALR. Os
parametros como idade, sexo, eventos trombdticos, mielofibrose secundaria, indices
hematimétricos (hemoglobina, hematdcrito, leucécitos e plaquetas) ndo tiveram correlagdo com
a presenca dos genotipos CC e AC (TRIFA 2015).

Os pacientes suicos e chineses que carregam o TERT rs2736100 genotipo CC
apresentam um maior risco para o desenvolvimento NMP quando comparado com o0s pacientes
com TERT rs2736100 gendtipo AA, e TERT rs2736100 gendtipo CC foi associado ao sexo
masculino. A expressdo de TERT foi maior em pacientes com NMP e TERT rs2736100
genotipo CC comparados com pacientes com o TERT rs2736100 gendtipo AC. Nas coortes de

pacientes suicos e chineses, o alelo C do polimorfismo TERT rs2736100 mostrou ser um alelo
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de risco para NMP em homens, e a menor incidéncia de NMP na populagdo chinesa esta
correlacionada com a menor frequéncia de alelo de risco C (DAHLSTROM et al., 2016).

Os polimorfismos TET2 rs3733609 e TERT rs2736100 foram associados com a
predisposi¢do de NMP com base em coortes de pacientes caucasianos, essa descoberta fornece
informacdes significativas sobre a suscetibilidade genética das NMP. Os achados indicam a
relevancia do estudo dos polimorfismos em TET2 e TERT e o risco de desenvolver NMP assim
como a associacao dos polimorfismos com as caracteristicas clinicas e desfechos dos pacientes
caucasianos com NMP (LI et al., 2017)(TRIFA et al., 2016)(SHEN et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e descrever as caracteristicas demograficas, clinicas, laboratoriais,
citogenéticas e moleculares, a frequéncia e o impacto clinico dos polimorfismos TET2
rs3733609 e TERT rs2736100 nos pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas cléssicas: PV,
TE e MFP do HC FMRP USP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a coorte de pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas classicas em
seguimento no HC FMRP USP, quanto aos aspectos demogréaficos, clinicos,

citogenéticos e moleculares;

e Investigar a frequéncia e o impacto clinico do polimorfismo TET2 rs3733609 na coorte
de pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas classicas;

e Investigar a frequéncia e o impacto clinico do polimorfismo TERT rs2736100 na coorte

de pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas classicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

O projeto de pesquisa incluiu 245 pacientes com diagnostico de NMP BCR::ABL1-
negativa em seguimento no HC FMRP USP, entre dezembro de 2006 a dezembro de 2019.
Dados demogréficos e clinicos foram obtidos do prontuario médico: idade, género, parametros
hematimétricos, visceromegalias (exame fisico), mielograma, bidpsia de medula dssea,
mutacdo JAK2, CALR e MPL, presenca de eventos tromboembolicos e resultado do exame de
citogenética.

O diagnostico definitivo dos pacientes foi confirmado com base em dados clinicos e
laboratoriais de hemograma, mielograma, biopsia de medula dssea e biologia molecular, e
seguiu os critérios recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 2017. O
diagnostico foi revisado pela discente sob supervisdo da orientadora e um terceiro médico de
forma independente. Para os casos em que houveram incertezas ou discordancias, uma revisao
anatomo-clinica foi realizada em conjunto com o Docente responsavel pelo servigo de patologia
para doencas hematolégicas do HC FMRP USP.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética de pesquisa do HCFMRP-USP (Anexo ) e

o termo de consentimento foi aplicado e obtido dos participantes.

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE PACIENTES COM NMP BCR::ABL1-NEGATIVAS
PARA EXAME DE CITOGENETICA

As amostras de medula dssea foram coletadas como procedimento de rotina no
atendimento dos pacientes em seringa estéril (20 ml) contendo 1 a 2 ml de anticoagulante
heparina com um volume final total de 3 a 5 ml sendo transportado em temperatura ambiente.
As amostras foram submetidas a contagem de células, sendo que 1 x 107 células foram semeadas
em 10 mL de meio RPMI (Vitrocell, SP, BR) com 20% de soro fetal bovino (GIBCO, SP, BR)
e 1% Streptomicina (GIBCO, SP, BR) e mantidas em estufa de CO2 a 37°C por 24 e 48 horas.
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Completado o tempo de cultura, 100 pL do inibidor de mitose Colcemid (KaryoMax [GIBCO,
NY, EUA) foram adicionados a cultura, e apds 30 minutos de incubacdo em estufa de CO2 a
37°C, o material foi centrifugado e o sobrenadante foi desprezado. Apds essa etapa, as amostras
foram submetidas a hipotonizacdo (KCI 0,075 M), o protocolo preconiza a ressuspensao e
incubacédo das amostras em um volume de 10 mL da solucdo hipotonica por 16 minutos, seguida
de homogeneizacdo em agitador vortex. O material foi submetido a trés etapas de lavagem e
fixacdo em solucdo de Cannoy (acido acético e metanol na proporcdo de 3: 1). Para o
bandeamento G, as ldaminas foram imersas em tripsina (GIBCO, NY, EUA), seguidas de tampao
fosfato e coloracdo em Wright’s eosine methylene blue (MERCK, Darmstadt, Alemanha).
Finalizado o bandeamento, as metafases foram visualizadas no microscépio 6ptico (ZEISS
AXIO) e analisadas no programa de captura de imagem Applied Spectral Imaging. Sempre que
possivel, 20 metafases foram analisadas, e o resultado do cariotipo seguiu a nomenclatura de
acordo com o Sistema Internacional para Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN 2017
- An International System for Human Cytogenomic Nomenclature (2016) Ed. McGovan-Jordan
J., Simons A, Schmid M. Karger,2017). Apenas 0s exames coletados a partir de junho de 2013
foram considerados; a discente responsavel realizou e/ou revisou todas as analises

citogenéticas, sob supervisdo da orientadora, dos exames incluidos no presente trabalho.

3.3 OBTENCAO DE DNA DE PACIENTES COM NMP BCR::ABL1-NEGATIVAS

O processamento das amostras de sangue periférico para a obtencdo do DNA foi
realizado com o Kit Gentra Puregene Blood (Qiagen) de acordo com orientacdes do fabricante.
Resumidamente, foi utilizada solucao de lise de hemacias, solucéo de lise de glébulos brancos
e solucdo de precipitacdo de proteina para retirada dos restos celulares. Posteriormente, foi
usado isopropanol para precipitacdo do DNA e solucdo de hidratagdo de DNA para
reconstituicdo do precipitado. Todos os pacientes foram submetidos a coleta de sangue
periférico para extracdo de DNA e pesquisa de mutacio JAK2V®'F como teste de rotina
diagnostica. Amostras de DNA remanescentes foram utilizadas para a investigacdo dos
polimorfismos TET2 rs3733609 e TERT rs2736100. A integridade e a concentragédo do DNA
remanescente da coorte de estudo foram verificadas através da leitura em aparelho Nano Vue
(GE). As amostras que apresentaram raz6es de absorbancia A260/A280 e A260/A230 entre 1.8

e 2.0, e concentracdo igual ou maior que 100 ng/uL, foram consideradas quantitativa e
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qualitativamente apropriadas para as analises moleculares. As amostras de DNA foram diluidas
para concentracdo de 50 ng/uL e armazenadas a - 20°C até o0 momento da realizacdo do PCR

em tempo real.

3.4 ANALISES DOS POLIMORFISMOS TET2 RS3733609 E TERT RS2736100

A presencga dos polimorfismos TET2 rs3733609 e TERT rs2736100 foram avaliados
através da técnica de gPCR (do inglés, Real-Time Quantitative PCR), utilizando o equipamento
PCR Real-Time — Applied Biosystems 7500 FAST (Applied biosystems, EUA) e a metodologia
TagMan® MGB Probes. A discriminacao alélica é realizada através de sondas de hidrdlise,
oriunda da liberacdo e ativacao de um fluorocromo ligado a uma sonda de hidroélise especifica
para cada alelo do polimorfismo de interesse. Na andlise do polimorfismo TET2 rs3733609 a
sonda utilizada foi C__ 25994807 _10 (Thermo Fisher Scientific), na qual o fluorocromo VIC
estd ligado ao alelo 1 (C) e o fluorocromo FAN ligado ao alelo 2 (T). Na analise do
polimorfismo TERT rs2736100, a sonda utilizada foi C__ 1844009 10 (Thermo Fisher
Scientific), na qual o fluorocromo VIC esta ligado ao alelo 1 (A) e o fluorocromo FAN ligado
ao alelo 2 (C) (Tabela 8). O master mix do qPCR foi preparado de acordo com as orientacGes
do fabricante: 2 uL de DNA em uma concentracdo de 50 ng/uL, 0,5 uL de sonda especifica
(20x), 5 uL do master mix, 2,5 uL de agua livre de nuclease; volume final de 10 uL por reacao.
Em cada poco da placa foi adicionado 10 uL do master mix, a placa foi selada com filme
adesivo, agitada em vortex em alta velocidade por duas vezes, centrifugada a 1200 x g durante
1 minuto. A placa foi colocada no termociclador conforme orientacdo do fabricante: 95°C por
20 segundos para desnaturacdo inicial, seguida de 50 ciclos de desnaturacdo a 95° C por 3

segundos e anelamento e extenséo a 60° C por 30 segundos.

Tabela 8 - Correlacdo do sinal de fluorescéncia.

Fluorescéncia Sinal

VIC Homozigoto alelo 1
FAN Homozigoto alelo 2
VIC/FAN Heterozigoto alelo 1 e 2

Correlacdo dos fluorocromos VIC e FAN com alelos polimorfismo de interesse



37

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 9 (GraphPad Prism
Software, Inc., CA, EUA). As varidveis continuas foram comparadas utilizando os testes de t—
student ou Mann—-Whitney, enquanto que para as variaveis categoricas foi utilizado o teste exato

de Fisher ou Chi-quadrado. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DE PACIENTES COM NMP
BCR::ABL1-NEGATIVAS CLASSICA

De um total de 245 pacientes com diagnostico de NMP BCR::ABL1-negativas classica,
72 (29%) pacientes foram diagnosticados com PV, 54 (22%) com TE e 119 (49%) com MFP.
A idade mediana foi de 73 anos, e a distribuicdo foi similar entre homens e mulheres, sendo
123 pacientes do sexo masculino e 122 pacientes do sexo feminino. As principais caracteristicas
demogréficas, clinicas, laboratoriais, citogenéticas, moleculares e desfechos da coorte estéo
indicadas na Tabela 9.

Para a coorte de 245 pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas, as mutagdes em
JAK2VEIF JAK2 exon 12, CALR exon 9 e MPL exon 10 foram observadas em 160 (65%), 1
(0,4%), 37 (15%) e 6(2%), respectivamente. Para a coorte de 72 pacientes com PV, as mutacGes
JAK2VELF o JAK2 exon 12 foram observadas em 64 (89%) e 1 (1%), respectivamente. Oito
pacientes com PV ndo foram analisados para a mutacdo em JAK2, por indisponibilidade de
amostra viavel para a pesquisa, sendo definidos com base nos critérios clinicos estabelecidos
pela OMS. Para a coorte de 54 pacientes com TE, as mutagcdes em JAK2V8'F CALR exon 9 e
MPL exon 10 foram observadas em 25 (46%), 12 (22%), 1 (2%), respectivamente. Dezesseis
pacientes com TE foram triplo negativos. Para a coorte de 119 pacientes com MFP, as mutacdes
em JAK2V®IF CALR exon 9 e MPL exon 10 foram observadas em 71 (60%), 25 (21%), 5
(4%), respectivamente. Dezoito pacientes com MPF foram triplo negativos (Erro! Fonte de

eferéncia ndo encontrada.).



Tabela 9 - Caracteristicas demogréficas e clinicas de pacientes com NMP cléssica: PV, TE e MFP.

39

Sexo
Feminino
Masculino
Idade
>60
Risco cardiovascular
Tabagismo
HAS
Diabetes
Esplenomegalia
Hemorragia
Trombose
Exames laboratoriais
Hb(g/dl)1
>16 g/dL
<10 g/dL
Ht (% )!
> 48%
Leucdcitos (x10%/L)*
>25
>11
Neutréfilo (x10%/L)*
% blastos SP?
Plaquetas (x10%/L)*
>450

NMP

n =245
n (%)

122 (50)
123 (50)

191 (78)

59 (24)
146 (60)
38 (16)
73 (30)
4(2)

89 (36)

14,2 (6 -23,7)
82 (33)

30 (12)

43 (17-76)

77 (31)

10,5 (0,7-86,5)
25 (10)

113 (46)

7.2 (0,6 —7,8)
1 (0- 10)

741 (179 -2614)
171 (70)

PV

n="72
n (%)

39(54)
33(46)

55(76)

15(21)
50(69)
14(19)
17(24)
0

33(46)

17,80(16,10- 23,70)
71(99)

0

55,0(48,0 - 76,0)
69(96)

10,8 (4,0 - 35,0)
2(3)

34(47)

7.4 (2,2 -24,6)

0

441(70 — 1355)
34(47)

TE

n=>54
n (%)

33(61)
21(39)

34(63)

14(26)
34(63)
10(18)
3(6)
1(2)
17(31)

13,90(8,50- 16,50)
4(7)

1(2)

41,50(26,0— 53,0)
4(7)

8,7 (3,20 — 20,0)
0

10(8)

5.9 (1,7 - 15,0)
3(3-3)
941(453 — 2466)
53(98)

MFP

n=119
n (%)

50(42)
69(58)

102(86)

30(25)
62(52)
14(12)
53(45)
3(3)

39(33)

11,90(6,0- 22,40)
7(6)

29(24)
37,0(17,0- 66,8)
4(3)

12,2(0,7- 86,5)
23(19)

69(58)

8,3 (0 73,5)
1(0-10)
722(179- 2614)
84(71)



<100
% blastos MO!
LDH U/L!

Colesterol (mg/dl) *

Triglicerideos (mg/dl) *

Caridtipo
Favoravel
Intermediario

Mutacgtes JAK/STAT
JAK2V617F
JAK2 exon 12
CALR exon 9
MPL exon 103

Terapia

Transfusdo CH

Hidroxiuréia

AAS

TCTH alogénico
Evolugdo para LMA
Obito

15 (6)
49 (0 -49)
575 (182— 6274)

166(31,95 -509,29)

126,25(37,87-854)

106 (43)
18 (7)

160 (65)
1(0,4)
37 (15)
6 (2)

38 (15)
170 (70)
159 (65)
6(2)
7(3)

35 (14)

1(1)
2(1-5)
513 (182 -1602)

167,39(90,15 — 400)

117,49(37,87— 577,46)

33(46)
4(6)

64(89)
1(1)

0

0

1(1)
62(86)
57(80)
0

2(3)
7(10)

0
1,5 (1 - 49)
429,50 (264,61 — 4888)

183,31(85,18 — 309,14)

116,0(41,94— 550,04)

25(46)
3(6)

25(46)
0
12(22)
1(2)

4(7)
44(81)
43(80)
0

2(4)
2(4)
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14(12)
2(0-17)
773,87 (239,95- 6274)

157,22(31,95- 509,29)

147,23(39,77 -854)

48(40)
11(9)

71(60)
0
25(21)
5(4)

33(28)
64(54)
59(50)
6(5)
3(3)
26(22)




41

Figura 2 - Frequéncia de mutagdes recorrentes na coorte de pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas

Policitemia Vera Trombocitemia essencial Mielofibrose primaria
JAK2VEITF = exon12JAK2Z - negativo JAK2VB1TF 46 ~ CALR - Triplo negativo JAK2VB1TF - CALR =MPL - triplo negativo
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Frequéncia de mutagdes recorrentes nos genes da JAK2, CALR e MPL na coorte de 245 pacientes com
neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1-negativas classicas. A presenga da mutacdo no gene da JAK?2 foi
observada em 161 sendo 65 (90%) pacientes com PV, 25 (46%) com TE e 71 (59%) com MFP. A presenca da
mutacdo em CALR foi observada em 12 (22%) com TE e 25 (21%) com MFP. A mutagdo no gene MPL foi
observada em 5 (4%) pacientes com MFP. No grupo de pacientes com TE e MFP 17 (31%) e 18 (15%) foram
triplo negativos.

A avaliacéo citogenética foi realizada em 124 (50%;124/245) pacientes. A auséncia de
metafases ocorreu em 61 (25%; 61/245) dos casos, e nao foi realizado a analise citogenética em
60 (25%;60/245) pacientes, em razdo da indisponibilidade de material para a citogenética. O
cariotipo normal foi observado em 106 (86%;106/124) casos e alteracdo citogenética foi
observada em 17 (14%;17/124) casos. Dentre 0s 17 casos com cariotipo alterado, 4 pacientes
tiveram o diagnostico de PV, 3 pacientes de TE e 10 pacientes de MFP. Dentre 0s pacientes
com MFP, um paciente apresentou cariotipo complexo
45,XX,del(5)(913g33),13[6]/46,idem,+mar[6]/46,XX,7,+mar[4]/45,idem,10[3]/46,XX[1] e a
alteracdo mais comuns entre as 3 entidades foi a trissomia do cromossomo 8. A trissomia do
cromossomo 8 (Figura 3), trissomia do cromossomo 9 (Figura 4) e a monossomia do
cromossomo 7 (Figura 5). Outras alteracGes numeéricas, estruturais e delecdes foram observadas
nos cromossomos 1,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,17 e 20 (Tabela 10 e Tabela 11).

Tabela 10 - Alteragdes citogenéticas observadas nos pacientes com diagnostico de NMP.

OMS Citogenética

TE 47,XY,+12[3]/46,XY[17]

TE 47, XX, +8[2]/46,XX[15]

TE 47 XX, +8[4]/46,XX[16]

PV 47,XY,+8[16]/46,XY[4]

PV 47,XY,+8[10]/48,idem,+19[10]

PV 46,XX,t(3;10)(q21;024)[2]/46,X X[18]
PV 47, XX,+9[20]

MFP 47,XY,+13[19]/46,XY[1]

MFP 46, XX t(4;11)(q23;p15)[7]/46, X X[1]

MFP 45,XY,-7[12]/46,XY[8]



MFP
MFP
MFP
MFP
MFP
MFP
MFP

48,XX,+8,+mar[3]/48,XX,del(6)(p23),+8,+mar[17]

46,XY,del(20)(q11)[6]/46,XY[14]

46,XY,1(6;9)(q21924;931),-17 [26]//46,XX[1]
45,XX,del(5)(g13933),-13[6]/46,idem,+mar[6]/46,XX,-7,+mar[4]/45,idem,-10[3]/46,XX[1]

47, XY, +9[3]/46,XY[17]

46,XX,dup(1)(q21932)[171/46,XX[3]
46,XX,del(20)(q13.1)[14]/46,XX[1]
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Abreviagdes: OMS, Organizacdo Mundial da Saude; PV, policitemia vera; TE, trombocitemia essencial; MFP,
mielofibrose priméria.

Tabela 11 - Descricdo das anormalidades cromossdmicas numéricas e estruturais definidas pela citogenética

convencional.

Cromossomo Alteracao NUmero de pacientes
1 dup(1q) 1
3 t(3q) 1
4 t(4q) 2
5 del(5q) 1
6 del(6q) 1

t(60) 1

7 Monossomia 7 1
8 Trissomia 8 5
9 t(90) 1
Trissomia 9 2

10 t(10q) 1
11 t(110) 1
12 Trissomia 12 1
13 Trissomia 13 1
Monossomia 13 1

17 Monossomia 17 1
20 del(20q) 3




Figura 3 - Andlise citogenética com trissomia no cromossomo 8.
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O cariétipo convencional indicou a trissomia 8: 47, XY ,+8[16]/46,XY[4]. A seta indica 0 cromossomo 8.

Figura 4 - Analise citogenética com trissomia no cromossomo 9.
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O caridtipo convencional indicou trissomia 9: 47, XY, +9[3] /46, XY [17]. A seta indica cromossomo 9.
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Figura 5 - Andlise citogenética com monossomia no cromossomo 7.
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O caridtipo convencional indicou a monossomia 7: 45, XY, -7[12] /46, XY [8] A seta indica a auséncia do
Cromossomo 7.

4.2 ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO TET2 RS3733609 C>T E O TERT
RS2736100 A>C E CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DOS
PACIENTES COM NMP BCR::ABL1-NEGATIVAS

O polimorfismo TET2 rs3733609 foi investigado em 227 pacientes, sendo 69 pacientes
com PV, 52 com TE e 106 com MFP. O genétipo homozigoto TT foi observado em 191
(84%;191/227), sendo 57 pacientes com PV, 45 com TE e 89 com MFP. O genoétipo
heterozigoto CT foi observado em 32 (14%; 32/227) pacientes, sendo 10 com PV, 6 com TE e
16 com MFP. O geno6tipo homozigoto CC foi observado em 4 (1,8%; 4/227) pacientes, sendo
2 com PV, 1 com TE e 1 com MFP. Trinta e seis pacientes (16%; 36/227) apresentam o alelo
polimorfico C de TET2 rs3733609 (Tabela 12).
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Tabela 12 - Frequéncia genotipica e alélica de SNP TET2 rs3736609 C>T em neoplasia mieloproliferativa
classica.

Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
TT TC CcC TC+CC Alelo T Alelo C
n(%) n(%) n(%) n(%)
NMP, n= 227 191 (84) 32 (14) 4(2) 36 (16) 0,91 0,09
PV, n=69 57 (83) 10 (14) 2(3) 12 (17) 0,9 0,1
TE, n=52 45 (86) 6 (12) 1(2) 7 (13) 0,92 0,08
MFP, n=106 89 (84) 16 (15) 1(1) 17 (16) 0,91 0,08

O polimorfismo TERT rs2736100 foi avaliado em 242 pacientes, sendo 71 com PV, 53
com TE e 118 com MFP. O genétipo homozigoto CC foi observado em 90 (37%; 90/242)
pacientes, sendo 31 com PV, 17 com TE e 42 com MFP. O gendtipo heterozigoto CA foi
observado em 119 (49%;119/242) pacientes, sendo 32 pacientes com PV, 26 com TE e 61 com
MFP. O genotipo homozigoto AA foi observado em 33 (14%; 33/242) pacientes, sendo 8
pacientes com PV, 10 com TE e 15 com MFP. Cento e cinquenta e dois pacientes
(63%;152/242) apresentaram o alelo polimérfico A de TERT rs2736100 (Tabela 13).

Tabela 13 - Frequéncia genotipica e alélica de SNP TERT rs2736100 C>A em neoplasia mieloproliferativa
classica.

Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
cC CA AA AC+CC  AleloC Alelo A
n(%) n(%) n(%) n(%)
NMP, n= 242 90 (37) 119 (49) 33(14) 152 (63) 0,62 0,38
PV, n=71 31 (44) 32 (45) 8 (11) 40 (56) 0,66 0,34
TE, n=53 17 (32) 26 (49) 10 (19) 36 (68) 0,57 0,43
MFP, n=118 42 (36) 61 (52) 15 (13) 66 (56) 0,61 0,39

Na coorte de pacientes com NMP classicas, ndo houveram diferengas entre 0s grupos
de pacientes com diferentes genotipos para o polimorfismo TET2 rs3733609 em relacdo aos
dados demograficos (idade, género), laboratoriais (dosagem de hemoglobina, contagem de
leucdcitos, neutrdfilos, blastos no SP, blastos na medula dssea, plaquetas e LDH), moleculares
(mutacBes JAK2, CALR e MPL e risco citogenético), risco cardiovascular (tabagismo,
hipertensdo e diabetes), manifestacdes clinicas (esplenomegalia, hemorragia, trombose) e
desfechos (evolugéo para LMA e 6bito) (todos valores p>0,05) (Tabela 14).

A avaliacdo do polimorfismo TERT rs2736100 na coorte de pacientes com NMP

classicas, evidenciou que pacientes com polimorfismo TERT rs2736100 CA + AA
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apresentaram menor valor da mediana de hemoglobina (p=0,0036), hematdcrito (p=0,0055),
contagem de neutrofilos (p=0,032), menor frequéncia de mutacdes no gene da JAK2VeL’F
(p=0,025 e maior frequéncia de diabetes mellitus tipo 2 (p<0,0001) em comparacdo aos
pacientes com SNP TERT rs2736100 CC (Tabela 15).

N&o houveram diferencas entre os grupos de pacientes com diferentes genotipos para o
polimorfismo TERT rs2736100, em relacdo a dados demogréaficos (idade, género), laboratoriais
(contagem de leucadcitos, blastos no SP, blastos na medula 6ssea, plaquetas e LDH), mutacdes
no gene da CALR e MPL, risco citogenético, tabagismo, hipertensdo arterial sistémica,
principias manifestagdes clinicas da doenca (esplenomegalia, hemorragia, trombose) e
desfechos (evolugdo para LMA e 6bito) (todos valores p>0,05) (Tabela 14).



Tabela 14 - Caracteristicas demograficas e clinicas de pacientes com NMP e polimorfismo em TET2 rs3736609 e TERT rs2736100.
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TET2 rs3736609

TERT rs2736100

Total TT TC +CC P OR (95% CI) Total CC CA+AA p OR (95% CI)
227 n=191 n=36 valor 242  n=90 n=152 valor
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Feminino 113 93 (49) 20(56) 047" 0,76 (0,37-1,6) 119  49(54) 70(46) 0,23 1,4(0,82-2,36)
Masculino 114 98 (51) 16(44) 123 41(46) 82(54)
Idade - med 73 (21 -97) 75 (31 -90) 0,92% 72 (26-96) 73 (21-97) 0,7
(min-max)
>60 175 148 (77) 27 (75) 0,82" 1,14(0,50-2,62) 188  71(79) 117(77) 0,75 1,18(0,59-2,1)
<60 52 43 (23) 9(25) 54 19(21) 35(23)
Diagndstico
PV 69 57 (30) 12(34) 71 31(34) 40(26)
TE 52 45 (23) 7(19) 0,84% 53 17(19) 36(24) 0,36"
MFP 106 89 (47) 17(47) 118 42(47) 76(50)
Risco cardiovascular
Tabagismo
Sim 54 46 (24) 8(22) 1" 1,1(0,47-2,6) 59  23(25) 36(24) 0,75" 1,1(0,6-2)
Néo 146 28 67 116
HAS
Sim 137 113 (59) 24(67) 0,46 0,72(0,34-1,5) 143  56(62) 87(57) 0,49 1,2(0,7-2)
Néo 78 12 34 65
Diabetes
Sim 37 29 (15) 8(11) 0,32" 0,62(0,25-1,5) 35 13(12) 128(16) <0,0001* 0,9(0,4-1,8)
Néo 162 28 77 24
Esplenomegalia
Sim 65 54 (28) 11(31) 0,84 0,89(0,4 -1,9) 72 31(34) 41(27) 0,24 1,4(0,8-2,4)
Néo 162 137 (72) 25(69) 170  59(65) 111(73)
Hemorragia
Sim 4 4 (9) 0 1" 1,75(0,09-33) 4 0 4(3) 0,297 0,18(0,009-
3,4)
Néo 223 187 (98) 36(100) 238 90 (100) 148(97)
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Trombose
Sim

Né&o
Exames laboratoriais
Hemoglobina (g/dI)
Hematécrito (%)
Leucdcitos (x10%/L)
Neutrdfilo (x10%/L)
Blastos SP
Sim
Né&o

Plaquetas (x10%/L)

Blastos MO
>5%
<5%

LDH U/L
Cariotipo
Favoravel
Intermediario
Mutacdo JAK2 V6i7F
Sim
Nao
Mutacgdo JAK/STAT
Sim
Nao
Evolugdo para LMA
Sim
Nao

83

144

18
209

11
148

101
17

149
78

32
46

220

72 (38)
119 (62)

14,3(6-23,7)
43(17-76)
10,5(0,7-86,5)
7,2(0-78,7)

17(9)
174(91)

717,5(1,79-
2614)

10(5)
129(68)

558 (182 -6274)

88(46)
15(8)

128(67)
63(33)

25(13)
38(20)

5(7)
186(97)

11(31)
25(69)

14,5(7,4-21,1)
45,5(25-62)
10,5(3-78,5)
7,1(1,4-58,5)

1(3)
35(97)

705,5(84-2179)

1(3)
19(52)

645(333-4888)

13(36)
2(5)

21(58)
15(42)

7(19)
8(22)

2(6)
34(94)

0,45

0,76"
0,77%
0,61
0,81*

0,31"

0,57*

0,33*

*

1

0,34

0,777

0,3"

1,37(0,63-2,9)

3,4(0,44-26)

1,4(0,17-12)

0,9(0,18-4)

1,4(0,7-3,0)

0,75(0,24-2,3)

0,45(0,08-2,4)

89

153

21
221

11
157

103
21

158
84

43
39

235

29(32)
61(68)

15,2(8-23,7)
45(22-76)
10,8(0,7-78,5)
7,8(0,9-58,5)

5(6)
85(94)

721(22-1720)

1(2)
60(67)

625(266-4198)

37(41)
4(4)

67(74)
23(26)

13(14)
10(11)

2(2)
88(98)

60(39)
92(61)

13,9(6-22,7)
42(17-72)
10,1(1,9 -86,5)
6,8 (0,6 -78,7)

16(11)
136(89)

705(2-2614)

10(6)
97(64)

557(182-6274)

66(43)
17(12)

91(60)
61(40)

30(20)
29(19)

5(3)
147(97)

027"  0,72(0,42-1,2)
0,0036™ #

0,0055" #

0,096*

0,032

023"  05(0,17-1,4)
0,91

005"  0,16(0,02-1,2)
0,17

0,2" 2,3(0,7-7)
0,025" 1,9(1,1-3,4)
0,8" 1,25(0,4-3,3)
1" 0,66(0,12-3,5)
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Obito
Sim 32 27(14) 5(14) 1 1(0,36-2,8) 35  14(15) 21(14) 07"  11(055-23)
No 195 164(86) 31(86) 207 76(85) 131(86)

O total de pacientes avaliados para a caracteristica indicada é inferior ao total de pacientes avaliados para um dos polimorfismos avaliados.

*teste Fisher

# teste t-student
[ teste qui-quadrado
#teste Mann- Whitney
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4.3 ASSOCIACAO ENTRE O SNP TET2 RS3733609 C>T E O SNP TERT RS2736100
A>C E CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES
COM NMP E MUTACAO JAK2VeL'F

As principais caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com mutacéo
JAK2V8LF de acordo com os polimorfismos TET2 rs3733609 C>T e TERT rs2736100 A>C
estdo indicados na Tabela 15.

Na coorte de pacientes com NMP cléssicas com mutacio JAK2V®1’F a frequéncia de
hipertensdo arterial sistémica foi maior no grupo de pacientes com polimorfismo TET2
rs3733609 TC + CC quando comparado com o grupo com polimorfismo TET2 rs3733609 TT
(p=0,046) (Tabela 15).

A avaliacdo do polimorfismo TERT rs2736100 na coorte de pacientes com NMP
classicas com mutagdo JAK2V®L'F evidenciou que os valores da mediana para a hemoglobina
foram menores em pacientes com SNP TERT rs2736100 CA + AA em comparacdo aos
pacientes com SNP TERT rs2736100 CC (p=0,0025)

N&o houve diferenca entre os grupos de pacientes para os polimorfismos TET2
rs3733609 C>T e TERT rs2736100 A>C com relacdo a dados demograficos (idade, género),
risco cardiovascular (tabagismo, diabetes) manifestacdes clinicas da doenca (esplenomegalia,
hemorragia, trombose) e desfechos (evolucao para LMA e dbito) (todos valores p>0,05) (Tabela
15).



Tabela 15 - Caracteristicas demogréaficas e clinicas de pacientes com NMP mutagio JAK2V6F e polimorfismo TET2 rs3736609 e TERT rs2736100.

TET2 rs3736609 TERT rs2736100
Total TT TC +CC P OR (95% CI) Total CC CA+AA p OR (95% CI)
n 128(%) n 21(%) valor n 67(%) n 91(%) valor
Sexo
Feminino 81 68(53) 13(62) 0,48 0,69(0,27-1,7) 86 37(55) 49(51) 0,62 1,2(0,6-2,2)
Masculino 68 60(47) 8(38) 75 30(45) 45(49)
Idade med 74(26-96) 74(50-83) 0,92" 73(37-96) 74(26-93) 0,82"
(min-méax)
>60 122 104(81) 18(86) 128 53(79) 77(85)
<60 27 24(19) 3(14) 0,76* 0,72(0,19-2,65) 28 14(21) 14(15) 0,40* 0,68(0,30-1,56)
Diagnostico
PV 61 50(39) 11(52) 63 29(43) 34(37)
TE 25 23(18) 2(10) 0,439 24 10(15) 14(15) 0,60
MFP 63 55(43) 8(38) 71 28(42) 43(47)
Risco
cardiovascular
Tabagismo
Sim 38 33(26) 5(23) 1* 1,1(0,37-3,2) 41 18(27) 23(25) 0,85* 1(0,5-2,2)
Néo 111 95 16 49 68
HAS
Sim 97 79(62) 18(86) 0,046*  0,2(0,07-0,9) 101 42(63) 59(65) 0,62* 0,8(0,4-1,6)
Néo 52 49 3 27 32
Diabetes
Sim 23 18(14) 5(23) 0,32* 0,52(0,17-1,6) 23 8(12) 15(16) 0,49* 0,6(0,2-1,7)
Néo 126 110 16 59 76
Esplenomegalia
Sim 44 37(29) 7(34) 0,79* 0,81(0,3-2,1) 50 21(31) 29(32) 1* 0,97(0,49-1,9)
Néo 105  91(71) 14(66) 108 46(69) 62(68)
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Hemorragia
Sim

Néo
Trombose
Sim

Néo
Exames

laboratoriais
Hb (g/d)

Ht (%)
Leucdcitos (x10%/L)
Neutrdfilo (x10°/L)
Blastos SP

Sim

Né&o

Plaquetas (x10%/L)

Blastos MO
>5%
<5%

LDH U/L

Cariotipo
Favoravel
Intermediario

146

62

87

10
139

101

66
12

3(2)

125(98)

54(42)

74(58)

15,3(6,6-23,7)
46(14-73)

11,04(1,9-86,5)

7,9(0,6-78,5)

10 (8)
118 (92)

667(49-2614)

4(3)
90(70)

545(182-3377)

58(45)
12(9)

0

21(100)

8(38)

13(62)
16,2(7,4-21,1)
49(25-62)

13,0(6,8-78,5)
9,4(4-58,5)

0
21(100)

711(124-2179)

0
11(52)

596(376-2505)

8(38)
0

1*

0,81*

0,28*
0,33*
0,38¢
0,65*

0,35*

0,29¢

1*

0,39¢

0,34*

1,1(0,05-24)

1,1(0,4-3)

3,8(0,2-67)

1,1(0,05-22)

0,27(0,014-5)

3

155

66

92

144

109

13

0

67(100)

23(34)
44(66)
15,55(8-23,7)
48(22-73)

12,2(2,4-78,5)
9(0,9-58,5)

3(5)
64(95)

733(63-1540)

1(1)
47(70)

625(266-3377)

27(40)
4(6)

3(3)

88(97)

43(47)

48(53)
14,7(6,6-22,7)
45,9(17-72)

11,6(1,9-86,5)
7,75(0,6-78,7)

11(12)
80(88)

627(49-2614)
3(3)
62(68)

526,5(182-2388)

39(43)
9(10)

0,26  0,18(0,009-3)

0,14*  0,5(0,3-1,1)

0,0025%
0,05
0,12¢
0,1¢

0,15  0,37(0,09-1,2)

0,43*

0,63*  0,43(0,04-4)

0,36*

0,55*  1,5(0,4-5,5)




Evolugdo para LMA

Sim 4 302 1(5) 045%  0,48(0,04-48) 4 23) 2(2) 1* 1,3(0,18-9)
Néo 145  125(98) 20(95) 154 65(97) 89(98)

Obito
Sim 19 16(12) 3(14) 073*  085(0,22-32) 20  10(15) 10(11) 0,47*  1,4(0,05-3,6)
Nao 130 112(88) 18(86) 138 57(85) 81(89)

O total de pacientes avaliados para a caracteristica indicada é inferior ao total de pacientes avaliados para um dos polimorfismos avaliados.
*teste Fisher
# teste t-student

[ teste qui-quadrado
#teste Mann- Whitney
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4.4 ASSOCIACAO ENTRE O SNP TET2 RS3733609 C>T E O SNP TERT RS2736100
A>C E CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES
COM PV, TE E MFP

As principais caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com PV, TE e MFP
de acordo com os polimorfismos TET2 rs3733609 C>T e TERT rs2736100 A>C estéo descritas
nas Tabela 16, Tabela 17 e Tabela 18.

Pacientes com PV e polimorfismo TET2 rs3733609 TC + CC apresentaram maior
mediana de contagem de plaquetas comparado com pacientes com gen6tipo TT (p=0,017)
(Tabela 16). Pacientes com PV e polimorfismo TERT rs2736100 CA + AA apresentaram menor
mediana de contagem de leucdcitos (p=0,02) e neutréfilos (p=0,009) quando comparado com
gendtipo CC (Tabela 16).

Pacientes com TE e polimorfismo TET2 rs3733609 TC + CC apresentaram maior
mediana de LDH (p=0,0087) e maior frequéncia de mutacdo em genes da via JAK/STAT
(p=0,046) comparado com pacientes com genétipo TT (Tabela 17).

Pacientes com MFP e polimorfismo TERT rs2736100 CA + AA apresentaram menor
mediana de contagem de hemoglobina (p=0,0018) e hematdcrito (p=0,0050) comparado com
pacientes com gendtipo CC.

Nas coortes de pacientes com PV, TE e MFP ndo foram encontradas associagdes entre
os polimorfismos TET2 rs3733609 e TERT rs2736100 e outras caracteristicas demograficas,

clinicas e laboratoriais avaliadas (Tabela 16, Tabela 17 e Tabela 18).



Tabela 16 - Caracteristicas demogréficas e clinicas de pacientes com PV e polimorfismo TET2 rs3736609 C > T e TERT rs2736100 A > C.
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TET2 rs3736609

TERT rs2736100

Total TT TC +CC P OR (95% CI) Total CC CA+AA p OR (95% CI)
n 57 (%) n 12 (%) valor n 32 (%) n 40 (%) valor
Sexo
Feminino 38 30(53) 8(67) 0,52* 0,69(0,27-1,7) 38 19(59) 19(48) 0,35* 1,6(0,63-4,1)
Masculino 31 27(47) 4(33) 34 13(41) 21(52)
Idade med 69(37-91) 70(50-83) 0,76" 70(43-92)  68,5(37- 0,15"
(min-max) 88)
>60 51 43(75) 8(67) * 1,53(0,40- 54 25(78) 29(73) *
: ) 1,35(0,45-4
<60 18 14(25) 4(33) 0.49 5,88) 18 722 1@y 08 (0.45-4)
Risco
cardiovascular
Tabagismo
Sim 15 12(21) 3(25) 0,71* 0,8(0,18-3,4) 15 8(25) 7(17) 0,56* 1,5(0,5-4,2)
Néo 45 9 24 33
HAS
Sim 48 38(67) 10(83) 0,32* 0,4(0,07-2) 50 23(72) 27(67) 0,79% 1,2(0,44-3,3)
Nao 19 2 9 13
Diabetes
Sim 13 10(18) 3(25) 0,68* 0,63(0,14-2,7) 13 6(19) 7(17) 1* 1,08(0,32-
3,6)
Néo 47 9 26 33
Esplenomegalia
Sim 16 15(26) 1(8) 0,27* 3,2(0,4-33) 17 9(28) 8(20) 0,41* 1,6(0,54-4,8)
Nao 53 42(74) 11(92) 55 23(72) 32(80)
Trombose
Sim 31 28(49) 3(25) 0,2* 2,8(0,7-11,8) 33 12(37) 21(53) 0,33* 0,57(0,22-
1,4)
Nao 38 29(51) 9(75) 39 20(63) 19(47)




Exames
laboratoriais
Hb (g/dI)

Ht (%)

Leucocitos (x10%/L)
Neutrdfilo (x10%/L)

Plaquetas (x10°/L)

Blastos MO
>5%

<5%
LDH U/L

Cariotipo
Favoravel

Intermediario
Mutacdo JAK
Sim
Nao
Escore de risco
Baixo
Intermediario
Alto

Evolugdo para LMA

Sim

Nao

45

61

13
11
45

67

17,65(16,2-23,7)
55(48-76)
10,65(4-35,7)
7,2(2,2-24,6)

405(70,2-1355)

2(3)

38(67)
495(182-1602)

29(51)
2(3)

50(88)
7(12)

11(19)
9(16)
37(65)
2(4)

55(96)

18,15(16,1-21,1)
57(62-49)
13,25(6,8-21,3)
9,1(4-16,8)

689(347-1239)

0

7(58)
606(333-877)

5(42)
0

11(92)
1(8)

2(17)
2(17)
8(66)
0

12(100)

0,67"

0,83"
0,47¢

0,93¢

0,017¢

1*

0,43*

1*

1*

0,97

1*

0,97(0,042-22)

1,07(0,045-25)

0,64(0,07-5,8)

1,12(0,05-24)

2

47

15
11
46

70

17,9(16,2-
237)

56(49-76)
12,25(7,5-
35,7)
9(5-24,6)

497,5(70,2-
1355)

1(3)
20(62)

556,0(266-
1555)

15(47)
2(6)

31(97)
1(3)

6(19)
6(19)
20(62)
1(3)

31(97)

17,6(16,1-
22,7)
55(48-72)
9,95(4-
29,1)
6,65(2,2-
16,8)
385,5(158-
1296)

1(2)
27(67)

496,5(182-
1602)

19(47)
1(3)

34(85)
6(15)

9(23)
5(12)
26(65)
1(2)

39(98)

0,52"

0,32"
0,02¢

0,009*

0,2*

1*

0,22¢

0,58*

0,12*

0,74"

1*

56

1,3(0,07-
22,9)

0,39(0,03-
4,7

5,4(0,62-48)

1,2(0,07-
20,9)
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Obito
Sim 7 6(11) 1(8) 1% 1,29(0,14- 7 3(9) 4(10) 1% 0,96(0,19-
11,8) 4,6)
Néo 62 51(89) 11(92) 65 29(91) 36(90)

O total de pacientes avaliados para a caracteristica indicada é inferior ao total de pacientes avaliados para um dos polimorfismos avaliados.
*teste Fisher
# teste t-student
[ teste qui-quadrado
4teste Mann- Whitney




Tabela 17 - Caracteristicas demograficas e clinicas de pacientes com TE e polimorfismo em TET2 rs3736609 e TERT rs2736100.

58

TET2 rs3736609

TERT rs2736100

Total TT TC +CC P OR (95% CI) Total CC CA+AA p OR (95% CI)
n 45 (%) n7 (%) valor n17 (%) n 36 (%) valor
Sexo
Feminino 32 29(64) 3(43) 0,4* 2,4(0,47- 32 12(71) 20(56) 0,37* 1,9(0,55-6,5)
12,18)
Masculino 20 16(36) 4(57) 21 5(29) 16(44)
Idade med 65(21-91 66(31-80) 0,04 65(26-85)  65(21-92) 0,81%
(min-méx)
>60 33 29(64) 4(57) 0.69*% 1,35(0,26- 33 12(71) 21(58) 0,54* 1,7(0,49-5,9)
<60 19 16(36) 3(43) ’ 6,84) 30 5(29) 15(42)
Risco
cardiovascular
Tabagismo
Sim 13 10(22) 3(43) 0,34* 0,38(0,07-1,9) 14 4(24) 10(28) 1* 0,8(0,2-3,04)
Néo 35 4 13 26
HAS
Sim 33 29(64) 4(57) 0,69* 1,3(0,26-6,8) 33 11(65) 22(61) 1* 1,16(0,35-
3.8)
Néo 16 3 6 14
Diabetes
Sim 10 8(18) 2(29) 0,6% 0,54(0,08-3,3) 10 5(29) 5(1) 0,26* 2,5(0,63-
10,56)
Néo 37 5 12 31
Esplenomegalia
Sim 0 3(7) 0 1* 1,2(0,05-26,4) 3 1(6) 2(6) 1* 1,06(0,089-
12,6)
Néo 0 42(93) 7(100) 50 16(94) 34(94)
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Trombose
Sim
Nao

Exames

laboratoriais
Hb (g/dl)

Ht (%)

Leucdcitos (x10%/L)

Neutrofilo (x10%/L)

Plaquetas (x10%/L)

Blastos MO
>5%

<5%
LDH U/L

Caridtipo
Favoravel

Intermediario
Mutacéo
JAKV617F
Sim
Nao
Mutacéo
JAK/STAT
Sim
Nao
Escore de risco
Baixo

15

37

32

24

27
25

14

11

23

13(29)

32(71)

13,9(11,3-16,6)
55(48-76)
9,03(3,2-20,4)
6,06(1,7-15,9)

981(453-2230)

4(9)
29(64)

416(264,61-
887,54)

22(49)
3(7)
25(56)
20(44)
9(20)
11(24)

19(42)

2(29)

5(71)

13,8(8,5-16,0)

57(62-49)
8,6(6,1-10,7)
5,5(2,8-7,3)

936(522-1341)

0

3(43)
481(376,55-4888)

2(29)

0

2(29)
5(73)

5(73)

4(57)

1*

0,76"

0,83"
0,61*

0,55*

0,95¢

1*

0,0087¢

1*

0,41*

0,046*

0,745

1(0,17-5,9)

1,06(0,04-
24,3)

1,28(0,05-
32,8)

2,87(0,5-16,4)

0,07(0,003-
1,5)

17

36

32

27

27

13

14

15

4(24)

13(76)

17,9(16,2-
23,7)
42(35-48,3)
9,7(6,1-
15,7)
6,06(2,8-
11,9)
868,0(628-
1720)

0
12(71)

417(334-
797,5)

8(47)
0
10(59)
7(41)
2(12)
5(29)

6(35)

13(36)

23(64)

17,6(16,1-
22,7)
40,5(26-53)
8,6(3,2-
20,4)
5.7(1,7-
15,9)
981,5(453-
2466)

4(11)
20(55)

429,5(264,6-
4888)

19(53)
1(3)
16(44)
20(56)
11(31)
9(25)

9(25)

0,53*

0,52"

0,46"
0,35¢

0,55*

0,37*

0,27*

0,87¢

1*

0,37*

0,38*

0,07¢

0,54(0,14-
2,02)

0,18(0,009-
3,6)

1,3(0,04-
35,5)

1,9(0,58-6,1)

0,32(0,05-
2,1)
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Intermediario 8 7(16) 1(14) 11 6(35) 5(14)
Alto 21 19(42) 2(29) 27 5(29) 22(61)
Evolugdo para LMA
Sim 2 1(2) 1(14) 0,25* 0,13(0,007- 0 0 2(6) 1* 0,39(0,017-
2,4) 8,6)
Néo 50 44(98) 6(86) 51 17(100) 34(94)
Obito
Sim 2 1(2) 1(14) 0,25* 0,13(0,007- 0 0 2(6) 1* 0,39(0,017-
2,4) 8,6)
Néo 50 44(98) 6(86) 51 17(100) 34(94)

O total de pacientes avaliados para a caracteristica indicada é inferior ao total de pacientes avaliados para um dos polimorfismos avaliados.

*teste Fisher

# teste t-student
[ teste qui-quadrado
#teste Mann- Whitney




Tabela 18 - Caracteristicas demograficas e clinicas de pacientes com MFP (n=119) e polimorfismo em TET2 rs3736609 e TERT rs2736100.
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TET2 rs3736609

TERT rs2736100

Total TT TC +CC P OR (95% CI) Total CC CA+AA p OR (95% CI)
n 89 (%) n 17 (%) valor n 42 (%) n77 (%)  valor
Sexo
Feminino 43 34(38) 9(53) 0,28% 0,54(0,19- 50 18(43) 32(42) 1* 1,05(0,49-
1,56) 2,25)
Masculino 63 55(62) 8(47) 69 24(57) 45(58)
Idade med 76(26-97) 77(48-90) 0,75" 75,5(51-96) 77(26-97) 0,75"
(min-méax)
>60 90 76(85) 14(82) 0,96* 102 34(81) 68(88) 0,28*
<60 16 13(15) 3(18) 0,84 17 8(19) 9(12)
Risco
cardiovascular
Tabagismo
Sim 26 24(27) 2(12) 0,23* 2,7(0,58- 30 11(26) 19(25) 1* 1,08(0,45-
13,02) 2,56)
Néo 31 58
HAS
Sim 56 46(52) 10(59) 0,6* 0,74(0,26- 61 23(55) 38(49) 0,7% 1,2(0,56-
2,14) 2,57)
Néo 19 38
Diabetes
Sim 14 11(12) 3(18) 0,69* 0,65(0,16-2,6) 14 2(5) 12(16) 0,13* 0,27(0,05-
1,27)
Néo 40 65
Esplenomegalia
Sim 46 36(40) 10(59) 0,18* 0,47(0,16- 52 21(50) 31(40) 0,33* 13
1,36)
Néo 60 53(60) 7(41) 67 21(50) 46(60)
Trombose
Sim 37 31(35) 6(35) 1* 0,97(0,33-2,9) 39 13(31) 26(34) 0,83* 0,87(0,39-
1,97)
Nao 69 58(65) 11(65) 80 29(69) 51(66)



Exames
laboratoriais
Hb (g/dI)

Ht (%)

Leucocitos (x10%/L)
Neutréfilo (x10%/L)

Plaquetas (x10°/L)

Blastos MO
>5%

<5%
LDH U/L

Cariotipo
Favoravel

Intermediario
Mutacédo
JAKV617F
Sim

Nao

Mutacdo
JAK/STAT
Sim

Néo

Escore de risco
Baixo

71

10

63

43

26

17

12,6(6-22,4)

37(25-48)
12,5(0,7-86,5)
8(0-73,5)

741(1,79-2641)

4(4)
62(70)

804(240-6259)

39(44)

8(9)

55(62)

34(38)

21(24)
13(14)

19(21)

11,9(7,4-16,2)

38(17-66,8)
11,6(3-78,5)
8,3(1,4-58,5)

627(84-2179)

1(6)
9(53)

727(429,4-2505)

6(35)

2(12)

8(47)

9(53)

5(29)
4(24)

4(24)

0,98"

0,81"

0,78*
0,62¢

0,92¢

0,51*

0,99*

0,62*

0,28*

1*

0,58(0,05-5,7)

1,62(0,27-
9,53)

1,8(0,64-5,1)

1,29(0,29-5,7)

4

32

47

11

48

31

17

15

13,55(8-
22,4)

40,5(22-
66,8)
11,55(0,7-
78,5)
8,3(9-58,5)

721,5(22-
1540)

0
12(29)

831,1(401-
4198)

16(38)

1(3)

28(67)

14(33)

12(29)
2(5)

6

11,6(6-
16,4)

36,25(17-
49)
12,2(1,9-
86,5)
8,1(0,6-
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5 DISCUSSAO

Policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose priméaria (MFP)
pertencem ao grupo da NMP BCR::ABL1-negativas cléssicas, sdo relativamente incomuns e
heterogéneos na apresentacdo clinica e fisiopatoldgica. A abordagem diagndstica considera 0s
achados laboratoriais, biopsia da medula 6ssea para a avaliacdo de celularidade e fibrose,
pesquisa de mutagcbes nos genes da JAK2, CALR e MPL, e citogenética para identificacdo de
anormalidade cromossdmicas. As disparidades nas estimativas de incidéncia e sobrevida por
sexo e etnia sdo observadas, e fatores sociodemograficos e assistenciais influenciam no cuidado
e sobrevida de pacientes com NMP BCR:ABL1-negativas classicas (SAEIDI,
2016)(SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, 2017).

O papel das mutacbes em JAK2V6F JAK2 exon 12, CALR e MPL nas vias de
sinalizagdo JAK/STAT no desenvolvimento das NMP BCR::ABL1-negativas classicas vem
sendo estudado a muito tempo, contudo essas mutacdes ndo sdo sempre encontradas em
pacientes com NMP, e quando presentes ndo sdo especificos a uma entidade. Estudos recentes
sugeriram que mutacdes em genes envolvidos na senescéncia celular (TERT), sinalizacdo
JAK/STAT (SH2B3), diferenciacdo mieloide (GFI1B), danos e reparo do DNA (ATM,
CHEK?) e regulacdo epigenética (TET2) contribuem para o desenvolvimento das NMP. O
compromisso com uma melhor compreensdo da biologia e dos fatores de risco é primordial
para entender os critérios de diagnostico, os sistemas de classificacdo, as terapias
personalizadas, progndstico, auxiliando a prevenir ou reduzir a ocorréncia das NMP
BCR::ABL1-negativas classicas (TAPPER et al., 2015)(VAINCHENKER; KRALOVICS,
2017)(RUMI; CAZZOLA, 2017).

Ao diagnostico, as alteracdes citogenéticas sdo detectadas em menos de 5% nos
pacientes com TE, 15% dos pacientes com PV e de 30-50% dos pacientes com MFP, sendo que
as alteragdes mais comuns séo trissomia dos cromossomo 8 e 9, del(20q), ganho de material no
1q, del(1q) e del(13q). A analise da citogenética convencional € uma ferramenta de diagndstico
importante que auxilia 0 manejo clinico inicial e durante o curso clinico da doenca (WANG et
al., 2016)(CARAMAZZA et al., 2011)(TEFFERI et al., 2018).

No presente trabalho, cariétipo normal foi observado em 106 (86%;106/124) pacientes.
Anormalidade cromossomicas foram observadas em 17 (14%;17/124) pacientes. As

anormalidades cromossémicas mais observadas envolveram os cromossomos 1q, 3q, 449, 59,
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69, 10q, 119, monossomia dos cromossomos 7,13 el7 e trissomia dos cromossomos 8, 9, 12,
13, alteracdes frequentemente observadas na literatura (TEFFERI et al., 2018).

ModificacOes epigenéticas como metilacdo do DNA ou metilacdo e acetilagdo das
histonas desempenham um papel fundamental na proliferacdo e diferenciagéo, e sua
desregulacdo leva a funcéo aberrante das células tronco e a tumorigénese. A familia da proteina
TET2 compartilha regiGes altamente conservadas, TET1 é a abreviacdo para tem-eleven
translocation 1, e € o nome do gene localizado no cromossomo 10922, que esta associado a
translocacdo t(10;11)(g22;923) presente na LMA. O gene TET2 esta localizado no cromossomo
4024, que é uma regido de quebra envolvido em outras translocacdes em LMA: t(3;4)(q26;q24),
t(4:5)(q24;p16), t(4;7)(q24;921) e del(4)(q23q24) (NAKAJIMA; KUNIMOTO, 2014).

A proteina TET2 tem um importante papel na regulacao epigenética, na diferenciacao
de progenitores celulares e no desenvolvimento das neoplasias hematoldgicas. As mutagdes em
TET2 sdo encontradas em 5 -17% dos casos de NMP, essas mutacGes afetam a atividade
enzimatica da enzima TET2 dioxigenase, resultando na falha da conversdo de 5-metilcitosina
em 5-hidroximetilcitosina (5-hmc). Mutacdes nas regides codificadoras de TET2 levam a perda
de funcdo da proteina TETZ2, reduzem os niveis de 5-hmc e causam aumento da diferenciacédo
de mondcitos/granulocitos em detrimento da diferenciacdo eritroide/linfoide, sendo assim, um
importante regulador da mielopoiese (LI et al., 2015)(BOWMAN; LEVINE, 2017).

Zhang e colaboradores realizaram uma analise de associa¢do do polimorfismo TET2
rs3733609 com a predisposicdo para a ocorréncia de NMP BCR::ABL1-negativas classicas
com mutacgdo JAK2V®1’F O alelo C do polimorfismo rs3733609 foi um alelo de predisposicio
para 0 desenvolvimento de NMP BCR::ABL1-negativas classicas com mutagido JAK2V6L'F
(OR=2,361; p=0,01). Os pacientes com o alelo C do polimorfismo rs3733609, apresentaram
aumento nos valores de leucocitos, plaquetas, hemoglobina, maior incidéncia de
hepatoesplenomegalia e eventos trombético (p<0,001) indicando que o alelo C contribui para a
hematopoiese mieloide, principalmente na formagao de coldnias eritroides (p=0,005) (SHEN
et al., 2016).

Na coorte estudo do presente trabalho, avaliamos a associacdo do polimorfismo TET2
rs3733609 com as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com NMP BCR::ABL1
-negativas classicas. A presenca dos alelos C e T foram analisados em toda a coorte, no grupo
NMP BCR::ABL1-negativas classicas e mutacio JAKV®Y'F e individualmente para cada
entidade; PV, TE e MFP. Entretanto, ndo observamos diferenca estatistica entre as variaveis

demogréficas (sexo e idade), risco cardiovascular (tabagismo, hipertensao, diabetes), eventos
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hemorragicos e tromboticos, esplenomegalia, anormalidade cromossémicas, evolugdo para
LMA e dbito entre os grupos analisados.

Carcinogénese € um processo complexo, influenciado por fatores genéticos e ambiental,
como tabagismo, ma alimentacdo, sedentarismo, alteragdes reprodutivas, crescimento e
envelhecimento da populagcdo (DRATWA et al., 2020).Telomerase sdo estruturas localizadas
na regido terminal do cromossomo, mantem a integridade e protege dos danos no DNA e fusdo
de ponta. Teldmeros curtos podem causar instabilidade cromossdémica, e consequentemente
contribuir para o desenvolvimento do cancer. A transcriptase reversa da telomerase (TERT),
unidade catalitica da telomerase, mantem a estabilidade dos telémeros. O gene TERT esta
localizado na regido cromossdmica 5p15.3 (PESTANA et al., 2017). O polimorfismo TERT
rs2736100 T>G localizado no segundo intron do gene TERT foi associado com cancer gastrico
(DRATWA et al., 2020).

Tang e colaboradores em 2017, realizaram um estudo retrospectivo que incluiu 72
estudos derivados de 61 artigos com um total de 108.248 pacientes e 161.472 individuos
saudaveis com o objetivo de avaliar com maior precisdo a relacdo do polimorfismo rs2736100
e o risco de desenvolver cancer. Os 72 estudos foram realizados em varios tipos de cancer
incluindo céncer de pulméo (28 estudos), glioma (5), colorretal (4), bexiga (4), NMP (4),
gastricas (3), LMA (2), mama (2), melanoma (2), tireoide (2) e outro cancer (16). Desses
estudos, 37 foram realizados em asiaticos e 35 em caucasianos. Na maioria desses estudos, a
frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo rs2736100 em TERT nos individuos saudaveis
seguiu o equilibrio de Hardy — Weinberg (LI et al., 2017). A analise dos resultados foi realizada
com base no tipo de céncer, etnia dos pacientes e tamanho da amostra. Foi observado
heterogeneidade para os cinco modelos genéticos em razdo da diferenca dos grupos étnicos,
asiaticos e caucasianos. Assim, o efeito aleatdrio foi aplicado para calcular odds ratio (ORs),
devido a indisponibilidade de informacdes relacionados a idade, sexo, tabagismo, etilismo e
exposicdo ambiental para os pacientes e individuos saudaveis, e isso limitou explorar as
interacOes gene e ambiente. O polimorfismo TERT rs2736100 foi associado ao risco geral de
cancer por meio de todos os cinco modelos genéticos: modelo homozigoto (GG vs. TT) OR =
1,39, 95%, intervalo de confianca (CI) = 1,26 -1,54, p<0,001; modelo heterozigoto (TG vs TT)
OR =1,16, 95% CI = 1,11 — 1,23, p<0,001; modelo dominante ( TG + GG vs TT) OR =1,23,
95% CI =1,15-1,31, p<0,001; modelo recessivo (GG vs TG+ TT) OR =1,25, 95% CI = 1,16-
1,35, p<0,001; modelo alélico (Gvs T) OR =1,17, 95% CI = 1,12 -1,23, p<0,001. A metanalise
indicou que o alelo G do polimorfismo TERT rs2736100 esta associado com o aumento do

risco geral de cancer, contudo, mais estudos envolvendo pacientes de diferentes etnias sao
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necessarios para confirmar os resultados encontrados nesse estudo de Tang e colaboradores (LI
etal., 2017).

O polimorfismo rs2736100 no gene TERT foi recentemente associado com o aumento
do risco de desenvolver NMP em caucasianos, no entanto, ndo se sabe se essa associagao esta
presente em outras populacdes étnicas, e se as frequéncias alélicas C e A (respectivamente G e
T) refletem a incidéncia de NMP em uma populacdo. Dahlstrom e colaboradores avaliaram o
polimorfismo TERT rs2736100 C>A em 126 pacientes da Suécia e 101 pacientes da China, e
controles pareados em etnia, sexo e idade. Os controles chineses apresentaram uma frequéncia
maior do alelo A e baixa frequéncia do alelo C comparado com os controles da Suécia (57,4 vs
47% para alelo A, 42,6 vs 53% para o alelo C, p=0,006). Ambos os pacientes da Suécia e da
China apresentaram uma alta frequéncia do alelo C comparado com os controles (62,7 vs53%
e 57,4 vs 42,6% para suicos e chineses, respectivamente, p=0,0004) (DAHLSTROM et al.,
2016).

Trifa e colaboradores realizaram um estudo com 529 pacientes com NMP BCR:ABL1
negativas cléssicas e mutagdo JAK2VéF CALR e MPL positivo, sendo 184 com diagnostico
de PV, 271 com TE e 74 com MFP, e 433 controles saudaveis, sexo e idade pareados com 0s
pacientes. Os gendtipos CC e CA do polimorfismo TERT rs2736100 é mais frequente na coorte
de pacientes quando comparado com os controles (OR =2,4;95% CI=1,7 -3,3;
p<0,0001)(TRIFA et al., 2016). O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto dos
polimorfismos nas caracteristicas demogréaficas, clinicas e desfechos dos pacientes com NMP
BCR::ABL1-negativas classicas, de forma que controles saudaveis ndo foram avaliados.

Oddsson e colaboradores analisaram variantes germinativas com associagdo como 0
desenvolvimento de NMP; 237 pacientes com diagnostico de NMP, incluindo 98 com PV, 40
com TE e 26 com MFP e 34128 individuos saudaveis foram avaliados. Na analise multivariada,
foi observado a associacdo do alelo C do polimorfismo TERT rs2736100 com o
desenvolvimento das NMP BCR::ABL1- negativas cléssicas (OR 2,32 para PV, 2,25 TE e 2,42
MFP). Foi observado a associacgao do alelo C do polimorfismo TERT rs2736100 com aumento
da contagem de hemoglobina (p<0,0009), plaquetas (p<0,0005) e leucocitos (p<0,0004), esses
resultados demostram o efeito do alelo C polimorfismo rs2736100 sobre a proliferacdo de
células derivadas de um progenitor mieloide comum (Oddsson et al.,2014).

No presente estudo, o polimorfismo TET2 rs3733609 TC + CC esteve associado com
maior frequéncia de hipertensdo arterial sistémica em pacientes com NMP classicas com
mutacdo JAK2V8F maior mediana de contagem de plaquetas em pacientes com PV, e maior

mediana de LDH e maior frequéncia de mutacdo em genes da via JAK/STAT em pacientes com
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TE, comparado com pacientes com polimorfismo TET2 rs3733609 TT. Os resultados néo
confirmam dados publicados na literatura (SHEN et al., 2016), mas estudos em coorte
adicionais sdo necessarios para melhor elucidacdo do impacto do polimorfismo TET2
rs3733609 no fendtipo e desfechos clinicos de pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas
classicas. O polimorfismo TERT rs2736100 CA + AA esteve associado com menor valor da
mediana de hemoglobina, hematdcrito, contagem de neutréfilos, menor frequéncia de mutacdes
no gene da JAK2V61’F e maior frequéncia de diabetes mellitus tipo 2 na coorte de pacientes com
NMP classicas, menor valor da mediana de hemoglobina na coorte de pacientes com NMP
classicas com mutagdo JAK2V®1F menor mediana de contagem de leucdcitos e neutrofilos na
coorte de pacientes com PV, menor mediana de contagem de hemoglobina e hematdcrito em
pacientes com MFP. Os resultados estdo de acordo com dados da literatura que indicam que a
variante da sequéncia germinativa TERT rs2736100_C estd associada a maiores niveis de
hemoglobina, contagem de leucdcitos e contagem de plaquetas em pacientes com NMP
(Oddsson et al.,2014).

O trabalho permitiu a caracterizacao da coorte de NMP BCR::ABL1 negativas classicas
em seguimento em nossa instituicdo, bem como evidenciou a importancia dos achados
laboratoriais, achados morfologicos da biopsia da medula 0ssea, alteracGes citogeneticas e

moleculares (mutacdes nos genes da JAK2, CALR e MPL) no diagnostico dos pacientes.
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O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes conclusoes:
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I. A caracterizacdo demografica, clinica e molecular dos pacientes com NMP

BCR::ABL1-negativas classicas em seguimento no HC FMRP USP esta de acordo com

as descricOes da literatura. A realizacdo do trabalho viabilizou a investigacdo de

alteracBes citogenéticas através da citogenética convencional em pacientes com

diagndstico de NMP BCR::ABL1-negativas cléssicas. O cari6tipo normal foi observado

em 106 (86%;106/124) pacientes, e a alteracdo citogenética foi observada em 17

(14%;17/124). As anormalidades cromossdémicas mais frequentes envolveram o0s

cromossomos 1q, 3q, 44, 5q, 64, 10q, 11g, monossomia dos cromossomos 7, 13 e 17 e

trissomia dos cromossomos 8, 9, 12 e 13.

Il. O estudo da frequéncia e o impacto clinico do polimorfismo TET2 rs3733609 em 227

pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas classicas evidenciou que os gendtipos TT,

CT e CC foram observados em 84%, 14% e 1,8% dos pacientes, respectivamente. O

polimorfismo TET2 rs3733609 TC + CC esteve associado com maior frequéncia de

hipertensdo arterial sisttmica em pacientes com NMP classicas com mutagdo

JAK2VEIF “maior mediana de contagem de plaquetas em pacientes com PV, e maior

mediana de LDH e maior frequéncia de mutacdo em genes da via JAK/STAT em

pacientes com TE, comparado com pacientes com polimorfismo TET2 rs3733609 TT.

I1l. O estudo da frequéncia e o impacto clinico do polimorfismo TERT rs2736100 em 242

pacientes com NMP BCR::ABL1-negativas classicas evidenciou que os genétipos CC,

CA e AA foram observados em 37%, 49% e 14% dos pacientes, respectivamente. O

polimorfismo TERT rs2736100 CA + AA esteve associado com menor valor da

mediana de hemoglobina, hematdcrito, contagem de neutréfilos, menor frequéncia de

mutacdes no gene da JAK2VY'F e maior frequéncia de diabetes mellitus tipo 2 na coorte

de pacientes com NMP classicas, menor valor da mediana de hemoglobina na coorte de

pacientes com NMP classicas com mutagdo JAK2V®'F menor mediana de contagem de

leucacitos e neutrofilos na coorte de pacientes com PV, menor mediana de contagem de

hemoglobina e hematocrito em pacientes com MFP.
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megacaridcitos. Geraiments, sdo reconhecidas duas fases da PV uma fase policitémica, associada 4 nivel
elevado de hemoglobina, hematdcrito € aumento da massa de hemacias, € uma fase de mislofibrose
paspolicitémica (mielofibrose pds-PV), na qual citopenias, incluindo anemia, estio associados a
hematopoese ineficaz, fibrose da medula éssea, hematopoese extramedular e hiperesplenismo. A
progressae natural da PV também inclui uma baixa incidéncia de evelugdo para uma fase
mielodizplasica/pré-leucémica efou fase de explosdo (isto &, leucemia aguda). Todas as causas de
ernitrocitose secundaria, policitemia hereditaria e outras NMP's devem ser excluidas (1). O diagnostico requer
associagdo das caracteristicas clinicas, laboratoriais e histoldgicas da medula dssea. TROMBOCITEMIA
ESSENCIALA trombocitemia essencial (TE) € uma NMP que envolve principalmente a linhagem
megacariocitica. E caracterizada por trombocitose sustentada (contagem de plagquetas 450 x 109/L) no
sangue periférico, aumento do ndmero de megacaridcitos maduros grandes na medula dssea e clinicaments
pela ocorréncia de trombose efou hemaorragia. Como ndo existe um marcador genético ou bioldgico
conhecido para TE, outras causas de trombocitose devem ser excluidas, incluinde outras NMPs, distirbios
inflamatérios e infecciosos, hemorragias e outros tipos de neoplasias hematopoéticas e ndo-
hematoposticas. A presenca da fusio do gene BCR-ABL1 exclui o diagnostico de TE (1). MIELCFIBROSE
PRIMARIAA mislofibross primdria (MFF) & uma neoplasia mieloproliferativa clonal (MMP) caracterizada por
uma proliferagdo predominantements de megacariocitos e granuldcitos anormmais na medula éssea, que na
doenga totalmente desenvolvida estio associados a4 deposigdo reativa do tecide conjuntivo fibroso e a
hematopoese extramedular. Ha uma evolugo gradual de um estagio inicial préfibroticofinicial, caracterizado
por medula ossea hipercelular com fibrose reticulina ausente ou minima, para um estagio fibrotico evidente
com reticulina ou fibrose colagena acentuada na medula 6ssea e, frequentemente, ostecsclerose. O estagio
fibrotico do MFP & clinicamente caracterizado por leucoeritroblastose no sangue, hepatomegalia e
esplenomegalia (1). MUTA(;.E]ES JAKZVE1TF EM NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVASJAKZ & uma
firosina-quinase citoplasmatica, necessaria para a transdugio de sinal dos receptores de citocina tipo |, que
inclui os de fator de estimulagdo de trombopoetina, eritropoetina e coldnia de granuldcitos (G-CSF) e,
portanto, desempenha um papel vital na miglopoese (3). Uma mutagdo pontual adquirida somaticamente
G=T gue substitui valina por fenilalanina na posigdo 617 (VE17F) no éxon 14 do JAK2 (JAKZVE1TF), ou
insergdes e delecdes raras no éxon 12 que foram descobertas posteriormente (8), s&o encontradas na vasta
maioria dos pacientes com PV._ Além disso, o JAKZVE1TF também & encontrado em mais da metade dos
pacientss com TE & MFP. Como resultado, o teste de mutagdo JAK2 tornou-se firmemente incorporado
como uma investigagio de primeira linha em protocolos
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o diggndation cliniod pamn packnies oom Suspeia de NMP [1,5,6)4 mulagho JAKIVEITF otome no
i JHE (O "l 0N aee™) o NEsUla i Stk conlimatie 0 Do ine ol inass JH1. O e
Pk quial w0 oooime eslE Se omands cada vz mais clane (4 Em msumo, hd evisinoias o que & mutagao
pod @ Mz @ fungdo sutcinibitdna do dominin JHI atravds de allsmdies na comiormag s JH1- JH2 [The
i ligeado O adoniging rifoalats (ATP ) (2] Mulsibis no

daon 13, loalizadas eming F533 @ FHAT, na regilo o ligagde enre of dominios SH2 o JHZ, alo
enconirada em 1-2% dos packenies com PV (B0 Essas muiaodes ambdm ndizem aivagdo consiituliva,
ds & Malor rad gus JAKIVE1TF, oo msksr foforilagis &b JAKD & ativipds da vis MAPE, akim oo
sl el € CreSCimenio s pendame 0o ciocinas (D) O mecanismo poels gual E5as mtapies agem &
o conhedidn, mas, dada & sua lecalizagdo, & provivel gue elas mmbdm pariurbom as inlenagbes no
doming JH1-JH3. Aém dsso, dversos papbis nbo canbricos lambdm loram desorios pam o JAKE que
pood @i S0 @lleredod por mutaghes patog Enices. Werfioou-se gue JAK2 5o localza no noces, o di poda
foatrilar & trocsing 41 na histona HI [(11]. ks fam S Se400i 00 30 sy da sapresads du LMOD, quo
el impicado na leucemogbnese. 5 cepressie de JARIVEITF lambdm fol associada, in vilno, @ um
ERATHED C TECOTEG (0 PeMloge, & @l 0o Mcanismos G0 nepane de DA, aned pledia o edusiEo
o wirn fenddpn de molader [13). Abm disso, axisiem Gaddncas de que JAKZIVERNTF podi aiimentad a
proadii gl e eapdboin s realivas O ook & eI B resposta apoplilica & dancs no DMA, inibinds & via
o desaminagio Bol-wl (12,1445 NMPS persisiam por kngos

P bl B PECGTIES, IGoLnES Gud 8 mtachs JARIVETTF oot e cdulas oom capatidade oo
sl R R @ hongs prazo. D fake, o JARIVETTF & detectdos] aim Llbalas-troned harralopod o [CTH
Eoladas por chiomatia G Moeo atravds do usd di Mancatones oF SupeTion oHukin Carmoinishoos o Wbk
populagdies (CO3= CO3E- SO0+ Lin, bom oomd am meskedes di Bnhagom miitipls obuas o, om aljuns
esludos, céluas Bnfoides {(1516) AMM dise0, oom odelos G CEmundon jos knockin Gue expnessam
condicionaiments JMMKIVETTF, aa cdlilaa de propagacio da doangs NMP s mosiraram CTHS o
Capachiaie di auloirencyaids o ago prazo (TTMe entanio, lambbm axEiem indmenas inhas de
e S QU SUgEnem gue o JAKPVETTF ndo confens uims fone vantagem donal &s CTHS. Mo packemies,
& cergE do ekl

JARIYE1TF parmandos astded pod dbiadas, geralments am nivels muio bakos, &m wez o samaniar
gradualmente (18, 19). Ao avalied as cblde CO34+ CO38- CTH o pacenies com MMP (PY @ ET) com
JAKIVEATF, uma axpansdo donal sgmilcativg nds il domonsireds (20]. Aldmn deso, as odldas CDO4+
CTH @& pacienies com PY que hospadam a mulaglo JAKIVEITF exibem um enxens pobng &m
camundcenges NODECIVILZR gama-uls {imunodelicentes] am osmgaragso
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com olbalas do o sekagem (21, 22) Aooen emenie, 8 muagis JARKIVETTF tam bim il demon siada no
sanges di ndividuos nomals Sem men hums an emaldaede hematoligos evWdents (23-25).4 capacdads de
cisras motactes de aumentar @ vaniagem donal de CTHs o progenBones mutadcs em JARKZIVETTF il
demonsirada em esivdos que invesigam o pepel da

concorénoa di malsgss am TETT (Wa-dliven Fanslocaiion medyloyiosing Sodygenass 2) & A2,
realizadas com clldas-tronco o padienis (28, 7] oo modekos de camundongos ransginioss (28, 29). Valke
ressaliar, no enianio, gue m um nomens signifoaivo o peckentes com mulsEs no JAKIWEITF, muilsgbes
ST S ionEs Nk Foram demdnsined as (307, | S50 S i Gk tiras Tlores podem Midiilar & S
das odiulas ironoo & infleenciar o desenvolvimenio de HMP no comexie de JAKZWE1TF MUTAC OES WMPL
EM HEDOPLASIAS MIELOPROLIFERATVAERDS 50-

0% dng casos o TE @ MFP ndo apraseniam motaptes no JAKD. Mutaphes somdices adpundes no gend
MPL [ohiogand &0 virus da ool

misloproiiengiiva; 1p3d) esibo presenies om apeod madam enie 4% dos peciendes oom TE & abd 105 dos
paciening oom MFF (31, 37). O MIPL

civdifoa o necepior de Tpo, & princigal ciocing estimuledons & megacanopoese. expicando & falla dessas
madnpies na PY (33} Ma grande maons

G906 [RChHTIES, a5 mulagies no JAKT & no MIPL S50 st amenie enclusivas, Sugring o qu &5 mugles no
MPL i afelns semelhanies nos

ewnnioG o sinalizagde a jusanis (34). MUTALOES CALR EM NEDOPLASIAS MIEL DFROLIFERATIVASEM
2013, airavis da meiodologia e

SEquEnciaments & Rova gErapss, & dentifoagdo de mulagdes om dalretitding (CALR) am T0-20 % 4o
pachrries oo MEF preencheram a ecuna

S0 erded Mo o patcoln ese moleoular dos patienies oom MMP negaelives para JAKI & MIPLD, 10, As
masdahes ¢m CALR maks freguenies

{-B0%], consisiem am inserpbes @ § ou delegdes fd doom O, & 5bo dassihcadas em Gpo-1 (L3ETEEE,
celeplo de S2pb] & lips-2 (K38585°4T, insergso

de Spb) Todas as ouiras mutades podem s&f calegonzadas como semelhanies aos dpos 1 ou 2,
dependende e debsido (lipo 1) ou inserglo (lpo

) o aminodoiios na porlo C-lemuinaid-12 How J., Hobbs G.5. & Mullally A revissram o xisdo da ans
sobre muisphes om CALR &m HMP, & oz

ERCipaE Epin Seris 2oul deslacados 13, As miutates am CALR compartiham o mesms afaio, & pend
30 BOEL & & gerads G UM N
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domdnis C-ieminal com carga ek posiiva, g iem oomo resulado um o gank G fun pho & probsing @
PO & Interacio Tisiea enire & CALR @

@ MPL mo RE15.16. A peoteing CALR mulants rafegs atranids &0 AE & &6 ke a0 MPL imatine O GO
CALR miutanbe-MPL & tran spaoriad o,

avavis do compliin S Golgl, para & supeiice cebdar. O esuleds da interaido paiopinica de CALR
magdanne-MPL & a alivagdo oo sinalzacio

MPL-LARIETATS indeperaienis de Bgante gus resula na exdpanslo donal da cdhda-romon hemaiopoidiio
O OG0 PREID & migecandciss. Em TE,

& presenga e mulagds CALR skl assocdada a makor scbrevida Bvne di iromBose om cOmMSsiagso @
pachenies com mulagso JAKE ou MPL, mas

Mo o relapdo o packnies riplo regatives20-22. Em TE, o gendiips nbo estd assodado & sobrevida.
Entrelanta, @m MFP, & presdnias di mulsgs

CALR prediz mehr sobrovida global, smguanto gue peecienies niphe: negadvos apresentam a peor sobrevida,
g forma guae @ ausdnola e mulagio

Cal R fod Inoorporada & sistemas de esraificacso de rsco para MFF23-25 VARIACOES GENETICAS E
MUTACOES TETZ EM MEOPLAEIAS

MIELCPRCLIFERATIVAEVERES Nieraobes gendtioes sditcnals moldam &b contagidnoas moleodanes,
cluanss ¢ chinicas das mutagies nas

M. A variagio consiiucdonal gue predispde as NMPs pode ser classilicada em 2 grupos: (1) vananies
COMUnS, prevalames ra populapio, qu

resadiam om uma pegusna redsposiodo & NMP; @ (2] varianies rarss, fregueniemanie enooniradas &m
MNP Famllanes, Qua Dod SUlim ama

penEiragas maks alta para & doenga Exsmplos bam conheckios 4o primaens inclusm o hapkilipe JAEZ 4601,
B oo o peodimaorfsmos de nucheotiteo

mioo no gons TERT, que confensm uma chance de 1,5 8 3.5 vezes maos de NMP (47 Vinios ooais de
predEposicdo adconak para MEPs foam

PR T Idenafnd oh anire genes aveihedos na senesclncla eluar (TERT), sinalzagds JAK-STAT
{EHIBI). dlerendagiio mislods (GFTE)

danos @ mepars 9o DRA (ATM, CHERZ2) @ regulaclo epigendlica (TETT] isso sugens que o fundo gendbios
O N i riai v ol i inciviciu: podes

infuerciar diversas fungdes miuanes bdgicas pars aoeniuar &5 cons equinciss mokouanes o oHulares
dos dones nasoemies S MMP apds a

S D G rastates fenolipiias do driver (4210 TET2 convens S-medlcRosing (Srml] m 5-
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P rosimetilitosing (S-hmiC), um procEsss que &

considerado paticulam enie imponanis para o egulacho de genes am clluleE-tronco & deserwokinen o
ambriondna. Dbsena-5e wma redecho no §

-hmC em pacienies com TET2 mulads & auments da capacidade de aubormenovaphs o dfensnoiacio
migloide (43,44} Sabe-se que o clusier HOMA,

implicade no comprometiments 3a linhagem misloide, & reguledo pelo TET2, sugerindo um possive
macanisms pelo qual mutagbes TET2 resulem

meoplasia misode (45).Mutacdes em TET2 com penda & funclo sdo enconiradas em § & 17% dos
pacientes com MMP [268). Os modelos muninos

civm fungdo TET2 alenissda exibem o expanalo 0o compardmento de CTH. A penda & TETZ2 resulla em
profferagls mislomonoolios &

caracteristoas fenotipitas semalhamies & leucemia momonoolica cnimdoa (CMML) (39). D falo, o
distirbios miskeSsplisiccamdoproiferativos

| SR | geralmente el ponda bakiica de TET2, airavis 32 Souisigdo do mulapdes no Omposio
TET2 ou pirda de helerazigose no

Cromassnmd Sy2d (25]. Demonainou-Se Gu o lumores oom TET2 mutado exbem niveis reduzidos de 5-
FmiC (£0). CHnicamente, um esiuds

oSO QU 05 mulaplaes o TETE eido associadas o um FE0s aumontad o de rarsfemagio Rueolmioa o
MmN S0beeVESS, Mas oulnos esiudos

P} ENCONIaNam es5as assoniagies dinkcas (41) Curicsamente, fomam enooniadas mi modes am TETZ em
midhenes i0sas noTeals que

apreseniam hemaloposse chonal na ausdncia de qualquer arormalidads Nos parimeie S0 Ramograma
{24} Esla descoberia, @m conjunios oom

il o5 di e hoss MRATinGe, SUgEnE QU a5 mulaphes TETZ conenem Uma vantagem dhonal ao nivel de CTH,
& T o impusionar 8

superprodecdo S cdlulas erilrdides afou megacariccilicas, caraciensica das NMPs.Dados di modsles
Mg com JAKIVETTF, bam ooms a

peerda die TETZ, mostram que a muleido em TETZ pode conferi uma vamagem donal de cdlulas-ronos em
ciflulas mutadas por JARD @ ajudar a

propagar & aoslerar fendlpos di doengas (28} O eleilos das miiagdes TET2 na sstorencvacSo das CTH
peod e alberar o fendiipos S NMP além

S simphEsments proporcionar uma vantapen o odlulas-tonos aos dones de HMP. Em um esiudo de
HWFs mulados para TET2 @ JAKE, verifoouss que @ ordem na qual essas mulagdes foeam
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i uidas eSinva BSS0ckada & idaoe 00 PECTiE N apreseniacis, [ S (o hommaTigoes

JAEZENTF, intidéncia oo complicacbes irombdlicas & Tendlips da doenga na apresentaido. Porania,
paiehE QUi & capackiade de expansdo de um

subclone homozigoin LAKIVELTF tambdm pode esiar relaconada & raluneza 4o clones Conoormenies na
mapa Ul s S, BT DOMRD & O Tas

midates ji presenies na odula quands @ homosigoss JAKIE]TF & adouirida. As mulsQles no TET2 mdds
ErarEoRm tviar assooiadas & subdpos

pariiculres de HMP, mas foram encomirad as, &m um asheds, comeasonaias oom pives mas pobees G
sobevida global & progressdo aumentada

i LA (41 L SWF rs3T335080 TETZPolimorfismos de nudeoiideds dnico [SNPs) podem infuenoar o ourss
i doeni(E & o resdings Gas e s

Fetimaldgicas, O haphdipo GGOC ou 468" mo lbos JAK2 pedspbe & MNP esporddioa « famdliar positive
para JARCE (4B-50) Roorndem emie, ol

relaiads qui & vanane da sequlncls gorming e aET36 100 C no TERT it pars o BMP esporsdos @
famdiar {51, B2). Essas variaptes

germinativas nos lod JAKS & TERT podem explcar parie do rsoe da populacio de desewokiar NP, &
prEsenpa o Taiores genddons

modlicadones 00 hospdein ou muEples concomBaniis &M ouiros genes, coma TETZ, ASXL1, podem
M lar o femddpn HMP & coniribaln para a

paloginess de MMP (53-55) 0 gendiipe TET.2 rs3 732600 O esieve assockad o & mak oo de NP [odds
rafio [OR] = 2361; P = 0,01]. Padentes

com MMP @ gendiips rs3T33600 CIT apresentaram aumeniou da conoeniagls de hemoglobing, da
CORGapEMm oF luchoiins & plagsstas, hiperplasia

g meduls dssea, esplenomegala ¢ hapaiomegalla em comparacio com o gendtipo TIT. Eventcs
trombaficos foram mals comuns &m packniss Lom

P com rs37 33500 CIT &0 que nagueles oom gendiips TiT. Fol obssnsds qui a Trequincia do gendiipo
re3TIIGEN CIT (localzado no dwon § do

TETE] & mor &m paciemies oom NMP g0 gu no grapds oominss, saeindo que o TET2 3733608 CT eshl
adsociadn & uma pred s poskcio &

KPPz asponidica. A presenga do SMP TET2 mIT33609 CT tambdém ol relacionada a piones pandimeiros
Ferimaindiioos @ & mahor inchidn cia o

weunics rombiiion ¢ epaisesplenomegala (088 deiecplo de polimoismes Qus s oormslacionam oom o
ferditino de MMP & Suss complicagies
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aandia no emendimenio da fisiopatoiogia da doenpa MOSSO eshudy profende avaliar & oomelagso enine
presenpa do MNP TET2 meaTiIe0d & porlmeircs clinkos om pacienies com disgrdstion de MMF.

b

Saerd lestada a hipdlese que o gendlips TET2 3733608 0T esld associado a mssor rso o NP @ gue o
gendlipe TETZ rs3TI3609 O esid associads com Tendlps de MMP oom makr concenragdo de
Fetimcgiobing, da contagem de leeodoilns & plaquetas, @ maior incidiéncis de evenios rombdlicos, em
comparagdo com o gendtipo TIT.

METODOLOGIA PROPOSTA

Caguisiica

Sl inolu ko N0 eS8 00, W QIupo d @ COmMsss & Ui grupd: de pacentes oo MeP.

O grupo e confroles iRcluird individeos gue doaram sangue ro Hemooeniro & Ribeirdo Pretc; serlo

utlizadas amosiras & sarger poilénico

PEMarescenies dos sies de sorokogia realizados na rofng 4o aten dimenie do Josdor G Sangues, @penas
infeamagtes Sobig Sl & dade serio

oblidas dos ragisos dos doadores de sangue. Prevemos & indlusds de 200 cominskes.

O grugs de packenies com MMP incluird padenes aSdios (adma de 18 anos) com diagrdstioo S MWE
classfcadas comd PV, TE &« MFP abendidos

e Hospital das Clinkcas da Faculdade @ Medicing de Riberdo Preio da Universidade de Sdo Pado
{HCFMRP-USP]. Prevemos & inclusbo de 200

pacienies com MMP. O diagnéstcn dos packentes serd confimado oom base em dados dinicos, de
Femegyrama, mikgrama, bidesia de medida

ddsda & bogia molscular. O dagnissios definiivo Saguin os oritdrics recomddad o pela Organizegdo
Migndial da Sadde 2017, Dados

demogrilioss & dindoos serdo cbidas do pronbsdns médios: dade, sexs, pardmeros do hemograma,
visceromengalias (eaame fsio), mislegrama,

Bidpsia de medula dssoa, mataglo JAKD & calbeiiculing, Faiamenios recebidss, presenpa oF venics
tromboambdions, evoleclo pana bastemis

mbslcdoe aguaa, daia oo dagrdsaiion, data da dima avalapds o s Pam os indkiducs. oom HMP, senlo
LR ERA06 Mateial remaresoomie Lolitado

para fins de exame dagnéstios de pesquisa de muE@s JAKIVEITF, ndo haverd neessid aoe G
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petada & colvla espacilos pana o eshedo.

Otvingdo do DMA. Apds a obiengdo oo malerial o Sangue perirco manssoenie dos s oo inagem
O oaiones O Sangu, dar-se-d o

B0 OSSO das amosiras. O DA gendmiod Send exiraido & paril do Sangess tofal, airayds do Kt
Genira Puregene Blccd (Diagen], de acondo

cinmi erieningdes oo Rbricanne. Resamidamaenie, senl ullzeds solupdo di B di hemdoias, soluglo di ke
o g hdies brancoos & Sol s dis

precipiacls do probing para relirada dos resios celulanss. Posterionments Send usado Eopropancl pana
precipiaci do ODMA & solsglo de

hidratagas de ONA para reconsiiuiglio do polel. Apds & exiragdo, @ imegridade & & conoeniragso oo DRA
seflo virfiadas araads da eiuns em

apaneie Nan Vue GE. Todas &t amosiras die DNE edraidas sendo amarensias om freieer 2070

Fara as amosias g packenbes com HMP, serlo ullzadaes amosias pemanesoenies oo DA exiraddo di
sangue paridrico, ooleindas na coasiio do

diagnisico ¢ profesiadas para colvla o DNA ¢ pesguiss da mulago JAKZWETTF, essendal para o
diagndsico de HEP.

Anilise do SHF TETZ rs3733600 ¢ TERT mE736100

& presenga do SHP TETE rs3T33600 & TERT rs2736100 serd avallada airawés da ibonica de qPFCR [do
inghts, Foeal-Time Quanikative PCR),

willzands o egdpaments 7500 (Applied biosystems, EUA) & & mecdologia TagMan® [Assay 1D
C_ 25994807 _10 [distriminagio aldica CC, TT ou

CT] & Assay 1000 1844008 10 [discriminaghs akiica A&, CC o ACT). Hesse meiodo, & decriminagio
aldlica ¢ realrads aravds de sondas de

Fidnise, onsnda da lberagdo & afvapds de ums lusooomo igadss o uma sonda o hidnddise especifios pam
cada aldo do polmoriams de

inieresse. Serdd ullzades 5 pl do Masterhix, 0,5 yl da sonda especificn. 2 pl die DR {50 ngy pli 2,5 6l
O dgua ascclavada. A reailo serd

submedida a 95°C 10 minidtcs, 50°C 3 minuios, segulo de £0 cidlos 95°C 10 segundcs, B0°C 1 min &m
eguipamento de PCR em tempo real. O

eolipamento de PCR em femps real gue send uilzads & o T500 verssoe 208

Critfrio de Inousdo

Gupo S pocknizs o HMP.Diagrdaion de MP;-Ser makor gue 18 anos.

G po S oo ke Doedor G sangiss no Homoosn iny de Ribeiido Predo -Ser masor gue 18 anos.

Endersca:  CAMPLES UNMIRSITARID

Bairrs:  MORTE ALEGRE CEP: W M8
ur- = Municipic:  FIDOIRAO PRETD
Telaborm-  |1E03813-2228 Fax: (IE[ET- 14 E-nall: copdnop s br
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o 3 Parscer §ald I7

Crindro o Exclusdo:

Grupo g padiantes com MEP-Reciss @M assing TOLE (Exorn, S8 pecime ¥in & Sbilo) -Ausincia ou badm
Fuabdade do material colhide 80

diagriaion

Grupo o connoles-Ausénoia de maienal de sangue periférion remanesombe oS Exames de Fiagoem da

SoChn i Do

Objetivo da Pesquisa:

O iiven Priemn drio:

1

Db Scin diirko

BAyaliar & associechs do polimofasma TETE rs3T33600 com o deserwobiments de MP.

Axaliar & associagdo do polimaddisma TET2 rs3 733800 com cansclensdoas clinicas em pacionbes com MMP,
guanin &+ Classficaclo DME 2I17: PV, TE, MFP.+ Parimeins hemadmbinoos « Presenda o Somboss,
Feepalomegalia, csplanomegalia - Sobrovida global @ eviolecdo pana ucemia mskede apada.s Presen s 9a
midagds MHFVE1TF ou CALR.

Awaliagho dos Riscos o Baneficios:

RESCO8

0@ risos o desconfonss da pesguss euilo relesionados oom o Msco da quebra o gl e alyama
informiagado. Informacdes sobre dados pessoais, condicles oo sadde @ iabamentos, serbo obbidas do
pronil D G0 padiente. Todos 08 SI005 SErE0 U S00S SOMEN s pera & realizacho da pesquisa. Mas, mesmio
O PESqUESIONES S COMprom Elends @ fazer idos o6 eSS para Qo 35 foimas dicas sojam soguidas,
exilhe o risoo G guibra S0 Sigilo de alguma informacso. AfSM die minimizar os nscos e quebna o sigio,
apenas & eOguipe de pesguics brd aoessd a0 promdsno msdioo.

BEMEFICIOSE.

Os paricpantes nio o nenhum beneficio imelalo por parlicipar do estudo. As informagdes obddas por
el irabalho poderdo auxilar no mahor emendmento da Teopalobogia das MNP,

Comenitdnies ¢ Considaraidss sobre a Pesquisa
Traia-se de emenda 3 a0 projets de pesquisa comforme carla dainds de 08 de decembro de 2021,

Enclersca:  CAMPLES UMMIRSITARID

Bairrs:  MOHTE ALEGRT CEP: 04N
ur: = Municipic:  FIBORAD PRETD
Talsfone  |1E3813-2238 Fax: {IEDET-1 16 E-mall: capffAcp e br
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C ol o P s boald I

JUETIFICATIS 08 EMEMDE

Solditamos a nch s dos alumos de mesads Brunno Gibero Eanios de Macedo ¢ Manusla Al boguesnogus
Of M @ SqUDE 00 PIOjEtD OF PeSgUIRa “ANAISE o8 PONMOMTEMS &M e L &M REopEkias
misloprolifenalivas BCR- ABL 1 regativas”, exercendo @ fungo oo andlise de proniudnos, satalizagio de
dados referemos a0s peckenies Poliidos ro projeio & oolels OF amosras. O projeto ¢ o TCOLE contemds @
inchsdo dod pesquisaiores na equipe i anexado na Plataforma Brasil na forma de novo dooum enis
cisnierde no rodapd de cada pdoing @ endfcaclo da rova versdo [Projeo versdo 4, TCOLE verslo 5, com
& rspectiva data de moSicaglo 40 relerid o dociumenin.

Consionagies sobre of Termos do apraseniacds obrigatdnia

Tiodos o e da emenda 3 foram deyvid amenie apresentados oo CEP.

[Ros e orlog e

3o hidl.

Conchishes ou Pendéncias @ Lista do Inadeguagbes:

Diame 9o exposto & & Uz da Resolphs CMS 462012, & EMEMDA 3, assim como o Projeio de pesauisa
Wirsho 4 & o Temo de Consendments Livee & Esclarecid o versdo 5, dovem Ser enguadnados ma calegonia
APRONADD. O CEP jomou cilincia do Relatdrio referenis @0 periodo de 17 de setembeo de 2000 - 31 do
marco de 202F

Consideraciaes Finais a critdrio do CEP:

Emainda @ Propio Aprovadc: Tendo em visia a legslagio vigenie, devsem s& encaminhados ao CEP,
relandrics parcials ansgis referenics: a0 andamenio da pesguisa & rdabiro fimal ao wrminoe do rabalian.
Cuakguer modifcanio do profelo oiginal deve se apresentada & esle CEP am mova verslo, & foma
objetiva & oom justShcalvas, para nova apredanio.

Este parecar fol elaborado biseads nos SoCumanios abain rolacionados:

INFormagtis. Bdsinas|FE_INFOR
o Prods

Encersca:  CAMPLE UMMIFSITARID

Baiers:  MCHTE ALECRT CEP: 14 CHE-GN)
ur- == Municipic:  FIBLIRAO PROTD
Telaforac  [1E3833-2230 Fax: (IGQED-IE E-mal: capdRch s br
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ol o P 500 78

Projetn Deialhadn | [Frojein TETZ BAIP wl 000200 pol HEI02 JNATAEHA FELXOTD
Brochiira

TR TCLE Faooiues TETZ MME v pal
AsserEmenio |
Jus ifhcatva de

Aszpridmenio ! 122516 | TRISTAD

TACAI2021 |FRAISEA SILVA Acgin

122406 |TRISTAD

Frojein_TETZ_MAWP_v3_1304202 1 p

(Pl TET2 MMP w2 27800000 p ITAGA0 |Fabicks Traina AoEin

171610
Asserdmenio § 1F-114d
Jus ifhcatva de
Rialalngiy
[a T 5 ITAWIIAD |Fabiols Traina Anin
[a 1T 77 B i
TCLE f Termos de | DéspensaTCLE TET2 Conircde w2 300| 0102030 |Fabicls Tradne Aodin
A gordmenio | T2IA0 i 174707
Jus i e Gh
e recer | 7 ] EE
1746:33
TCLE I Termos & [TCLE Padentes TETZ MMP_vZ pdf 0 2020 |Fabiols Tradna Anin
AsserEmenio | 1745:55
Jus ifhcatva de

CEFTE,_Prh CHICAL B [ T Ty |Fabicl Trama | ACEiD |
SITORID_TETZ_NMF_FT_Ass pl 12404T
TCLE _Facomes TETZ MMP_vipdl | DO0e2020 |Facicka Traina ACGID
15:16:33

Endermca:  CARPUS UNMMIRSITARID

Bairre: BACRTE ALEGEE CEF: 0885

1] Municipies: FODRAD PRETD:

Telafora-  [1E3833-2228 Fax: 15RO 148 E-nal: capfnop s br
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Contnuacaa 30 Pascer S000 I7%

[TCLE | Termos 0@ |OWspensal CLE_TETZ Controlohss pdl | DAOE2020 |Fabio Traina Acdiio
Asserdmento / 151449
Justifcativa de
FITHCITET I—— E— T —
Projeto Detaihado 1 | TET2_NMNE_vipd! 090E2020 |Fabioka Traina Aceito
Brochura 15:14:38
i vesigador e —— - -
Ompamento AprovacaoCOrcamento TET2 NMP par 0002020 |Fabioka Traina Aceio
15:14:08
E’moqama Crorograma_TET2_NWE pa 0RO 2020 |Fabioa Traina Acuin
= S e 159347 |
Foiha e Rosto FolhateRosto TET2NMP UPC_Coorde] 090062020 |Fabicka Traina Aceilo
Im 2000002674 ot 151329

Shtuacdo do Parecer:
Aprcvado

Necessita Apreciacho da CONEP:
Nao

REBERAD PRETO, 13 de Maio de 2022

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
(Cocrdenador(a))

Endereco: CANPUS UNNIRSITARIO

Balrss: MONTT ALEGRS CEP: %4 D&3-000

ur- == Municipie:  RIDDRAD PRETO

Telslone: (1600022228 Fax: (1600031 144 Emal: cepiinop wp br
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