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RESUMO

A Mielofibrose Primaria € uma doenca hematoldgica classificada no grupo de
neoplasias mieloproliferativas que se caracteriza pela proliferagdo anormal da célula-
tronco hematopoiética de uma ou mais linhagens mieloides, como megacariocitica e
granulocitica, na medula 6ssea, causada pelas mutagdes nos genes Janus kinase 2
(JAK?2), Calreticulina (CALR) ou no receptor de trombopoetina (MPL). Essas mutacfes
permitem que os receptores, tanto de eritropoetina quanto de trombopoetina, fiquem
hiperativos e independente dessas citocinas, levando a uma proliferacdo constitutiva
dos percursores afetados. A doenca é assintomatica na maioria das vezes, porém
pode ocorrer sintomas de acordo com a(s) linhagem(s) afetada(s), como anemia,
esplenomegalia, sangramentos e hemorragias, leucocitose e leucopenia. Seu
diagnéstico se da pela realizacdo de exames hematolégicos, como hemograma,
biopsia de medula 6ssea, mielograma, identificacdo de possivel caritipo e métodos
moleculares, que este por sua vez esta cada vez mais relevante na Mielofibrose
Primaria por conta dos sintomas clinicos inespecificos que podem ser confundidos
com as outras neoplasias mieloproliferativas, além das variacbes nos achados
hematoldgicos. Dentre os métodos moleculares se destaca a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), podendo ser multiplex alelo especifica, tempo real e digital, além
do sequenciamento. A procura nesses meétodos é para o alelo mutado tanto para JAK2
guanto para CALR e MPL. Seu progndstico se da pela hematopoese extramedular,
fibrose progressiva da medula e transformacgédo da doenca para leucemia. Por fim, o
tratamento para essa doenca pode incluir inibidores de JAK, drogas citorredutoras,
agentes estimuladores da eritropoiese, agentes imunomoduladores e andrégenos. A
cura € estabelecida somente com o transplante de célula-tronco alogénica.

Palavras-chave: Células-tronco. Doencas da medula 6ssea. Mielofibrose primaria -
diagnéstico. Transtornos mieloproliferativos. Trombopoetina.



ABSTRACT

Primary Myelofibrosis is a haematological disease classified in the group of
myeloproliferative neoplasms characterized by abnormal proliferation of hematopoietic
stem cell of one or more myeloid strains in the bone marrow, such as megakaryocytic
and granulocytic, caused by mutations in the genes Janus kinase 2 (JAK2), Calreticulin
(CALR) or thrombopoietin receptor (MPL). These mutations allow the erythropoietin
and thrombopoietin receptor to become hyperactive and independent of these
cytokines, leading to constitutive proliferation of the affected precursors. The disease
is asymptomatic most cases, but symptoms may occur according to the affected
lineages, such as anemia, splenomegaly, bleeding, leukocytosis and leukopenia. Its
diagnosis is made by hematological exams, such as blood count, bone marrow biopsy,
myelogram, identification of possible karyotype and molecular methods, which is
becoming more relevant in Primary Myelofibrosis diagnosis because of nonspecific
clinical symptoms that may be confused with other myeloproliferative neoplasms, in
addition to variations in hematological findings. Polymerase chain reaction (PCR) is
used, and can be multiplex specific allele, real time and digital, in addition to
sequencing. The search for these methods is for the mutated allele for both JAK2 and
CALR and MPL. Its prognosis is due to extramedullary hematopoiesis, progressive
marrow fibrosis and transformation of the disease to leukemia. Finally, the treatment
for this disease may include JAK inhibitors, cytoreductive drugs, erythropoiesis
stimulating agents, immunomodulatory agents, and androgens. Cure is established
only with allogeneic stem cell transplantation.

Palavras-chave: Stem cells. Bone marrow diseases. Primary mielofibrosi
diagnosis. Myeloproliferative disorders. Thrombopoietin.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas sdo doencas hematoldgicas caracterizadas
pelo aumento de uma ou mais linhagens mieloides na medula éssea, a granulocitica,
eritrocitica, megacariocitica e mastocitica, com consequente aumento no sangue
periférico. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), essas doencas
sao classificadas como BCR-ABL 1 negativas, com excecdo da leucemia mieloide
cronica (ZERBINI et al., 2011; OMS, 2005).

Essa classificacdo diz respeito ao cromossomo Philadelphia, uma anomalia
cromossbmica envolvendo a translocacdo reciproca dos bracos longos dos
cromossomos 9, gene ABL, e o cromossomo 22, gene BCR, resultando no fenétipo
oncogene BCR-ABL1. Esse oncogene codifica para uma proteina tirosina cinase
constitutivamente ativa, levando ao desenvolvimento da leucemia (FLIS;
CHOJNACKI, 2019). A Classificacao Internacional de Doencas Oncoldogicas (CID-O)
da OMS inclui nas neoplasias mieloproliferativas doencas como as listadas na tabela
1, além da neoplasia mieloproliferativa crénica inclassificavel, de dificil diagnéstico
(ZERBINI et al., 2011; OMS, 2005).



Tabela 1: Classificag&o CID-O das neoplasias mieloproliferativas
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BCR-ABL1

Caracteristica

Referéncias

Leucemia
mieloide
cronica

Positivo

Aumento da proliferacdo da
linhagem mieloide, resisténcia a
apoptose e liberacéo de células

imaturas no sangue periférico

FLIS;
CHOJNACKI,
2019

Leucemia
neutrofilica
cronica

Negativo

Proliferacéo persistente e
predominantemente de neutréfilos
maduros, hiperplasia da linhagem

granulocitica na medula 6ssea e
esplenomegalia

SZUBER,;
TEFFERI,
2018

Leucemia
eosinofilica
cronica

Desconhecido

Proliferagéao persistente dos
percursores eosinifilicos ha medula
0ssea, levando ao aumento de
eosindfilos no sangue periférico e
infiltrag&o nos tecidos

HOFMANS et
al., 2018

Policitemia
Vera (PV)

Negativo

Proliferacdo anormal e constitutiva
dos percursores mieloides na
medula éssea, levando a um

aumento, sobretudo eritroide, no
sangue periférico

Evolucéo para mielofibrose com
risco de 10 a 20%

Risco de trombose arterial e venosa
de 41%

GINZBURG
et al., 2018

Trombocitemia
essencial (TE)

Negativo

Proliferacdo anormal e constitutiva
dos percursores megacariécitos na
medula éssea, levando a uma
trombocitose

Risco de uma transformacao
leucémica de 3,8%

Evolugao para mielofibrose de
10,3%

Eventos trombdticos de 7,6 a 29,4%

Eventos hemorragicos de 3 a 18%

GADOMSKA
et al., 2019

Mielofibrose
Primaria
(MFP)

Negativo

Proliferacdo anormal e constitutiva
dos percursores de uma ou mais
linhagem mieloide

RIZVI et al.,
2019

A principal etiologia das doengcas BCR-ABL1 negativas é a mutagdo somatica
no gene Janus Kinase 2 (JAK2), cromossomo 9, éxon 14, descoberta em 2005. As
trés doencas mais comuns dentro das neoplasias mieloproliferativas séo: a Policitemia

Vera (PV), a Trombocitemia essencial (TE) e a Mielofibrose Primaria (MFP). A
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incidéncia da mutacdo JAK2 em pacientes diagnosticados é de 90 a 98% para PV,
engquanto em pacientes com TE e MFP é de 50 a 60% (SOYER et al., 2017). Além
disso, no caso da PV, outra mutacao que pode ocorrer € JAK2 éxon 12, com incidéncia
de 2 a 3% (GINZBURG et al., 2018).

A Mielofibrose Primaria caracteriza-se pela proliferacédo clonal da célula-tronco
hematopoiética na medula 0ssea, 0 que leva a uma proliferacdo exagerada e anormal
dos percursores de uma ou mais linhagens mieloides, como megacariocitica e
granulocitica. Os principais sintomas sdo: anemia, esplenomegalia, hematopoese
extramedular, leucocitose, leucopenia, trombocitose e fibrose medular progressiva
que, dependendo do estagio e grau da fibrose, € comum ndo se obter um bom
resultado na biopsia de medula 6ssea (RIZVI et al.,, 2019; O'SULLIVAN, 2019;
SCHUBERT et al., 2019; AZEVEDO et al., 2017).

A incidéncia da MFP é de 6 por 100.000 pessoas por ano, sendo que ambos
0Ss sexos podem ser afetados, embora exista uma prevaléncia maior em homens
(HINTERMAIR et al.,, 2018). Além da mutacdo JAK2, outras podem ocorrer
isoladamente ou ndo para que as manifestacdes clinicas e o diagnostico sejam
direcionados a doenca: mutacdo no gene Calreticulina (CALR), com incidéncia de
20%, e mutacdo no receptor de Trombopoetina (MPL), com incidéncia de 7%
(TEFFERI; VANNUCCHI; BARBUI, 2018).

Contudo, € possivel encontrar pacientes com MFP triplo-negativo, que nao
apresentam nenhuma das 3 mutac¢des principais. Geralmente, nesses casos, as
mutacBes acontecem em outros genes responsaveis pela regulacdo epigenética e
componentes do spliceossoma (maquinaria de ribonucleoproteinas pos-transcricao).
Séo exemplos dessas mutacdes: TET2 (17% nos casos), IDH1/2 (1 a 4%, com
prognostico desfavoravel), EZH2 (12%, com prognéstico desfavoravel), ASXL1 (22 a
38% com progndstico desfavoravel), TP53 (menor que 5%), DNMT3A (5 a 10% nos
casos e sem feito no prognostico), RUNX1 (menor que 5%, com progndstico
desfavoravel), SRSF2 (9%, com progndéstico desfavoravel), U2AF1 (10 A 17%,
prognoéstico desfavoravel), CEBPA (9%, com progndéstico desfavoravel), CBL (4%,
com prognostico desfavoravel), KIT (1%, com prognéstico desfavoravel) e
SH2B3/LNK (11 a 18%, com prognostico desfavoravel) (PALUMBO et al., 2019;
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BOSE; VERSTOVSEK, 2016). Esses prognosticos desfavoraveis estéo relacionados

ao aumento no risco de transformacéao leucémica (LEIVA et al., 2017).

Por fim, é importante discutir a fisiopatologia da doenca, suas mutacdes e
métodos diagnosticos especificos, sensiveis e de modo precoce, para iniciar a
intervencado terapéutica correta, ja que a idade dos pacientes diagnosticados € por
volta de 70 anos e sua sobrevida média é de 6 anos, com graves manifestacdes
clinicas, como anemia e leucocitose (SOYER et al., 2017; MESA et al., 2016) e alto
risco da transformacéo leucémica da medula (10 a 20% dos casos no periodo de 10
anos). Pode levar de 10 a 15 anos para essa transformacao se consolidar e, apos
definitivamente instalada, afeta diretamente a sobrevida, reduzindo para somente 2,6

meses daqueles pacientes que recebem o tratamento adequado (LIN et al., 2019).
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2 OBJETIVO

Realizar um levantamento bibliografico em artigos cientificos de bases de
dados e revistas eletrbnicas para analisar e discutir as informacdes sobre o
mecanismo de patogénese da Mielofibrose Primaria, enfocando em estruturas
moleculares e genéticas, além de discutir prognostico, tratamento e diagnosticos
diferenciais para a neoplasia, abordando métodos moleculares sensiveis utilizados na

clinica médica.
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3 METODOLOGIA

Para a realizacao deste trabalho foram utilizados artigos cientificos nas bases
de dados como LILACS, PubMed, Google Académico e a revista eletronica SciELO,
selecionando um periodo de 6 anos, restricdo de idioma como portugués, inglés e
espanhol e utilizando os descritores células-tronco (stem cells), doencas da medula
O0ssea (bone marrow diseases), mielofibrose primaria — diagndstico (primary
mielofibrosis diagnosis), transtornos mieloproliferativos (myeloproliferative disorders)
e trombopoetina (thrombopoietin). Também foram consultados livros de Hematologia
e Farmacologia disponibilizados na Biblioteca Padre Inocente Radrizzani do Centro

Universitario Sao Camilo.
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4 HEMATOPOESE

A hematopoese € 0 processo de maturacdo e proliferacdo das células
sanguineas que ocorre na medula 0ssea de 0ssos longos até os 4 anos de idade, e
nos 0ssos chatos durante a vida adulta (LAMAS, 2015).

Tudo comeca com as células-tronco hematopoiéticas pluripotentes (figura 1),
fixadas na medula 6ssea e que possuem a capacidade de gerar progenitores celulares
e de promover a autorrenovacdo, mantendo a celularidade normal da medula.
Dependendo do estimulo presente no microambiente, como a Interleucina 3, fator
estimulador de colbnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) e Interleucinas 1, 6
e 7, a célula-tronco podera se diferenciar em célula mieloide multipotente e em célula

linfoide multipotente, respectivamente (LAMAS, 2015).

Da linhagem linfoide (CFU-L), a célula linfoide se diferencia em linfoblasto, pro-
linfécito e linfocito, necessitando de uma maturacdo no timo e na medula éssea para

apresentar os linfécitos maduros T e B, respectivamente (LAMAS, 2015).

Da linhagem mieloide (CFU-GEMM), a célula mieloide necessita de estimulos
especificos para se diferenciar em qualquer célula madura. A eritropoetina é um
estimulo nesse microambiente para a célula progenitora se diferenciar em pro-
eritroblasto e se maturar em eritrocito. Os fatores de crescimento para granuldcitos
(CSF-G) estimulam a célula progenitora a se diferenciar em mieloblasto e se maturar
em eosindfilo, neutréfilo e basoéfilo. Os fatores de crescimento para mondcitos (CSF-
M) estimulam a célula progenitora a se diferenciar em monoblasto e se maturar em
monacitos. E, por fim, a trombopoetina estimula a célula progenitora a se diferenciar
em megacarioblasto e se maturar em megacariécitos e, em seguida, liberar plaquetas
no sangue periférico (LAMAS, 2015).



Figura 1 — Hematopoese
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2010. A partir de uma célula-tronco pluripotente é possivel gerar duas
linhagens distintas de células progenitoras, dependendo do estimulo de citocinas presente no
microambiente, as células mieloides e células linfoides. Ainda necessitando de estimulos, as células
progenitoras se diferenciam em suas respectivas unidades formadoras de coldnia (CFU), para assim
se diferenciar em seus percursores e posteriormente em células maduras.



21

5 VIA JAK-STAT

Para ser ativada e exercer sua funcdo de proliferacdo dos progenitores
hematopoiéticos, a sinalizacdo JAK-STAT devera ser estimulada por fatores de
crescimento especificos para eritrocitos, megacariocitos e granulécitos, como
eritropoetina, trombopoetina e fator estimulador de colénias de granulécitos (GM-
CSF), respectivamente. Esses fatores de crescimento tém seus receptores na
membrana plasmatica das células progenitoras hematopoiéticas e, uma vez
estimulados, ocorre a dimerizacdo do receptor, permitindo que a proteina tirosina
cinase Janus kinase (JAK) se associe a porcao citoplasmatica do receptor, sendo
assim, ativada (TVOROGOV et al., 2018; GOUGH et al., 2014).

A proteina JAK ativada fosforila diversas moléculas de tirosina citoplasmaticas,
iniciando algumas cascatas de sinalizacdo intracelular. Uma dessas moléculas
fosforilada € o fator de transcricdo STAT (transdutores de sinal e ativadores da
transcricao), que se liga, pelo dominio SH2, a um dos residuos de tirosina fosforilados
do receptor. O STAT fosforilado se desprende do receptor, forma dimeros e é
direcionado para o nucleo. No nucleo, o STAT atua na inducéo da expressao génica
de genes importantes para a proliferacdo e maturacdo das células progenitoras
hematopoiéticas (figura 2) (TVOROGOV et al., 2018; GOUGH et al., 2014).

Figura 2 —Viade sinalizacdo JAK-STAT no receptor de eritropoetina e de trombopoetina

A
Fops MPL
11
JAK2
JAK2
s
) | )
2 - -.

mxxxm Transcrigio f ‘ Expressao

génica

Fonte: Adaptado de O'SULLIVAN, 2019. A sinalizacéo feita nos receptores EpoR e MPL apos o
estimulo da eritropoetina e trombopoetina, respectivamente, se inicia com a proteina JAK2, que se ativa
e fosforila o fator de transcricdo STAT. Esse fator se desprende do receptor, forma dimeros e segue
para o nucleo. No nucleo é feito a transcricdo e a regulacdo da expressdo genica das células
progenitoras hematopoiéticas, ocorrendo a proliferagdo e maturagao.
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A familia da proteina JAK possui 4 cinases, JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2, sendo
que a JAK2 é responsavel por se associar ao receptor da eritropoetina e
trombopoetina nas células progenitoras hematopoiéticas e iniciar a cascata de
sinalizacédo intracelular descrita acima. A proteina JAK é formada por 7 dominios JH,
como podemos observar na figura 3, sendo que JH1 tem atividade cinase,
responsavel pela fosforilacdo das moléculas, e JH2 € um dominio pseudocinase,
regulador negativo da atividade cinase de JH1. Os dois dominios estéo na porgéo C-
terminal da proteina. Os JH5, JH6 e JH7 formam um grande dominio aminoterminal
denominado FERM (4.1, Ezrina, Radixina, Moesina), que interagem com JH1 e JH2
impedindo a ativacdo inadequada da JAK2 (O'SULLIVAN, 2019; HU et al., 2019;
GOUGH et al., 2014)

Figura 3 — Proteina JAK e seus dominios

JAK [- SHz JH2 JH1

Fonte: Adaptado de MOURA, 2012. O dominio FERM composto pelos dominios JH5, JH6 e JH7
impede a ativagdo inadequada da proteina JAK2. O dominio SH2 interagem com o fator de transcrigdo
STAT para fosforiza-lo e envia-lo para o nacleo. O dominio JH2 regula negativamente o dominio JH1,
gue este fosforila as moléculas de tirosina citoplasméticas da sinalizagdo, como a STAT.




23

6 MUTACOES NA MIELOFIBROSE PRIMARIA
6.1 JAK2

A mutacdo mais importante e frequente da Mielofibrose Priméaria, presente em
50 a 60% dos pacientes, € no gene JAK2 das células progenitoras megacariocitica e
granulocitica. E decorrente da troca de uma guanina por uma timina no éxon 14 do
cDNA, localizado no cromossomo 9p24. Essa troca de nucleotideo resulta na
substituicdo de uma valina por uma fenilalanina na posi¢éo 617, criando uma proteina
funcional mutada e um fenotipo JAK2V617F (HU et al., 2019; O'SULLIVAN, 2019;
TVOROGOV et al., 2018).

Essa mutacdo pontual ocorre no gene onde se localiza o dominio JH2,
justamente o dominio responsavel por frear a atividade cinase do dominio JH1 (figura
4). Uma vez mutada, a proteina JAK2V617F exerce a mesma funcdo que a JAK2
normal, ou seja, fosforila o fator de transcricdo STAT, porém, devido a mutacdo no
dominio JH2, a JAK2V617F é capaz de ativar a cascata de sinalizacdo de forma
constitutiva, sem necessitar de estimulo pelo fator de crescimento em seu receptor
nas células-tronco hematopoiéticas das linhagens megacariocitica e granulocitica.
Isso resultard& no aumento das células das linhagens mielociticas afetadas e,
consequentemente, a diminuicdo das demais linhagens sem a mutagdo, por um
mecanismo compensatorio (HU et al., 2019; O'SULLIVAN, 2019; TVOROGOJV et al.,
2018).

Figura 4 — Localizacdo da mutagcéo no gene JAK2

Dominio Dominio cinase
Pseudocinase

Fonte: Adaptado de MOURA, 2012. Por conta na mutacéo pontual V617F acontecer no dominio
JH2, responsével pela inibi¢cdo da fosforilacdo do fator STAT e impedindo a iniciagdo da cascata de
sinalizacdo, perde-se essa inibicdo e o resultado é a sinalizagdo constitutiva da cascata sem a
necessidade de estimulos de citocinas no receptor das células-tronco hematopoiéticas.

6.2 MPL
MPL (Myeloproliferative Leukaemia Virus Oncogene) é o gene que codifica o
receptor de trombopoetina nas células progenitoras dos megacariocitos e esta

localizado no cromossomo 1p24. O receptor de trombopoetina ndo possui atividade
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intrinseca, ou seja, necessita de uma citocina, a trombopoetina, para ativar a cascata
de sinalizacdo JAK-STAT e realizar a proliferacdo e maturacdo dos megacariécitos
(figura 5) (O'SULLIVAN, 2019; SANGKHAE et al., 2014).

Figura 5 — Sinalizagcdo trombopoetina em seu receptor

JAK2

) ‘ J-AKZ,Bhb

£ “/
(MEK§ AKT p
d /C

K'® (FOXO @

J

(ER
\\

- Auto-renovavel
¢ \ 2 3
& ) Proliferagao
Sobrevivéncia

P

RGN,

S

Fonte: Adaptado de KIM, 2017. A trombopoetina se associa ao seu receptor MPL nas células-tronco
hematopoiética, ativa-o e inicia a cascata de sinalizacdo com a proteina JAK2, que fosforila o fator de
transcricdo STAT. Esse fator se desprende do receptor, forma dimeros e segue para o nicleo. No
nacleo é feito a transcricdo e a regulacdo da expressdo génica das células progenitoras
hematopoiéticas, ocorrendo a proliferagdo e maturacéo.

A mutacdo mais frequente acontece no éxon 10 do gene MPL, representando
entre 5 a 10% dos pacientes com Mielofibrose Priméaria (PALUMBO et al., 2019).
Nesse éxon, ja foram descritas duas mutacfes pontuais: no cédon 515 ocorre a
substituicdo de um triptofano por uma lisina, originando o fenétipo MPL W515L, e no
codon 505 ocorre a substituicdo de uma serina por uma asparagina, dando origem ao
fenétipo MPL S505N. Qualquer das duas muta¢cBes promove a ativagdo espontanea
do receptor (CRISTINA, 2018; O’'SULLIVAN; HARRISON, 2017).

Uma vez mutado, o receptor da trombopoetina regula positivamente a via JAK-
STAT, semelhante ao que acontece na mutagcdo JAK2V617F. Com isso, as
manifestagcdes clinicas como mieloproliferacdo de megacariécitos e baixos niveis de
hemoglobina contribuem para o fenoétipo. Além disso, essa mutacdo esta mais
associada a mulheres de idade avangada (CRISTINA, 2018; O’SULLIVAN;
HARRISON, 2017).
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6.3 CALR

A Calreticulina (CALR) é uma proteina presente no lumen do reticulo
endoplasmatico, no citoplasma e na superficie celular com diversas fungdes: sua
porcdo N-terminal ligante de lectina €é responsavel pela sequéncia de
encaminhamento da proteina até o reticulo endoplasmatico, sua porcao intermediaria
€ rica em prolina, sua porcdo C-terminal ligante de célcio é responsavel pela
sequéncia de encaminhamento (KDEL) do complexo de Golgi até o reticulo
endoplasmatico e a homeostase do calcio intracelular (O'SULLIVAN, 2019; SILVA,
2014; LAMAS, 2015). Além disso, CALR também regula vias de sinalizagdo como
STAT3, STAT5, AKT, MAPK e FAK, proliferacdo celular, fagocitose, apoptose e
dobramento das glicoproteinas no reticulo endoplasmaético (RIZVI et al., 2019).

A mutacdo no gene CALR corresponde de 20 a 25% dos pacientes com
Mielofibrose Priméaria (PALUMBO et al., 2019). A proteina CALR € codificada pelo
gene CALR localizada no cromossomo 19 contendo 9 éxons. A mutacdo mais
frequente € denominada tipo 1, onde ocorre uma delecdo de 52 pares de base (pb)
na posi¢ao 367 no éxon 9, que altera a leitura dos nucleotideos e resulta em um cddon
de parada 46 aminoacidos depois da delecdo (RIZVI et al., 2019; O'SULLIVAN, 2019).
Foi visto que esse tipo de mutacdo estaria mais relacionado a pacientes com
Mielofibrose Primaria pelo desenvolvimento rapido de trombocitose e mielofibrose
(PIETRA et al., 2015).

Outra mutacdo que pode ocorrer nesse mesmo éxon é denominada tipo 2, onde
ocorre a insercdo de 5 pb (TTGTC) na posi¢do 385 também no éxon 9. Isso também
altera a leitura dos nucleotideos, resultando em um cédon de parada 47 aminoacidos
apos a insercao. Seu prognaostico é semelhante ao fenétipo JAK2V617F (RIZVI et al.,
2019; O'SULLIVAN, 2019).

Essas duas mutacdes no éxon 9 modificam a porcdo C-terminal da proteina
CALR sem modificar sua estrutura primaria. Afetam a sequéncia KDEL e a capacidade
de ligacdo ao calcio da CALR, diminuindo a exportacdo de calcio para o reticulo
endoplasmatico (RIZVI et al., 2019), aumentando seus niveis no citoplasma e
desregulando as fungbes de megacariocitos. O calcio é importante para diversas

sinalizacOes e regulacdes celulares de células excitaveis e ndo excitaveis, assim como
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a sua mobilizacdo dos estoques intracelulares e sua entrada em megacariécitos
(PIETRA et al., 2015).

Ademais, a CALR mutada tem a capacidade de se ligar e ativar o receptor de
trombopoetina (MPL) das células progenitoras da linhagem megacariocitica e, assim,
ativar constitutivamente a via JAK-STAT, levando a proliferacdo e maturacdo dessas
células afetadas (figura 6) (O'SULLIVAN, 2019; RABADE et al., 2018).

Figura 6 — Via JAK-STAT ativada gracas a sinalizagcdo da CALR-mutada
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Fonte: Adaptado de O'SULLIVAN, 2019. A sinalizacdo a partir da interacdo da trombopoetina e seu
receptor MPL acontece normalmente, porém quando ha a mutacdo no gene CALR, a proteina CALR
se liga ao receptor e ativa anormalmente a cascata de sinalizacdo JAK-STAT.

A mutacdo no gene CALR possui manifestagdes clinicas mais brandas e de
melhor sobrevida em comparagcdo com as outras mutacbes que pacientes com
Mielofibrose Primaria podem apresentar. Esta relacionada a mieloproliferacdo da
linhagem megacariocitica, mielofibrose, maior risco de eventos trombaéticos, baixa
hemoglobina e globulos brancos. Nesse caso, a mutagdo homozigética é raramente
relatada (RIZVI et al., 2019).
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7 MICRO RNAs

Os microRNAs (miRNA) sao fragmentos de RNA néo codificados em proteinas
que tém, como principal fungcdo, regular a expressao génica ligando-se ao RNA
mensageiro alvo. S&o transcritos no nudcleo, em unidades transcricionais
independentes, ou inseridos em introns de genes codificadores de proteinas, e

posteriormente, direcionados ao citoplasma para exercer sua funcédo (WEISS, 2017).

Esses fragmentos tém sequéncias de nucleotideos especificas para cada
sequéncia alvo dos RNA mensageiros, assim, a regulacdo pode ser controlada,

degradando os RNA mensageiros ou impedindo sua tradugéo (WEISS, 2017).

Além dos mecanismos conhecidos de regulacédo por citocinas da hematopoese,
h& evidéncias que os miRNA também tém papel na diferenciacdo e regulacdo das
células-tronco e progenitoras hematopoiéticas. Alguns miRNA s80 superexpressos
para contribuir para a diferenciacao de linfoécitos T ou B, outros inibem a apoptose das
células-tronco hematopoiéticas, permitindo sua expansao clonal, alguns regulam
positiva ou negativamente a transcricdo e, outros, ainda tém a capacidade de
direcionar a diferenciacédo das linhagens mieloides para eritrcitos e megacariocitos
(ROSSI et al., 2018; RONTAUROLI et al., 2017; BIANCHI et al., 2017).

A desregulacdo de microRNA durante a hematopoese em pacientes com
Mielofibrose Primaria trouxe melhor esclarecimento sobre as caracteristicas clinicas
que ocorrem na doenca, ja que as mutacdes principais JAK2V617F, MPL W515L ou
MPL S505N e CALR podem também acontecer em outras neoplasias, como
Policitemia Vera e a Trombocitose Essencial, e desenvolver caracteristicas clinicas
diferentes. Assim, algumas desregulacdes da expressédo de miRNA nas células-tronco
hematopoiéticas foram descobertas para elucidar melhor a Mielofibrose Primaria
(ROSSI et al., 2018; RONTAUROLI et al., 2017; BIANCHI et al., 2017).

7.1 miR-494-3p

O miR-494-3p é responsavel por regular positivamente as células-tronco
hematopoiéticas de pacientes diagnosticados com Mielofibrose Priméria, ou seja,
promove a diferenciacdo e proliferacdo das células-tronco hematopoiéticas. Na
Mielofibrose Primaria esse miRNA € superexpresso e, com isso, causa somente a

megacariocitopoese, ndo alterando a proliferacdo de células de outras linhagens,
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agindo tanto nas células progenitoras quanto nas células-tronco hematopoiéticas
(RONTAUROLI et al., 2017; BIANCHI et al., 2016).

O alvo do miR-494-3p é o supressor da sinalizacao de citocina 6 (SOCS6), que
faz parte da familia de proteinas supressoras da sinalizacdo e exerce a funcdo de
regulador negativo na sinalizacdo hematopoiética, ou seja, interfere na via de
sinalizacao feita por receptores, fatores de crescimento, citocinas e tirosinas cinases.
Particularmente, a SOCS6 diminui a ativacdo da via JAK-STAT, principalmente
inibindo a STAT3, diminuindo a quantidade de proteinas fosforiladas e a sinalizacéo
no nucleo (RONTAUROLI et al., 2017).

A interagdo miR-494-3p e o RNA mensageiro da SOCS6 faz a inibicdo da
proteina e as vias de sinalizagdo na célula acontecerem normalmente. Contudo, a
superexpressao de miR-494-3p promove a inibicdo excessiva da SOCS6, a ativacéo
da via JAK-STAT e, assim, a proliferacdo aumentada de megacariécitos
(RONTAUROLI et al., 2017).

7.2 miR-382-5p

O miR-382-5p também faz parte dos microRNA responséveis por regular
positivamente as células-tronco hematopoiéticas. Porém, quando desregulado, pode
interferir no controle oxidativo das células em pacientes com Mielofibrose Primaria e
estd associado com outras neoplasias hematolégicas como a leucemia mieloide
aguda promielocitica (LMA-M3) (ROSSI et al., 2018; ZINI et al., 2016).

O alvo desse microRNA é o RNA mensageiro da enzima superoxido dismutase
(SOD2), responséavel por converter as espécies reativas de oxigénio (EROs) em
hidréxido de oxigénio (H202) permitindo assim diminuir os efeitos nocivos e oxidativos
gue as EROs produzem nas células (ROSSI et al., 2018; ZINI et al., 2016). Ja foi visto
gue as EROs estéo significativamente aumentadas nas neoplasias mieloproliferativas,

0 que pode contribuir para a patogénese das doencas (ROSSI et al., 2018).

Na superexpressdo do miR-382-5p em células-tronco hematopoiéticas,
observa-se uma diminuicdo na expresséo e na atividade da SOD2, tanto do RNA
mensageiro quanto da prépria proteina. Isso leva ao acumulo de EROs, estresse
oxidativo na célula, instabilidade no DNA e possivel dano gendmico, como uma

mutacdo. Além disso, a superexpressdo de miR-382-5p também aumenta a
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proliferacdo de células-tronco hematopoiéticas, com ajuda da quantidade excessiva
de EROs, principalmente direcionados para a linhagem granulocitica (figura 7) (ROSSI
et al., 2018; ZINI et al., 2016).

A caracteristica principal da Mielofibrose Primaria € tornar a medula fibrosa no
percurso da doenca em decorréncia da expressdo exagerada de citocinas. Uma
dessas citocinas é a TGF-B1, produzida por granuldcitos, que nesses pacientes
consegue induzir a expressdao do miR-382-5p e, consequentemente, diminuir a
atividade da SOD2, agravando a doenca. Como nos pacientes com Mielofibrose
Priméria a TGF-B1 estda em grandes quantidades, os resultados seriam uma via de
superexpressao para o miR-382-5p (figura 7) (ROSSI et al., 2018; ZINI et al., 2016).

Figura 7 — Mecanismo envolvendo TGF-B1, o miR-382-5p e EROs
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Fonte: Adaptado de ROSSI et al., 2018. As vias de sinalizagdo para a patogénese da Mielofibrose
Primaria, nesse caso, estariam integradas: a superexpressao do miR-382-5p suprime a enzima SOD2,
0 que levaria a um aumento na quantidade de EROs, dano oxidativo na célula-tronco hematopoiética,
e proliferacé@o celular da linhagem granulocitica. Esses granuldcitos criados em excesso expressam
citocinas proé-inflamatérias, como TGF-B1, que prejudicam a medula, levando a fibrose, e induzem a
expressao do miR-382-5p.
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8 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacbes clinicas da Mielofibrose Primaria incluem anemia,
leucocitose, leucopenia, trombocitose, fibrose da medula 6ssea, eritropoese ineficaz,
osteosclerose e hematopoese extramedular, podendo evoluir para um quadro de
hepatoesplenomegalia, com possivel transformacdo para leucemia (SHANTZER,
2016). As manifestacdes clinicas sao agravadas quando o paciente € homozigoto para
a mutacado JAK2V617F, enquanto que, para os heterozigotos, nota-se uma quantidade
menor de células no sangue periférico e na medula 6ssea (MEIRELES, 2014).

A gravidade desses sintomas depender4d do comprometimento da medula
O0ssea em relacdo a sua fibrose. Por exemplo, € comum observar que a medula
levemente fibrosa est4 associada a anemia leve e sem a ocorréncia de
esplenomegalia. Ja uma medula com grau mais elevado de fibrose esta associada a
anemia marcada, esplenomegalia, aumento no numero de blastos no sangue
periférico e plaguetopenia (NAZHA, 2015). No inicio da doenga, quando ha auséncia
de fibrose, a medula se encontra hipercelular, principalmente nas linhagens mieloides.
Quando a doenca ja esta instalada, a medula 6ssea se caracteriza pela hiperplasia de
megacariocitos atipicos, com nudcleos hipercromaticos, multilobados e nucleos com
bordas irregulares. Contudo, na maioria dos casos, a Mielofibrose Primaria é
assintomatica (TEFFERI, 2018b; BIANCHI et al., 2016; MEIRELES, 2014).

8.1 Fibrose medular

A fibrose medular é um agravante comum na Mielofibrose Primaria e é
resultado de uma deposicdo excessiva de colageno e reticulina derivados da
proliferacdo de fibroblastos e de um desequilibrio nesse microambiente entre a
homeostase e a hematopoese, causado pela hiperproliferacdo de células mieloides,
mais especificamente os mondcitos e megacaridcitos na medula éssea (BIANCHI et

al., 2017; NAZHA et al., 2015).

O aumento no numero de mondcitos e megacariocitos na medula 6ssea
contribui para a fibrose medular devido a elevada expressdo de citocinas, como
Interleucinas 6, 2 e 8, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), Interferon y, profibrinogénio,
fator de transformacao do crescimento (TGF-B), fator de
crescimento de fibroblasto basico (FCFb) e fator de crescimento endotelial vascular

(VEGF), que séo liberados pelos megacariocitos e mondcitos (BIANCHI et al., 2017,
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NAZHA et al., 2015). Além disso, outra citocina € crucial para o aparecimento da
fibrose na medula nesses pacientes: o fator de crescimento derivado de plagueta
(PDGF), um polipeptidio encontrado em plaguetas com funcdo de regeneragéo
tecidual, sendo o principal componente para o crescimento e proliferacdo de
fibroblasto na medula 6ssea (NAZHA et al., 2015).

Portanto, a fibrose medular € um fendémeno inflamatorio exagerado que afeta
células nao neoplasicas no microambiente da medula éssea, como esquematizado na
figura 8. Essa condicdo se assemelha as alteracfes na medula éssea em infeccdes e

exposicdo a substancias toxicas (NAZHA et al., 2015).

Figura 8 — Processo inflamatorio na medula 6ssea que leva a fibrose
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Fonte: Adaptado de NAZHA et al., 2015. Monécitos e megacariécitos liberam citocinas inflamatérias
na medula éssea, o que leva ao crescimento e proliferagéo de fibroblastos, fibrose medular e deposicéo
de fibras de colageno e reticulina.

8.2 Anemia

A anemia € um dos sintomas mais comuns em pacientes com Mielofibrose
Priméria e um critério importante para se estabelecer o prognéstico do paciente.
Causada principalmente pela eritropoiese ineficaz, hematopoese extramedula, devido
a proliferacdo anormal dos percursores da linhagem mieloide e megacariocitica,
fiborose medular e possivel reacdo adversa pelos farmacos utilizados para o
tratamento. Dependendo do grau de anemia, a ocorréncia de leucoeritroblastose no
sangue periférico pode acontecer para tentar compensar e melhorar o fornecimento
de oxigénio para o organismo (TAKENAKA; SHIMODA; AKASHI, 2018; TEFFERI,
2018b; ARBER et al., 2016).
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9 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da Mielofibrose Primaria comeca pelos sintomas, como anemia,
trombocitose e esplenomegalia, e passa por técnicas mais direcionadas, como a
procura por mutacdes presentes em neoplasias mieloproliferativas e a bidpsia de
medula éssea, que comumente ndo gera um bom resultado devido a fibrose
(TAKENAKA; SHIMODA; AKASHI, 2018).

A OMS estabeleceu critérios e uma classificacdo para o consenso e 0
diagndéstico mais precoce da Mielofibrose Primaria. Para isso, a doenca € dividida em

duas categorias: Mielofibrose Primaria pré-fibrética e Mielofibrose Priméaria fibrética.

A Mielofibrose Priméria pré-fibrotica é caracterizada pelos critérios principais
de proliferacdo atipica de megacariocitos e de granuldcitos na medula O6ssea,
diminuicdo da eritropoiese, auséncia de fibrose reticulinica grau 1, hipercelularidade
da medula 6ssea (podendo ser observados nas figuras 9, 10 e 11), presenca das
mutagcbes JAK2, CALR ou MPL, ou na auséncia dessas mutacdes, a presenca de
outro marcador clonal. Além disso, a Mielofibrose Primaria pré-fibrotica apresenta
critérios menores caracterizados por anemia, leucocitose 211 x 10%dL,
esplenomegalia palpavel e niveis de desidrogenase latica elevados. Para o
diagndstico, € necessario o paciente apresentar todos os critérios principais e pelo
menos 1 critério menor (TAKENAKA; SHIMODA; AKASHI, 2018; ARBER et al., 2016).

aglomerados e nucleos atipicos (HE, 40x); B: Fibras de reticulina (impregnagéo de prata, 40x); C:
Células-troncos hematopoiéticas (imunoperoxidase, 40x).
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Figura 10 — Biopsia de medula 6ssea re flbrotlca _

Fonte: RUMI,; CAZZOLA 2016. B|0p5|a de medula 6ssea com hlpercelularldade granulocitica e
megacariocitica atipicas.

Flgura 11 - Biopsiade medula 6sseade Mleloflbrose Primaria com JAK2V617F posmvo

Fonte: NAZHA et al., 2015 A: Hipercelularidade com megacariocitos atipicos e hematopoese ao
fundo; B: Moderada fibrose medular com reticulina.

A segunda categoria na classificacdo da OMS é a Mielofibrose Priméria
fibrética, caracterizada pelos critérios principais de proliferacdo atipica de
megacariocitos na medula 0ssea (observados nas figuras 12, 13 e 15), presenca de
reticulina na medula éssea e/ou grau de fibrose 2 ou 3 (observada na figura 14),
presenca das mutagbes JAK2, CALR ou MPL ou na auséncia dessas mutagoes, a
presenca de outro marcador clonal e auséncia de mielofibrose reativa. Os critérios
menores que acompanham essa classificacdo sdo anemia, leucocitose 211 x 10%/dL,
esplenomegalia palpavel, niveis de desidrogenase latica elevados e
leucoeritroblastose no sangue periférico, presenca de eritrocitos nucleados,
dacriécitos (eritrécitos em forma de lagrima) e granulécitos imaturos. Seu diagnostico
também é obtido quando se apresentam todos os critérios principais e pelo menos 1
critério menor (TAKENAKA; SHIMODA; AKASHI, 2018; TEFFERI, 2018b; ARBER et
al., 2016).
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Flura 12 : B|03|a de medula ossea de Mleloflbrose Prlmarla Flbrotlca

Fonte: RUMI et aI 2018 A: Hlpercelularldade com mégacanoutbs églomerados e nucleos atipicos
(HE, 40x); B: Flbrose grau 3 (impregnacéo de prata, 40x); C: Fibrose de colageno grau 2 (coloracéo
Tricrdmico Masson, 40x); D: Células-troncos (imunoperoxidase, 40x).

F|ura 13 - B|05|a de medula ossea flbrotlca

Fote: RUMI CAZZOLA 2016. A: Hlpercelularldade com megacanocnos atipicos formando
aglomerados densos (HE, 40x); B: Fibras de colageno, fibrose (coloracdo Tricrobmica de Masson, 40x).

Figura 14 — Fibras de reticulina, fibrose grau 2

Fonte: RIZVI et al., 2019

Flgg;a 15 - B|0pS|a de medula ossea fibrotica com JAK2V617F positivo

Fonte: NAZHA et al., 2015. A: Aglomerados de megacariécitos atipicos com rédugéo na
hematopoese no fundo; B: Fibrose medular grave com reticulina.
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Ademais, a OMS também classificou a fiborose em graus para observar a
gravidade do comprometimento da medula 6ssea no paciente e seu possivel

prognostico, ilustrados na tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo OMS do grau de fibrose medular

Classificagao Caracteristicas

Medula apresenta reticulina linear dispersa correspondente
MF-0 a medula 6ssea normal

Medula apresenta uma rede solta de reticulina com
M1 cruzamentos

Medula apresenta um aumento difuso e denso da reticulina
MF-2 Feixes focais de fibras espessas compativeis com colageno

e/ou osteoesclerose focal

Medula apresenta um aumento difuso e denso de reticulina
MF-3 Feixes grosseiros de fibras grossas consistente com

colageno e associadas a osteoesclerose

Fonte: TAKENAKA; SHIMODA; AKASHI, 2018; ARBER et al., 2016

9.1 Diagnéstico molecular

Ainda nédo totalmente difundida na pratica diagndstica da Mielofibrose Priméaria,
a biologia molecular traz uma confirmacéo das mutacdes nas células progenitoras,
tanto na medula como no sangue periférico, e juntamente com o diagndstico clinico

permite ou ndo confirmar o diagnostico (SCHUBERT et al., 2019).

9.1.1 Reacéo de Cadeia de Polimerase (PCR)

Umas das primeiras técnicas moleculares, chamada PCR convencional,
permite amplificar fragmentos de DNA e, posteriormente observar o tamanho do
produto gerado e identifica-lo. A técnica consiste em 3 etapas principais, onde, a partir
de um unico fragmento de DNA molde é possivel obter milhares de sequéncias
idénticas, também chamadas de produto de PCR. A primeira etapa consiste na
desnaturacdo da fita dupla do DNA molde, a segunda etapa, o alinhamento dos
primers em regido especifica de interesse e, a terceira etapa, a amplificacdo. Essa
reacdo é feita em um termociclador e as etapas se repetem de 25 a 45 vezes, nos
chamados ciclos (HAAS; TORRES, 2016).
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No estudo de Frawley e colaboradores (2018), a partir da amostra de sangue
total, foi purificado o DNA de granulécitos, e os primers desenvolvidos foram
especificos para os hotspots das mutacfes JAK2 éxon 14, JAK2 éxon 12, MPL éxon
10 e CALR éxon 9, cujas sequéncias estdo descritas na tabela 3. O protocolo de
ciclagem utilizado foi: desnaturacéo da fita dupla do DNA a 95°C por 10 minutos, 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento dos primers de 52°C a
65°C por 45 segundos, extenséo da fita a 72°C por 40 segundos e extensao final a
72°C por 7 minutos (FRAWLEY et al., 2018).

Tabela 3 — Primers das mutacdes utilizados no PCR
Mutacéao Primers Pares de base

Primer 5' TGATGAGCAAGCTTTCTCACA
JAK2 éxon 14 155
Primer 3' ACCTAGCTGTGATCCTGAAACT

Primer 5 TCACCAACATTACAGAGGCCT
JAK2 éxon 12 246
Primer 3 TTTTGCTAACATCTAACACAAGGT

Primer 5 GTGACCGCTCTGCATCTAGT
MPL éxon 10 161
Primer 3' GCGAACCAAGAATGCCTGTT

Primer 5' AGGACAAACAGGACGAGGAG
CALR éxon 9 185
Primer 3' TCTCTACAGCTCGTCCTTGG

Fonte: FRAWLEY et al., 2018

Em seguida, os produtos amplificados do PCR foram submetidos a eletroforese
no gel de agarose de alta resolucdo e os resultados podem ser visualizados nas
figuras 16 e 17 (FRAWLEY et al., 2018).

Figura 16 — EIetroforese da mutagéo JAK2 éxon 12

1
-
-— “ ' ! ! g «=——Controle, 463 bp
.- - .
—-— Banda mutante, 279 bp
- — ' tBanda selvagem, 229 bp
=
. — ?i_r;..r am
.,f.
- -
— ‘ ‘ " -<— Banda mutante, 276 bp
- -
- -
Lad

Fonte: Adaptado de LESZCZYNSKA et al., 2016. Nesse resultado de eletroforese podemos
observar que os pacientes 2, 4, 5 e 8 séo positivos para a mutagdo, correspondendo a visualizacéo da
banda 279 bp. Ja os pacientes 3, 6 e 7 soa negativos para a mutacdo, correspondendo a visualizagdo
da banda 229 bp.
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Figura 17 — Eletroforese da mutacao CALR tipo 1 e tipo 2

M 28 48 62 45

Tipo selvagem 357 bp

Mutagio tipo 1 (305 bp)
Mutag3o tipo 2 (272 bp)

Fonte: Adaptado de JEONG et al., 2016. Essa eletroforese indicou que o paciente 28 é negativo e
homozigoto para a mutacao, visto a visualizacdo da banda 357 bp. Ja4 o paciente 48 é positivo e
heterozigoto para a mutacao tipo 1, visto a visualizacdo na banda 357 bp e 305 bp. E o paciente 62 é
positivo e heterozigoto para a mutacgéo tipo 1 e tipo 2, visto a visualizacdo na banda 357 bp, 305 bp e
272 bp. Por udltimo, o paciente 45 é positivo e heterozigoto para a mutagéo tipo 2, visto a visualizagao
na banda 357 bp e 272 bp.

9.1.2 PCR Tempo Real (QPCR)

Umas das técnicas moleculares quantitativas mais modernas, o qPCR permite
obter os resultados da amplificacéo em curto periodo, além de ser um método sensivel
e eficiente, sem a necessidade de realizacdo da eletroforese em gel de agarose. O
diferencial dessa técnica é a utilizacao da fluorescéncia para detectar os produtos de
PCR durante a fase exponencial da amplificagcdo. H& dois principais sistemas
utilizados: SYBR Green, que utiliza um corante que incorpora na fita dupla de DNA e
TagMan, que utiliza uma sonda acoplados um fluor6foro e um quencher. A
quantificacdo dos produtos de PCR se da pela quantificacdo relativa e quantificacdo
absoluta, que necessita de uma curva de concentracbes conhecidas (HAAS;
TORRES, 2016).

J4 que a mutacdo JAK2V617F é a mutacdo mais comum na Mielofibrose
Primaria e nas neoplasias mieloproliferativas em geral, o diagndstico necessita ser
rapido e preciso para que uma intervencao terapéutica possa ser realizada. Por isso,
a tecnologia do PCR Tempo Real é utilizada para essa mutacdo (ZHAO et al., 2016).

As amostras podem ser tanto de sangue periférico quanto de medula 6ssea
para realizar o gPCR, cuja exemplos de primers estdo nas tabelas 4 e 5 (SCHUBERT
et al., 2019; ZHAO et al., 2016).
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Tabela 4 — Primer de qPCR utilizando o sistema de TagMan
Primer mutacgéo 5-VIC-AATTATGGAGTATGTTTCTGTGGA-3’

Primer selvagem | 5-FAM-TAAATTATGGAGTATGTGTCTGT-3’
Fonte: ZHAO et al., 2016. VIC e FAM sio os foroféros.

Tabela 5 — Primer de qPCR utilizando o sistema de SYBR Green
Primer Forward | 5-GCAGCAAGCATGATGAGTC-3

Primer Reverse | 5-CAACTGCTTAGCCACTCCA-3
Fonte: AKADA et al., 2010

O resultado da amplificacdo do PCR é visualizado em graficos, onde o eixo X
representa os ciclos do PCR e o0 eixo Y representa a intensidade da fluorescéncia,
exemplificados nas figuras 18, 19 e 20. Pela analise dos gréficos, € possivel inferir
que quanto maior a quantidade de DNA molde, menos ciclos sdo necessarios para
iniciar a deteccdo do DNA amplificado (HAAS; TORRES, 2016).

Figura 18 — Amplificagdo da mutagdo JAK2V617F em paciente
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Fonte: FAN et al., 2018. Como podemos observar ocorreu a amplificacéo, devido ao aparecimento
da linha exponencial azul, constatando que este paciente apresenta a mutacdo JAK2V617F.

Figura 19 — Amplificacdo da mutacdo JAK2V617F em controle positivo

Amplificagdo
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Fonte: FAN et al., 2018. Sendo o controle positivo a amplificacdo do gene da mutagdo JAK2V617F
ocorreu, devido ao aparecimento da linha exponencial azul.
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Figura 20 — Amplificacdo da mutacdo JAK2V617F em controle negativo
Amplificagao
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Fonte: FAN et al., 2018. Sendo o controle negativo a amplificacdo do gene da mutagdo JAK2V617F
ndo ocorreu, devido ao ndo aparecimento da linha exponencial azul e do aparecimento somente da
linha exponencial verde (corresponde ao gene EZH2 tipo selvagem, sendo esse um controle negativo).

9.1.3 PCR Multiplex Alelo Especifico

Técnica que utiliza primers especificos diferentes, que se anelam em regiées
distintas do mesmo gene ou genes diferentes, permitindo a analise simultanea de
diversos fragmentos de DNA em uma mesma amostra. E utilizada para deteccéo de
mutacBes pontuais, com primers alelo especificos para o gene normal e para cada

manifestacdo mutacional que a doenca pode conferir (HAAS; TORRES, 2016).

Ja que a mutacdo no gene do receptor da trombopoetina pode se apresentar
de duas formas, MPL W515L ou MPL S505N no éxon 10, o método molecular viavel
€ 0 PCR multiplex alelo especifico. Na tabela 6 estdo os primers alelo especificos
utilizados (FURTADO et al., 2013).

Tabela 6 — Primers de PCR multiplex alelo especifico
Gene Primer
MPL (Forward) 5 TGGGCCGAAGTCTGACCCTTT &
MPL (Reverse) 5' CAGAGCGAACCAAGAATGCCTGT &
W515L (Forward) 5' GGCCTGCTGCTGCTGAGAT T 3’
S505N (Reverse) 5' CAGGCCCAGGACGGCG T &
Fonte: FURTADO et al., 2013

Apos o PCR, os fragmentos amplificados sdo submetidos a eletroforese e o

resultado pode ser visualizado na figura 21.
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Figura 21 — Eletroforese de amostras para a pesquisa do fen6tipo S505N

1 2 3 4

Fonte: MORRELL et al., 2013. Nesse caso a coluna 1 representa o controle, onde a banda 363bp é
0 gene MPL selvagem e a banda 264bp é o fendtipo S505N. Na coluna 2 a amostra foi 0 sangue
periférico, positiva para a mutacdo. Na coluna 3 a amostra foi uma raspagem bucal, negativa para a
mutacdo. E na coluna 4 a amostra foi isolado de células T, também negativas para a mutacdo. A nao
apresentacdo da mutacdo em outras células e amostras pode ser explicada pelo fato da mutacéo ser
adquirida e ndo de origem germinativa.

9.1.4 Sequenciamento de Sanger

O sequenciamento de DNA consiste basicamente na determinacdo da
sequéncia de bases de nucleotideos (adenina, timina, citosina e guanina) em um gene
especifico. As etapas do sequenciamento sdo semelhantes ao do PCR, com a adi¢cao
de dideoxicleotideo, que sdo nucleotideos sem o grupo hidroxila na posi¢cdo 3’ do
carbono e marcados com fluor6foro (cada base com um fluoréforo diferente). Esse
processo se repete em varios ciclos, garantindo que hé fitas de tamanhos diferentes
e dideoxinucleotideos em todos as posi¢des, para que na fase da eletroforese capilar
um laser possa identificar o fluoroforo dos fragmentos e a sequéncia do DNA (KRIS
WETTERSTRAND, 2019)

Apbs a utilizacdo do PCR para isolar e purificar o gene MPL também é possivel
fazer o sequenciamento de Sanger, para visualizar o resultado da amplificacéo.
Alguns possiveis resultados sdo mostrados nas figuras 22, 23, 24. No caso da
mutacao derivada da troca de um triptofano por uma lisina no cédon 515, a alteragéo
pontual que ocorre entre as bases nitrogenadas é a substituicdo de uma guanina por
uma timina (TGG — TTG), e pode-se observar no eletroferograma (FURTADO et al.,
2013).



41

Figura 22 — Eletroferograma do fenétipo W515L
1 2
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Fonte: Adaptado de FURTADO et al., 2013. O eletroferograma 1 é positivo para a mutacdo, pois
se trata de uma heterozigose, onde é possivel observar a ocorréncia tanto da timina quanto da guanina.

O eletroferograma 2 € negativo para a mutagdo.

Figura 23 — Eletroferograma do fenétipo W515L de homozigoto e heterozigoto
1 2 3

Fonte: SILVA, 2014. O eletroferograma 1 é negativo para a mutagdo. Ja o eletroferograma 2 é
positivo, sendo homozigoético, ocorrendo uma maior manifestacdo da timina sobre a guanina. E o

eletroferograma 3 € positivo para a mutacéo, sendo heterozigético.

Figura 24 — Eletroferograma dos fenétipos MPL

S505N W515L Controle
l A Paciente 1
- 1 H Paciente 2

L= = H Paciente 3
94 bp 124 bp 211 bp

Fonte: Adaptado de FURTADO et al.,, 2013. Mutagdo MPL de fenétipo W515L no paciente 1,
mutacdo MPL de fen6tipo S505N no paciente 2 e tipo selvagem no paciente 3.

No caso da deteccdo da mutacdo CALR, também pode ser utilizado o
sequenciamento de Sanger, justamente para observar a sequéncia e comprovar se

ha alguma delecéo ou insercdo no éxon (RABADE et al., 2018).

Primeiramente é feita a extracdo de DNA, geralmente de granulocitos do

sangue periférico, e é amplificado o gene de interesse, o éxon 9, utilizando o método
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de PCR. Os primers utllizados podem ser. Forward - 5 -
ACAACTTCCTCATCACCAACG - 3’; Reverse - 5 — GGCCTCAGTCCAGCCCTG -
3. Apés o PCR ¢é feito o sequenciamento, cujo resultado é dado em um
eletroferograma, mostrado na figura 25. Como a mutagéo possui dois tipos, € possivel
identifica-las pela delecao de 52 pb (tipo 1) ou pela insercéo de 5 pb (tipo 2) (RIZVI et
al., 2019; RABADE et al., 2018; ROSSO et al., 2017).

Figura 25 — Eletroferograma evidenciando a mutacdo CALR Tipo 1 e Tipo 2
CALRTIPO1 CALRTIPO 2

HH ||Hlllll|lll‘l‘llllll
ACGAGGHPCAGAGGACA w SAGGA
AR k-
“

m

Fonte: ROSSO et al., 2017. No eletroferograma cada cor representa uma base nitrogenada e os
tamanhos diferentes dos picos diz respeito a quantidade de fragmentos feitos no sequenciamento. O
tamanho dos fragmentos é crescente para a direita, em diregdo a extremidade 3’ da fita.

9.1.5 PCR Digital (dPCR)

A técnica com maior sensibilidade e a melhor alternativa na deteccédo e
quantificacdo quando ha certas limitacbes no método de qPCR, é o PCR digital
(dPCR). Essa técnica se baseia na detecc¢éo da fluorescéncia e na sua conversao em
um sinal digital linear (CILLONI et al., 2019; STAHL et al., 2016). Inicialmente € preciso
extrair e tratar o DNA gendmico das células-alvo e fazer uma dilui¢cdo limitante. Cada
diluicdo é colocada em pocos para a amplificacdo, podendo conter ou ndo o gene
especifico. Gracas aos fluoréforos, a reacdo de amplificacdo acontece somente em
pocos especificos, liberando luz fluorescente, que é detectada e quantificada ao final
do PCR (CILLONI et al., 2019).

Esse método combina a alta precisdo com a alta sensibilidade do gPCR,
excelente para o monitoramento da remissdo molecular pds-transplante de célula-
tronco alogénica, além de identificar e até quantificar a mutacdo CALR em células de
pacientes com Mielofibrose Primaria (A BADBARAN et al., 2016).
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Assim como 0s outros métodos, a amostra € de sangue periférico, isolando
DNA genbmico dos leucocitos. Um exemplo de protocolo utilizado para detecgcédo do
gene CALR é inicialmente a incubacéo do DNA genémico por 2 minutos a 50°C e 10
minutos por 95°C. Na fase de amplificagéo, repetem-se 50 ciclos de 15 segundos a
95°C seguidos de 60°C por 60 segundos (LINK-LENCZOWSKA et al., 2018), sendo

um exemplo de resultado mostrado na figura 26.

Figura 26 — Amplificacdo do gene CALR tipo 2
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Fonte: A BADBARAN et al., 2016. A amplificacéo positiva pode ser observada pelos pontos azuis
no gréfico. A linha rosa € o limite de detec¢do e os pontos em preto sdo a amplificacdo negativa, onde
ndo h& nenhum gene alvo. O eixo X corresponde ao grau de diluicdo, onde se pode observar que o
gene CALR tipo 2 é detectado mesmo em concentrag8es diluentes baixas. E 0 eixo Y indica a amplitude
fluorescente da amostra.

9.1.6 gPCR X Sanger X dPCR

Cada técnica apresentada tem suas particularidades e especificidades, assim
como precisao, sensibilidade e alvo molecular especifico. Tratam-se de técnicas ndo
invasivas que podem ser utilizadas para diagnostico, avaliacdo da resposta ao
tratamento utilizado, acompanhamento do progndéstico e monitoramento do
transplante de célula-tronco alogénica. Essas técnicas tém em comum a capacidade
de reproduzirem milhdes de copias simultaneamente a partir de um molde. Contudo,
algumas vantagens e desvantagens de cada técnica, listadas nas tabelas 7 e 8
respectivamente, sdo importantes para serem levadas em consideracdo na hora da
escolha de qual método utilizar, a fim de reproduzir o melhor e mais preciso resultado
(SCHERER et al., 2017).
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gPCR

Sequenciamento de Sanger

dPCR

Alta sensibilidade

Deteccao de mutacdes

conhecidas e desconhecidas

Alta sensibilidade

Boa reprodutibilidade

Padronizado em algumas

Deteccao de mutacbes

conhecidas

aplicacdes (como deteccao de
mutacéo de resisténcia em
LMC)

Quantitativo

Deteccéao de

mutacdes conhecidas

Detecgédo de mutagbes

pontuais

Deteccéao de

mutacdes pontuais

Sem necessidade de pos-

processamento

Genotipagem rapida

Padronizado em algumas
aplicacoes (deteccédo de

inumoglobulina em LLA)

Monitoramento de

tratamento

Necessita de pouca

amostra

Possivel combinar com
RT-PCR e Multiplex

Fonte: PALUMBO et al.,
CONNEALLY, 2014.

2019; SCHERER et al.,

Tabela 8 — Desvantagens de cada técnica

2017, LANGABEER; HASLAM;

gPCR

Sequenciamento de Sanger

dPCR

Necessita de muita

amostra

Necessita de muita amostra

NUmero limitado de

NUumero limitado de mutacdes

Rastreamento limitado

de mudltiplos genes de

B amostras
mutacdes testadas testadas
o L o Otimizagdo individual
Otimizacao individual dos | Otimizacéao individual dos R
R . R . dos parametros das
parametros das reagfes |parametros das reagfes .
reacoes
Numero limitado de

Padronizacéo limitada

Sensibilidade limitada

mutacdes testadas

Necessita de pos-processamento

Padronizagéo limitada

Fonte: PALUMBO et al.,
CONNEALLY, 2014.

2019; SCHERER et al.,

2017; LANGABEER; HASLAM;
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9.2 Caribtipo

E comum, dentre os exames para diagnosticar a Mielofibrose Priméria, o
paciente fazer o exame de cari6tipo, pois aproximadamente 50-60% dos pacientes
com Mielofibrose Primaria tém alguma alteracdo de cariétipo que pode favorecer ou
reduzir a progressdo da doenca, alterando seu prognéstico (TEFFERI, 2018a;
COOPER; SCOTT, 2018; PENNA et al., 2018).

O MIPSS70 (Sistema Progndstico de Pontuacéo Internacional por Mutacéo),
GIPSS (Sistema Prognostico de Pontuacdo Internacional por Genética) e varias
andlises de pacientes com Mielofibrose Priméaria nos Estados Unidos e na Europa
classificaram os cariétipos mais frequentes na doenca. Estes sdo divididos em 3
categorias de acordo com o risco citogenético do progndstico: cariétipo favoravel,
desfavoravel e cariétipo de muito alto risco (PENNA et al., 2018; COOPER; SCOTT,
2018). Além disso, cada categoria de cariotipo também diz respeito a sobrevida do
paciente e a possibilidade de transformacédo leucémica (COOPER; SCOTT, 2018),

como observados na tabela 11.

O caridtipo desfavoravel inclui as anomalias de cariotipo complexo, +8, -7/70-,
i(17q), -5/5q, 12p-, inv(3), rearranjo 11923 (BEAUVERD et al., 2016). O cariotipo
favoravel inclui del(20q), del(13q), trissomia do 9 e alteragbes no cromossomo 1
(PAULA JUNIOR, 2018). O cariotipo de muito alto risco inclui isocromossomia do 17q
e 12p, monossomia do cromossomo 7 e 11923 e trissomia do cromossomo 19
(TEFFERI, 2018a).
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10 PROGNOSTICO

Ja que a Mielofibrose Priméaria pode evoluir para a leucemia, é importante
primeiramente obter um diagndéstico correto dentre as outras neoplasias
mieloproliferativas e, posteriormente, definir o tratamento e o prognoéstico. Para tanto
€ necessario um sistema que relacione o diagnéstico clinico do paciente com seu

progndstico para melhor intervencéao terapéutica (TEFFERI, 2018b).

Assim, em 2009, foi criado o Sistema Progndstico de Pontuacao Internacional
(IPSS) para Mielofibrose Priméria, baseado em varios estudos feitos nos centros de
pesquisas da Europa e Estados Unidos. Esse sistema se aplica no momento do
diagnostico e estabelece 5 critérios: idade do paciente maior que 65 anos,
hemoglobina < 10g/dL, leucécitos > 25 x 10%L, blastos no sangue periférico =2 1% e
presenca de sintomas constitucionais (fadiga, sudorese noturna e febre, por exemplo)
(TEFFERI, 2018b; BENITES et al., 2013).

Como podemos observar na tabela 9, de acordo com a ocorréncia clinica do
paciente, sdo atribuidas pontuacbes que refletirdo diretamente no progndéstico,
relacionadas ao risco e ao estagio da doenca em que o0 paciente se encontra, assim
como a sobrevida média (TEFFERI, 2018b; NUNES, 2015; BENITES et al., 2013).

Tabela 9 — Sistema Progndéstico de Pontuacdo Internacional

Critérios Pontuacéo Prognadstico Sobrevida
idade > 65 anos 0 ponto: Baixo 11 a 15 anos
hemoglobina < 10g/dL 1 1 ponto: Intermediario 1 | 6,5 a 8 anos
leucécitos > 25 x 109/L 1 2 pontos: Intermediario 2 | 3 a 4 anos
blastos = 1% 1 = 3: Alto 1a2,5anos

sintomas constitucionais 1
Fonte: TEFFERI, 2018b; NUNES, 2015; BENITES et al., 2013

Contudo, com novas descobertas sobre a doenca, diagnostico e avancos
moleculares, um novo sistema de pontuacao foi estabelecido para ilustrar melhor a
patogénese da Mielofibrose Primaria e assim estabelecer o tratamento e prognostico
adequados. Para isso, foi criado o Sistema Prognoéstico de Pontuagéo Internacional
por Mutacdo (MIPSS70) e o Sistema Prognostico de Pontuacdo Internacional por

Genética (GIPSS), que levam em consideragcao as mutagdes, cariotipos, hemoglobina
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relacionada a cada sexo e outras alteracbes genéticas presentes da doenca
(TEFFERI, 2018b).

O MIPSS70 foi desenvolvido para pacientes com 70 anos ou menos e para
aqueles que foram transplantados. Estabelece critérios genéticos como auséncia da
mutacdo CALR tipo 1, presenca de uma ou duas mutacOes de alto risco molecular
(outro marcador clonal que ndo seja JAK2V617F, MPL W515L ou MPL S505N e
CALR), presenca do cariétipo de risco muito alto e o caridtipo desfavoravel. Ja os
critérios clinicos compreendem anemia grave (hemoglobina < 8g/dL para mulheres e
< 9¢g/dL para homens), anemia moderada (hemoglobina de 8g/dL a 9,9g/dL para
mulheres e 9g/dL a 10,9g/dL para homens), leucdcitos > 25 x 10%/L, blastos no sangue
periférico = 2%, plaquetas < 100 x 10°/L, grau de fibrose > 2 e presenca de sintomas
constitucionais (TEFFERI, 2018b).

O GIPSS leva em consideracdo somente mutacbes e cariétipos, nao
estabelecendo critérios clinicos, como a presenca do cariétipo de risco muito alto, o
cariotipo desfavoravel e a auséncia da mutacdo CALR tipo 1 (TEFFERI, 2018b).

Os dois sistemas também irdo relacionar esses critérios com pontuacdes e
estabelecer para cada risco na progressado da doenca, no progndéstico e sobrevida

especificos (TEFFERI, 2018b), como observados nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10 — Sistema Progndéstico de Pontuacao Internacional por Mutacao

Critérios Pontuacéao Prognostico Sobrevida
cariétipo de risco muito alto 4 0 pontos: Muito baixo
cariétipo desfavoravel 3 1 a 2 pontos: Baixo 16,5 anos
1 mutacao de alto risco 2 3 a 4 pontos:
o 8 anos
molecular Intermediario
= 2 mutagdes de alto risco 3 = 5 pontos: Alto
4 anos
molecular
auséncia mutacédo CALR tipo 1 2 = 9 pontos: Muito alto 2 anos
Anemia grave 2
Anemia moderada 1
blastos = 2% 1
sintomas constitucionais 2

Fonte: TEFFERI, 2018b
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Tabela 11 — Sistema Progndstico de Pontuacéo Internacional por Genética

Critérios Pontuacdo Prognéstico Sobrevida
cariotipo de risco muito alto 2 0 pontos: Baixo 26,5 anos
cariétipo desfavoravel 1 1 ponto: Intermediario 1 8 anos
auséncia mutacdo CALR 1 2 pontos: Intermediario 2 4 anos
tipo 1

= 3 pontos: Alto 2 anos

Fonte: TEFFERI, 2018b



49

11 TRATAMENTO

Os tratamentos para a Mielofibrose Primaria sédo limitados, porém, com o
avanco da tecnologia e da biologia molecular, tornou-se possivel a aplicacdo de
tratamentos mais especificos e individualizados, com alvos genéticos, como € o caso
da terapia génica. O tratamento visa diminuir a ocorréncia de sintomas, tanto clinicos
como genéticos, melhorar a qualidade de vida do paciente, aumentando seu
progndéstico e reduzir as chances da transformacgéo para leucemia (O’'SULLIVAN;
HARRISON, 2018). Os mais utilizados incluem agentes estimuladores da eritropoiese
(AEEs), androgenos, agentes imunomoduladores (IMiDs) e drogas citorredutoras
(STAHL; ZEIDAN, 2017) e sdo observados nas figuras 27 e 28.
Figura 27 — Esquema de tratamento de cada progndstico do sistema MIPSS70

RICo Risco Risco Baixo Risco

muito aito Risco Alto Intermedisrio muito baixo

! |

Transplante de
células Pido 020 pcompanhamento

hematopoiéticas
alogénicas

Exige _
tratamento

Ensaios clinicos

Ruxolitinibe
Anemia Esplenomegalia Sintomas
constitucionais
Danazol Hidroxiureia
Lenalidomida Esplenectomia Hidroxiureia
Eritropoetina Esplenectomia

Fonte: Adaptado de TEFFERI, 2018b. Observa-se que o acompanhamento nos prognosticos
muito baixo ou baixo é um esquema de tratamento aceitdvel, ja que esses pacientes sdo
assintométicos. No caos do risco intermediario sdo fornecidas op¢cées como participacdo de ensaios
clinicos ou terapia convencional com o Ruxolitinibe e outros para tratar os sintomas. E os prognésticos
de risco muito alto e alto o mais recomendével é o transplante de células hematopoiéticas alogénicas.
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Figura 28 — Esquema de tratamento de cada progndstico do sistema GIPSS

Alto Risco Risco Risco B_aixo
Intermediario-2 Intermediario-1 Risco

Transplante de células
hematopoiéticas alogénicas

MIPSS70

Acompanhamento

Fonte: Adaptado de TEFFERI, 2018b. Na classificacdo GIPSS o prognéstico muito baixo
corresponde ao risco baixo e muito baixo da classificacdo MIPSS70. J4 o prognéstico alto na GIPSS
corresponde ao risco alto e muito alto da MIPSS70. E os prognésticos intermediério 1 e 2 na GIPSS
corresponde ao risco intermediario da MIPSS70. Portanto as recomendacdes de tratamento sdo as
mesmas.

11.1 Inibidores de JAK

O Ruxolitinibe é o principal e o primeiro farmaco representante da classe dos
inibidores JAK para o tratamento de Mielofibrose Primaria aprovado pela ANVISA, em
2015, e pela FDA (agéncia sanitaria americana, Food and Drug Administration), em
2011 (JAIN; MESA; PALMER, 2017). Sendo um inibidor seletivo das JAK1 e JAK2,
Ruxolitinibe, bloqueia a atividade dessas proteinas, ou seja, bloqueia a fosforilagdo da
STAT e, assim, diminui a producdo de progenitores sanguineos extramedulares.
Mostra-se eficaz para os principais fenétipos, JAK2V617F, MPL W515L, MPL S505N
e CALR, pois mesmo com a ativacdo espontanea da via JAK-STAT que essas
mutacdes produzem, o Ruxolitinibe consegue prejudicar a diferenciacdo da célula-
tronco hematopoiética e diminuir sua producdo (BYRNE; SAVANI; SAVONA, 2018;
JAKAVI, 2015).

Contudo, o Ruxolitinibe ndo consegue reverter a fibrose da medula éssea ou
impedir que aconteca, nao tem atividade antitumoral nem induz a remissao
citogenética e molecular (TEFFERI, 2018b).

E importante ressaltar que essa inibicdo ndo prejudica os niveis basais das

células progenitoras hematopoiéticas, pois a inibicdo maxima do JAK1 e JAK2 foi
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observada somente apos 2 horas da administracdo do medicamento. Em 8 horas, 0s
niveis retornaram ao valor basal, ou seja, o Ruxolitinibe evita a producao espontanea

e exagerada das células progenitoras hematopoiéticas (JAKAVI, 2015).

Além de atuar como inibidor seletivo das JAK1 e JAK2, o farmaco também tem
a capacidade de diminuir a esplenomegalia, fator importante e decisivo que a FDA
encontrou para aprova-lo nos ensaios clinicos (JAIN; MESA; PALMER, 2017), a
trombocitopenia, pois diminui a hipercelularidade da linhagem megacariocitica que a
doenca pode provocar, e os niveis de citocinas como TNF-a e Interleucina 6, assim
como neutropenia (SAEED; MCLORNAN; HARRISON, 2017; JAKAVI, 2015).

Como qualquer farmaco, Ruxolitinibe também apresenta efeitos colaterais,
como a anemia, efeito mais comum, podendo apresentar niveis de hemoglobina
menores que 8g/L. Por isso, um hemograma completo feito periodicamente é
recomendavel, jA& que o tratamento com Ruxolitinibe € de uso crbénico (SAEED;
MCLORNAN; HARRISON, 2017; JAKAVI, 2015).

O Pacritinibe € um inibidor da JAK2 e da FLT-3 (fator estimulador das colénias
de macréfago tirosina cinase 3), receptor importante para a proliferacdo e
diferenciacéo celular, relacionada a leucemia mieloide aguda (LMA). Ainda na fase 3
dos ensaios clinicos, demostrou uma melhora no tamanho do bago e nos sintomas
(JAIN; MESA; PALMER, 2017; SAEED; MCLORNAN; HARRISON, 2017
SHANTZER; BERGER; PU, 2016).

O Momelotinibe, que ainda estd em desenvolvimento, também é um inibidor de
JAK1 e JAK2, além de outras cinases como Kinase 2 dependente de Ciclina (CDK2,
importante para a regulacdo do ciclo celular) e Kinase N-terminal c-Jun (JNK1,
proteina importante na via de sinalizacdo da expressdo génica, regeneracao,
regulacdo da morte celular) (JAIN; MESA; PALMER, 2017; YARZA et al., 2016).
Diferentemente do Ruxolitinibe, 0 Momelotinibe ndo apresentou a anemia como efeito
colateral e diminuiu a esplenomegalia e os sintomas constitucionais (SAEED;
MCLORNAN; HARRISON, 2017; SHANTZER; BERGER; PU, 2016).

11.2 Drogas citorredutoras
Foi a primeira linha de tratamento usado para esplenomegalia relacionada a

Mielofibrose Primaria, com o principal exemplo sendo a Hidroxiureia, um medicamento
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antineoplasico usado geralmente para o tratamento de leucemia mielocitica cronica
resistente e melanoma. Porém, apdés 1 ano, o medicamento deixa de produzir uma
resposta adequada e o uso de outra terapia como agentes estimuladores da
eritropoiese e Danazol é exigido. O aumento da dose da Hidroxiureia pode piorar a
anemia e a trombocitopenia (STAHL; ZEIDAN, 2017).

O mecanismo de acdo nao esta totalmente esclarecido, mas a hipétese mais
provavel € que a Hidroxiureia provoca a inibicdo da sintese de DNA das células, pela
enzima ribonucleotideo redutase (HYDREA, 2017).

Seu uso na Mielofibrose Primaria é justamente pelo efeito colateral que o
medicamento produz. Pela inibi¢do da sintese de DNA, a Hidroxiureia controla o ciclo
celular e, assim, a proliferacéo de células neoplasicas. Como efeito colateral tem-se a
leucopenia, podendo ser acompanhada pela trombocitopenia e anemia, e a depressao
da medula 6ssea em alguns casos mais graves (HYDREA, 2017). Ja que pacientes
com algumas das mutacdes apresentadas podem ter um aumento na linhagem
mieloide, a Hidroxiureia € recomendavel para alguns casos, por exemplo,
esplenomegalia sintomética e sintomas constitucionais em progndésticos de riscos
baixo e intermediario 1 (O’'SULLIVAN; HARRISON, 2018; TEFFERI, 2018b).

11.3 Agentes Estimuladores da Eritropoiese (AEES)

A administracdo de eritropoetina recombinante humana pode aliviar o0s
sintomas da anemia causada pelo Ruxolitinibe e pela propria Mielofibrose Primaria.
Porém, muitas vezes € ineficaz, principalmente em pacientes com niveis de
hemoglobina muito baixos e necessitando de transfusbes, e pode agravar a
esplenomegalia, pela ativacdo da via JAK-STAT (TEFFERI, 2018b; SAEED;
MCLORNAN; HARRISON, 2017).

11.4 Agentes Imunomoduladores (IMiDs)

Para a anemia e acdo mielossupressora significativa, os mais utilizados sdo a
Lenalidomida em associacdo com Prednisona (glicorticoide), que diminui os niveis de
toxicidade. Além disso, a Lenalidomida também apresenta propriedades
antineoplasicas, antiangiogénicas, pro-eritropoiéticas e imunomoduladoras (STAHL;
ZEIDAN, 2017; REVLIMID, 2016).
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Seu mecanismo de acdo ocorre por meio da ligacdo da Lenalidomida ao
Cereblon, uma estrutura proteica formada pelas proteinas Cullin 4 (CUL4),
reguladoras de Cullin 4 (RoC1) e proteina 1 ligante de DNA danificado (DDB-1),
formando o complexo ubiquitina ligase E3. Nessa interacao, o Cereblon liga-se ainda
com o substrato de fatores de transcricdo linfoides, resultando na via ubiquitina-
proteassoma (catabolismo de proteinas no citosol e nucleo), degradacdo e
citotoxicidade (SHI; CHEN, 2017; REVLIMID, 2016; SHI).

Contudo, a taxa de toxicidade hematoldgica supera a taxa de melhora da
anemia. Para o cari6tipo -5/5q, a Lenalidomida mostrou uma reducdo na carga de
alelo do JAK2, esplenomegalia e aumento na apoptose do clone anormal (STAHL,;
ZEIDAN, 2017).

11.5 Androégenos

O Danazol, um hormonio esteroide fraco de origem sintética, também pode ser
utiizado no tratamento da anemia, esplenomegalia e, em alguns casos, para
aumentar a contagem de plaquetas. Seu uso tem efeitos colaterais a serem
considerados, como ganho de peso, hirsutismo, hepatotoxicidade e risco de tumores
hepaticos, além de ter um tempo de resposta adequada de 6 meses. E geralmente
utilizado em associacdo com o Ruxolitinibe e quando ndo ha resposta com o uso de
AEEs (SAEED; MCLORNAN; HARRISON, 2017; STAHL; ZEIDAN, 2017; LADOGAL,
2016).

Seu mecanismo de acdo ocorre por meio da inibicdo da secrecdo de
gonadotrofina, um horménio secretado pela hipdéfise, que consequentemente, reduz a
sintese de estrégeno no ovario e a espermatogénese. Sabe-se que o Danazol exerce
acOes em proteinas plasméaticas como a eritropoetina, aumentando seu nivel no
sangue, estimulando assim a atividade da medula 6ssea (LADOGAL, 2016;
CERVANTES et al., 2015).

11.6 Transplante de células hematopoiéticas alogénicas

E o Unico tratamento que pode levar & cura da Mielofibrose Primaria. Porém,
varios critérios sdo adotados para um paciente ser considerado apto ou ndo a esse
tipo de tratamento, devido a alta taxa de morbidade e mortalidade. A primeira linha de
tratamento sdo os inibidores de JAK, mas o paciente pode ser submetido ao

transplante se apresentar progndéstico Intermediario 2 ou risco alto, uma sobrevida de
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menos de 5 anos, ndo responder ao tratamento com Ruxolitinibe e ter um maior risco
da transformacdo leucémica (O’SULLIVAN; HARRISON, 2018; LAVI; ROWE;
ZUCKERMAN, 2017). Ademais, de acordo com a Sociedade Europeia de Transplante
de Sangue e Medula Ossea (EBMT), é possivel aplicar esse tratamento em pacientes
com prognostico Intermediario 1 e com menos de 65 anos se apresentar anemia
refrataria dependente de transfusfes, 2% de blastos no sangue periférico e
caracteristicas citogenéticas desfavoraveis (JAIN; MESA; PALMER, 2017).

A utilizacdo do Ruxolitinibe na fase pré-transplante mostrou-se efetiva, pois
primeiramente o farmaco age reduzindo a esplenomegalia e os niveis de citocinas pro-
inflamatorias, melhorando a taxa de sucesso do transplante, que aumenta a sobrevida
do paciente e melhora os sintomas. A combinacao desses tratamentos reduziu a taxa
de mortalidade relacionada ao transplante (O’'SULLIVAN; HARRISON, 2018; JAIN;
MESA; PALMER, 2017).

Contudo, para o sucesso efetivo, o transplante deve ser do tipo alogénico, ou
seja, a medula 6ssea do doador deve ser 100%, ou perto disso, HLA compativel com
a medula do receptor. Caso contrario, ha uma grande taxa de falha do transplante e a
reducao da sobrevida do paciente (LAVI; ROWE; ZUCKERMAN, 2017). Com sucesso,
o transplante garante a negatividade na mutacédo JAK2V617F (JAIN; MESA; PALMER,
2017) e pacientes com mutacdes no gene CALR apresentam uma sobrevida
significativamente melhor (LAVI; ROWE; ZUCKERMAN, 2017).

O transplante alogénico consiste primeiramente no tratamento com
guimioterapia no paciente para destruir as células hematopoiéticas da medula 6ssea.
O paciente doador pode doar suas células-tronco hematopoiéticas por meio da
medula éssea, onde se aspira o contetldo da medula, ou por meio de puncao venosa,
quando o paciente é tratado primeiramente com fatores de crescimento que
estimulardo a producdo das células-tronco hematopoiéticas e mobilizardo grandes
guantidades dessas células para o sangue periférico. Por fim, as células-tronco
hematopoiéticas do doador sédo infundidas, via intravenosa, no paciente receptor. As
células se fixardo na medula 6ssea e comecardo a se dividir e produzir novos
progenitores (PORTO, 2019; JAIN; MESA; PALMER, 2017).

Assim como todo transplante, h& o risco de rejeicdo. No caso do tratamento

para Mielofibrose Primaria, foram observados nos testes clinicos do Ruxolitinibe que
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€ possivel a ocorréncia de cancer de pele ndo-melanoma do paciente pés-transplante
de células-tronco hematopoiéticas. Por isso, antes do transplante, € importante a
investigacao de riscos de desenvolvimento cancer de pele no paciente (LAVI; ROWE;
ZUCKERMAN, 2017).

A falha no transplante acontece com uma frequéncia de 2 a 24% dos pacientes
e € dependente do tipo de doador, intensidade dos quimioterapicos, dose do
transplante das células-tronco hematopoiéticas, grau de fibrose medular e tamanho
do baco. Esses casos podem levar a pancitopenia e a esplenomegalia, podendo ser
utilizados fatores estimuladores de col6nias e a remoc¢ao do baco, respectivamente,
para reverter o quadro. Caso ndo se resolva, é feito um reforco de células estaminais
ou um segundo transplante alogénico (LAVI; ROWE; ZUCKERMAN, 2017; JAIN;
MESA; PALMER, 2017).

A possibilidade da reincidéncia da Mielofibrose Priméaria desses pacientes foi
relatada de 22% a 29% e pode ser tanto clinica, com a volta dos sintomas
constitucionais, quanto molecular, evidenciada pelo aumento da mutagao
JAK2V617F, o que ir4 afetar diretamente a sobrevida do paciente (JAIN; MESA;
PALMER, 2017).
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12 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da analise realizada, podemos concluir que a Mielofibrose Primaria &
uma neoplasia mutacional muito importante e perigosa, por ser diagnosticada em
idade avancada, assintomética ou pelos sintomas serem inespecificos, como anemia,
fadiga, febre, leucocitose, leucopenia e trombocitose, além do fato de desenvolver

uma fibrose medular progressiva e transformacéo leucémica.

Por isso, é fundamental o diagnostico precoce, rapido e especifico para se
definir o prognostico com ajuda dos sistemas de pontuacdo MIPSS70 e GIPSS feitos
pela OMS, e assim entrar com a intervencéo terapéutica correta. Visando isso, a
Organizacdo Mundial da Saude criou parametros para o diagnostico, classificando o
nivel de fibrose medular. Porém, o diagnostico sensivel e conclusivo é dado pelos
métodos moleculares, como PCR, variacdes de PCR e sequenciamento de Sanger,
pela identificacdo das trés principais mutacdes génicas caracteristicas da doenca:
JAK2, MPL e CALR.

A Unica cura para Mielofibrose Priméaria é o transplante de células-tronco
alogénicas, mas esse apresenta diversos critérios de inclusdo ao paciente e uma alta
taxa de mortalidade, o que leva ao uso continuo de farmacos inibidores de JAK, como

o Ruxolitinibe, entre outros farmacos para tratar os possiveis sintomas.

A Mielofibrose Priméria € uma doenca hematoldgica rara e por isso precisa ser
mais estuada, pois pode ser dificil ter acesso a informacdes confiaveis e precisas.
Estudos estdo sendo feitos ultimamente para melhorar a compreensao das causas
genéticas da doenca, dos sintomas, da fibrose medular, da esplenomegalia e,
consequentemente, do tratamento, sendo que existem 2 farmacos inibidores de JAK
ainda em fase de desenvolvimento, o Pacritinibe e Momelotinibe, e que apresentam

melhoras nos sintomas em comparagéo ao Ruxolitinibe.
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