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Resumo

Algumas evidéncias destacam mutagées no gene ASXL1 como um evento
importante na evolucdo clinica de pacientes com neoplasias hematologicas,
particularmente em leucemias mieloides agudas e sindrome mielodisplasicas.
Contudo, seu impacto progndstico em neoplasias mieloproliferativas (NMP) ainda
€ pouco explorado. Aqui, nOs caracterizamos 208 pacientes com NMP
cromossomo Filadélfia (Ph) negativo (policitemia vera, PV; trombocitemia
essencial, TE; mielofibrose primaria, MFP), de acordo com mutacfes no gene
ASXL1, e correlacionamos esses achados com caracteristicas clinico-laboratoriais
desses pacientes. A pesquisa das mutagcdes foi realizada por sequenciamento
sanger, em que polimorfismos germinativos e mutagBes sinonimias foram
excluidas das andlises. Mutagcbes no ASXL1l foram detectadas em 22/208
pacientes (10%), das quais quatro foram observadas em pacientes com PV (4/54;
7%), onze em pacientes com TE (11/123; 9%) e sete com MFP (7/31; 22%). As
caracteristicas clinicas e laboratoriais foram similares entre pacientes com ASXL1
mutado e ndo mutado. Quando as entidades foram avaliadas individualmente (PV,
TE e MFP), observou-se associacao entre mutacdes no ASXL1 e idade mais
avancada em pacientes com TE (P = 0,049) e desenvolvimento de
esplenomegalia em pacientes com MFP (P = 0,026). Com uma mediana de
seguimento de 5,1 anos (IC95%: 4,5 a 7,3 anos), 136 pacientes (65%)
desenvolveram algum tipo de manifestacdo clinica, sendo o desenvolvimento de
complicagbes vasculares o mais frequente (n=54; 26%), seguido por
esplenomegalia (n=47; 22%), eventos hemorragicos (n=30; 14%) e trombose
(n=21; 10%). Mutacbes no gene ASXL1l ndo foram associadas com o
desenvolvimento das referidas manifestagbes. Dentro deste seguimento, apenas
dois pacientes evoluiram para sindrome mielodisplasica e um para leucemia
mieloide aguda, todos sem mutagdes no gene ASXL1.

Palavras-chave:Neoplasias mieloides; Modificadores epigenéticos;
JAK-STAT; Prognaostico.



Abstract

Accumulating evidences report mutation in ASXL1 as an important predictor to
clinical outcomes of patients with hematological malignancies, particularly acute
myeloid leukemia and myelodysplastic syndrome. However, the prognostic impact
in myeloproliferative neoplasm (MPN) remains underexplored. Here, we evaluated
clinical and laboratory features of 208 Philadelphia negative MPN patients
(polycythemia vera, PV; essential thrombocythemia, ET; primary myelofibrosis,
PMF), according to mutations in ASXL1. Screening for ASXL1 mutations were
performedby Sanger sequencing. Germline variations were excluded. ASXL1
mutations were detected in 22/208 patients (10%), of which four in PV patients
(4/54-7%), 11 in ET patients (11/123-9%) and seven in PMF (7/31-22%). Baseline
features were similar between ASXL1-mutated and non-mutated patients.
Evaluated individually (PV, ET, PMF), we observed that ET patients harboring
ASXL1 mutations were older (P = 0,049) than ASXL1 non-mutated patients.
Similarly, PMF patients presented higher frequency of splenomegaly in ASXL1-
mutated group (P = 0,026). No other features were associated with
ASXL1lmutations. The median follow-up was 5,1 years (CI95%: 4,5-7,3 years).
One hundred and thirty six patients (65%) developed some of the clinical common
manifestations, which the most frequent was vascular complications (n=54; 26%),
followed by splenomegaly (n=47; 22%), bleeding (n=30;14%) and thrombosis
(n=21;10%). ASXL1 mutations were not associated with development of such
events. In our cohort, only two patients have evolved for myelodysplastic
syndrome and one for acute myeloid leukemia, all of them without mutations in
ASXL1.

Keywords:Myeloid neoplasm; Epigenetic modifiers; JAK-STAT,;
Prognostic.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) sdo doencas clonais da célula
tronco hematopoiética, caracterizadas pela proliferacdo anormal de precursores
mieloides da medula 6ssea com consequente acumulo de uma ou mais linhagens
de células maduras mieloides no sangue periférico e tecidos, levando a
complicacBes clinicas como organomegalia, trombose, hemorragia e potencial
evolucdo para mielofibrose e leucemia aguda.Por convencédo, essas neoplasias
podem ser reagrupadas segundo mutacdes e/ou rearranjos de genes
codificadores de tirosina quinases, dos quais se destacam o gene ABL1,
frequentemente associado a translocacdo cromossoémica t(9;22)(q34;911)/BCR-
ABL1 ou cromossomo Filadélfia (Ph), e o gene Janus quinase 2 (JAK2), envolvido
na mutagdo soméatica JAK2V617F. No primeiro grupo (Ph-positivo), destaca-se a
leucemia mieloide crénica como principal entidade, enquanto que no segundo
grupo (Ph-negativo), enquadram-se a policitemia vera, trombocitemia essencial e
mielofibrose primaria, as quais estdo frequentemente associadas a mutacao
JAK2V617F.

As NMP apresentam, em geral, curso clinico lento e arrastado, e séo, por
isso, consideradas excelentes modelos para avaliacdo de marcadores
prognosticos durante evolugdo clonal dos pacientes. Isso se deve as claras
distingbes entre os estagios crénico e agudo das entidades.Apesar da mutacao
JAK2V617F ser reconhecida como paradigma diagndstico para as NMP Ph-
negativo, outros alvos moleculares séo investigados como possivel moduladores
do curso clinico, isso se sustenta € duas questfes basicas: 1) como uma mesma
mutacdo pode apresentar trés fendtipos distintos (PV, TE e MFP) 2) quais

mutacOes estdo associadas aos casos JAK2 negativos (~40%). Atualmente,
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acredita-se que alteragdes vicinais a via JAK/STAT estdo relacionadas a
explicacéo das questdes elencadas anteriormente.

O Additional sex combs-like 1 (ASXL1), homélogo humano da proteina Asx
de Drosophila, é membro do grupo Polycomb de proteinas repressivas,
associadas a manutencdo da repressdo transcricional loci especifico.
Recentemente, inimeros estudos clinicos evidenciaram que o ASXL1 se encontra
alterado em multiplas formas de neoplasias mieloides, incluindo sindrome
mielodispldsica (SMD), leucemia mielomonocitica crénica (LMMC), leucemia
mieloide aguda (LMA) e NMP. As alteragbes no ASXL1 s&o geralmente
associadas com curso clinico adverso em LMMC, SMD e LMA, sem, contudo,
haver consenso com relacdo as NMP, uma vez que o numero de trabalhos
relacionados é consideravelmente menor.

A desregulacdo da ASXL1 é normalmente relacionada a mutacdes dos
tipos frameshift e nonsense, que tém como resultado uma proteina truncada em
sua regido C-terminal, upstream ao seu dominio funcional, a por¢do PHD. Os
dados clinicos publicados at¢é o momento sugerem um importante papel do
ASXL1 na patogénese e/ou transformacédo das neoplasias mieloides. Contudo,
ainda € necesséria a elucidacdo da funcédo da ASXL1 na hematopoiese normal e
leucémica, afim de determinar sua real participagéo nos referidos processos.

Usualmente, as mutacdes apresentam-se heterozigotas, sugerindo uma
haploinsuficiéncia do ASXL1 na regulacdo funcional da célula tronco
hematopoiética. Estas mutacdes sdo também identificadas na sindrome de
Bohring-Optiz, condicdo rara caracterizada por anormalidades faciais, multiplas
malformagdes, inabilidades intelectuais e morte precoce, estes dados,

coletivamente, sugerem que mutacdes somaticas no ASXL1 conduzem a
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neoplasias mieloides, assim como muta¢gfes germinativas causam fenétipos de
alteracbes do desenvolvimento, corroborando, assim, com a hip6tese que a
ASXL1 esta envolvida na regulacdo da expressdo génica em diversos processos
e tecidos.

Diante do exposto, 0 presente projeto tem como principal objetivo
caracterizar pacientes com NMP Ph-negativo de acordo com muta¢cbes no gene
ASXL1 e correlacionar esses achados com caracteristicas clinico-laboratoriais

desses pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Neoplasias mieloproliferativas

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) sdo desordens hematoldgicas
clonais caracterizadas por uma proliferacdo aumentada dos componentes
celulares mieloides (Vardiman & Hyjek 2011). A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) reconhece as seguintes entidades de NMP: Leucemia Mieloide Crobnica
(LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia Essencial (TE), Mielofibrose
Primaria (MFP), Mastocitose Sistémica, Leucemia Neutrofilica Crbnica, Leucemia
Eosinofilica Crénica e NMP inclassificavel (OMS 2008). Entretanto, a LMC, PV,
TE e MFP sé@o as entidades com maior destaque por suas prevaléncias. Apesar
de serem classificadas em diferentes entidades, as NMP compartilham algumas
caracteristicas fisiopatoldgicas comuns. Isso se deve, ao fato de que esta
proliferacdo anormal dos componentes mieloides surge a partir de vias de
sinalizagdo celular constitutivamente ativadas que afetam mecanismos de
controle de proliferacdo celular e apoptose (Passamonti 2012).

Por convencdo, essas neoplasias podem ser reagrupadas segundo
mutacdes e/ou rearranjos de genes codificadores de tirosina quinases, dos quais
se destacam o gene ABL1, frequentemente associado a translocacdo
cromossOmica 1(9;22)(q34;9q11)/BCR-ABL1 ou cromossomo Filadélfia (Ph), e o
gene JAK2, envolvendo principalmente uma mutacdo somatica no dominio
regulatério da proteina Janus quinase 2, que consiste na substituicdo de uma
valina por fenilalanina no cédon 617 (JAK2V617F), além de mutacdes adicionais
no éxon 12. No primeiro grupo (Ph-positivo), destaca-se a LMC como principal

entidade, enquanto que no segundo grupo (Ph-negativo), enquadram-se a PV, TE
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e MFP, as quais estao frequentemente associadas a mutacdo JAK2V617F (Tefferi
& Vardiman 2008).

O desenvolvimento de drogas seletivas inibidoras de tirosina quinase (ITQ),
representou, sem duvida, um grande avanco no tratamento de pacientes com
LMC, com consequente melhoria no curso clinico desses pacientes, e
transformando esta doenca em uma das neoplasia com melhores taxas de
remissdo e sobrevida global (Mughal et al. 2014). Por outro lado, as NMP Ph-
negativo ndo possuem a mesma eficiéncia terapéutica e, dada a heterogeneidade
clinica entre estes pacientes, a predicdo do desenvolvimento das principais
complicacdes relacionadas as entidades, tais como trombose (PV e TE),
hemorragia (TE) e fibrose medular (MFP), é consideravelmente mais complicada

(Barosi et al. 2014).

2.1.1 NMP BCR/ABL1 negativas: classificacdo e caracteristicas clinicas

As NMP negativas para o rearranjo t(9;22)/BCR-ABL1, incluindo as
entidades PV, TE e MFP, sdo doengas hematoldgicas originadas de alteracdes
clonais da célula-tronco hematopoiética e sdo caracterizadas por proliferacdo de
precursores mieloides na medula 6ssea, com consequente producdo excessiva
de uma ou mais linhagens de células maduras mieloides do sangue periférico
(Kvasnicka 2013). Coletivamente, a incidéncia anual das NMP supracitadas é de
0,5 a 2,5 casos por 100.000 habitantes (Barosi et al. 2014). Clinicamente, essas
doencas caracterizam-se por graus variados de eritrocitose, trombocitose,
leucocitose, organomegalia secundaria a hematopoese extramedular, trombose e
hemorragia, que, em Uultimo grau, pode resultar em mielofiborose grave e
transformacgéo para leucemia aguda (Tefferi & Vardiman 2008; Vardiman & Hyjek

2011).
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A PV possui incidéncia anual de 0,7-2,6 casos por 100.000 habitantes,
tendo como principal caracteristica a expansdo clonal de eritrécitos no sangue
periférico (Angona et al. 2015; Tefferi 2015). E importante destacar que esta
expansao é independente de eritropoietina (horménio regulador da eritropoiese
fisiologica), e que o aumento do niumero de hemacias (eritrocitose) € comumente
acompanhado do aumento simultdneo de plaquetas (plaquetose) e leucdcitos
(leucocitose), clinicamente sumarizado como panmielose. Atualmente, aceita-se
gue a desregulacdo molecular da via JAK-STAT, majoritariamente causada por
mutacdes em JAK2, € a responsavel pela etiopatogenia da PV (Geyer et al. 2014;
Tefferi 2015). Pacientes com esta entidade podem apresentar-se completamente
assintomaticos, sendo diagnosticados apés algum evento tromboembdlico ou
algum achado sugestivo em exame laboratorial realizado com outra finalidade.
Aproximadamente 30 a 40% dos pacientes apresentam sintomas constitucionais,
em que se destacam a cefaleia, prurido, fraqueza, sudorese noturna e tontura
(Nemer et al. 2014).

Os principais eventos identificados ao diagnéstico sdo os trombdticos ou
hemorragicos, devidos, principalmente, a eritrocitose, plaquetose e maior adesao
destas células ao endotélio vascular. Estas manifestacdes podem resultar em
sérias complicagbes como o acidente vascular cerebral (AVC) ou disfuncdes
cardiovasculares, sobretudo em pacientes idosos (Barbui et al. 2013; Finazzi et al.
2013; Enblom et al. 2015). A urgéncia do diagndstico decorre do fato que, sem
tratamento, estes pacientes podem ter consequéncias mais drasticas
provenientes das complicacdes cardiovasculares, além de potencial evolucéo

patoldgica para mielofibrose ou leucemia aguda (LA) (Tefferi 2015).
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A TE possui incidéncia anual de 0,2 a 2,27 casos a cada 100.000
habitantes e envolve, principalmente, o comprometimento da linhagem
megacariocitica, sendo caracterizada por um aumento sustentado e persistente
da contagem de plaquetas (>450x10%L) no sangue periférico, exacerbacdo da
megacariopoiese e por episodios clinicos de trombose e/ou hemorragia. Por ndo
possuir um marcador genético ou biolégico especifico para TE, para realizacdo de
seu diagnéstico, outras causas de plaquetose devem ser previamente excluidas,
incluindo outras NMP (OMS, 2008; Tefferi 2015). As principais manifestagdes
estdo associadas as complicacdes cardiovasculares, em que se destacam o0s
eventos tromboéticos e hemorragicos (Kiladjian 2012; Finazzi et al. 2013).
Contudo, aproximadamente metade dos pacientes com TE sdo assintométicos ao
diagndstico (Lekovic et al. 2015).

A MFP tem incidéncia de 0,1 a 1,0 caso para cada 100.000 habitantes/ano,
e é caracterizada por um quadro leucoeritroblastico, presenca de precursores
eritroides e leucocitarios no sangue periférico, leucocitose e/ou citopenias, fibrose
medular progressiva e hematopoiese extramedular com esplenomegalia (OMS
2008). Pode ocorrer de novo (MFP) ou como resultado de progressao da PV ou
TE (MF p06s-PVITE) sem diferencas clinicas ou histolégicas entre elas
(Mascarenhas et al. 2013). Entre as NMP BCR/ABL1 negativas, a MFP é a
entidade que apresenta maior risco de evolugdo para leucemia mieloide aguda
(LMA), ocorrendo em até 20% dos pacientes em 10 anos de seguimento(Gangat
et al. 2011; Engle et al. 2014). Assim como as demais NMP, apresenta
complicacBes clinicas decorrentes de problemas cardiovasculares (Finazzi et al.

2013; Tefferi 2014).
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2.2 Diagndstico

Em 2008 a OMS normatizou os critérios diagnésticos para as NMP
BCR/ABL1 negativas. Atualmente, este diagndéstico é baseado em uma estratégia
inter profissional que leva em consideracao a clinica do paciente, com a avaliacdo
do desenvolvimento de complicacdes cardiovasculares ou esplenomegalia, por
exemplo, alteracdes laboratoriais especificas, observadas pelo hemograma,
mielograma ou bidpsia 6ssea, e ainda a deteccdo de alteracdes genéticas
recorrentes (Passamonti 2012).

Recentemente estes critérios foram revisados pelo comité gestor de
neoplasias hematolégicas da OMS, em que destacam-se as inclusbes, em carater
mandatorio, da avaliagdo histopatologica através da bidpsia 6ssea que evidencie
panmielose nos pacientes em investigacdo de policitemia vera, assim como, a
inclusdo dos novos marcadores moleculares diagnosticos: mutacées no éxon 9 no
gene da Calreticulina (CALR) e mutagbes no éxon 10 do receptor da
trombopoietina (MPL), para os pacientes em investigacdo diagnostica de TE e
MFP negativos para mutacdo JAK2V617F (Tefferi & Pardanani, 2016). Na tabela

1 estdo sumarizados os critérios diagndsticos utilizados atualmente.



Tabela 1: Critérios preconizados pela Organizacdo Mundial

diagnostico das NMPBCR/ABL1 negativas.
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de Saude (2008) para

Entidades

Policitemia vera

Trombocitemia essencial

Mielofibrose primaria

1: Hemoglobina
>16,5 g/dL (Homens);
> 16,0 g/dL (Mulher).

2. ldentificacdo de
marcador clonal
(JAK2V617F ou
mutacdes adicionais no

1: Plaquetas >450X10”/L

2. Biopsia de MO
apresentando hiperplasia
da linhagem
megacariocitica com

1: Presenca de elementos
atipicos na
megacariopoese

2. ldentificacdo de
marcador clonal (JAK2,
MPL ou, CALR)

Critérios éxon 12) atipismos
maiores
Bidpsia de MO 3. Critérios para excluséo 3. Critérios para excluséo
evidenciando panmielose  de outras causas de de outras NMPCs
trombocitose reativa ou
NMPCs
- 4. Identificac&o de -
marcador clonal (JAK2,
MPL ou, CALR)
Eritropoietina sérica i Quadro leucoeritroblastico
diminuida
o Avaliacéo de formagao de Elevacao dos niveis de
Critérios  colonia eritroide In Vitro ) LDH
menores

Anemia

Esplenomegalia

Requer os dois critérios
maiores e ao menos um
menor

Requer os quatro critérios

Requer os trés critérios
maiores e ao menos dois
menores

ABREVIACOES: MO: Medula Ossea; LDH: Lactato Desidrogenase.

A identificacdo de marcadores clonais coletivos as NMP Ph-negativo é
considerada o principal destaque da revisdo dos critérios supracitados, e a
mutacdo JAK2V617F permitiu a atribuicdo de um critério diagndstico objetivo
(Tefferi et al. 2011; Zhang et al. 2014). Devido as particularidades de cada
entidade, diferentes algoritmos sdo utilizados para classificagdo NMP associadas
a mutacdo JAK2V617F. Na figura 1 explicitamos o algoritmo sugerido pela OMS,

e utilizado neste trabalho, para investigacéo clinica de NMP.
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Paciente com suspeita de NMP

o Trombecitemia Mielofibrose primaria |
Policitemia vera essencial J,
N 1 . Avaliacio da
Pesquisa da mutacio Positivo Pesquisa da mutacio Positivo medula dssea
JAKZVE17F em SP! JAKZVE17E em 5PL
Negativo MNegativo I
Pesquisa de mutacdes Positivo FPesquisa de Positivo 1. Presenga de marcador clonal:
adicionais no éxon 12 mutacdes no éxon 9 JAK2, CALR ou MPL;
da JAKZ em SP? da CALR em 5P! 2. Presenca de alteracdo
_ _ citogenética (+9 on del(13q);
Negative Negativo 3. Critérios para exclusio de
Dosar eritropoietina Diminuido Pesquisa de mutacées Positiso outras neoplasias
séri no éxon 10 da MPL hematoldgicas
B em 5PL
Normal ou elevado
Diagnéstico de PV Avaliagdo da —
. medula dssea Avaliacio da
pouco provavel N - . .
para confirmacio Triplo medula dssea
diagnéstica negakivo para confirmacaoe
diagnﬁ-srica Modificado a partirde Tefferi, A & Pandanani, A;

LA Oncology, A6,
Figura 1: Algoritmo de investigacdo clinica de NMP. Preconizado pela OMS e revisado recentemente por seu comité gestor,

evidencia os principais achados clinicos e organizacao hierarquica para investigacdo diagndstica das NMP Ph-negativas. Modificado
a partir de Tefferi & Pardanani, 2016.
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2.2.1 Marcadores moleculares de clonalidade: JAK2, CALR e MPL

A mutagdo somética de maior frequéncia nas NMP Ph-negativo é a
p.Val617Phe (JAK2V617F) (Baxter et al. 2005; Kralovics et al. 2005; Zhao et al.
2005; Lundberg et al. 2014; Zhang et al. 2014). Esta mutacdo ocorre no éxon 14
do gene JAK2 (localizacdo 9p24), em que ha a substituicdo de uma guanina por
uma timina, resultando na troca de uma valina por fenilalanina na posi¢éo 617. A
presenca da JAK2V617F est4 associada a ativagcdo constitutiva da proteina JAK2,
um receptor do tipo tirosina quinase responsavel pela transducdo de sinais de
controle da proliferagéo e diferenciacdo celulares (Chen and Mullally 2011; Toms
et al. 2013). A identificacdo da JAK2V617F, é hoje parte integrante de uma
abordagem diagndstica para as NMP.

A funcéo efetora da JAK2 é desempenhada por sua regido JH1, a qual
possui atividade catalitica de tirosina quinase. Esta atividade catalitica é regulada
negativamente pelo dominio JH2 da JAK2, que exerce funcdo pseudoquinase
sobre a JH1, ou seja, a regiao JH2 atua impedindo a ativagéo indiscriminada do
dominio catalitico da JAK2 (Toms et al. 2013; Pasquier et al. 2014). Séao
conhecidas trés regides inibitérias no dominio pseudoquinase: IR1(619-670), IR2
(725-757) e IR3 (758-807). A mutacdo JAK2V617F impede, portanto, a funcao
inibitéria da IR1, o que permite que a regido JH1 exerca sua fungdo sem a
regulacdo da JH2 (Bandaranayake et al. 2012). Mutac¢des adicionais no éxon 12
também estdo envolvidas na patogénese das NMP, especialmente PV (Scott et al.
2007). Similarmente, mutacdes no éxon 12 envolvem a regido JH2, corroborando,
desse modo, a hipétese de que a perda do controle negativo promovido por esta

regido seja chave para a desregulagdo da via JAK-STAT, responsavel pelo
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desenvolvimento das NMP (Grinebach et al. 2006; Schnittger et al. 2006; Lee et

al. 2009; Ma et al. 2009).

7N

A JHT-JHS  JH4-JH3 JH2 JH1
v {_remm coon
s o » V617F
Receptor de citocinas que MPNs

regulamahematopoese
EPO, TPO, G-CSF v

Figura 2: Patogénese relacionada a JAK2V617F. A) Estrutura sequencial da proteina JAK2,
em que se nota a proximidade entre os dominios JH1 e JH2. Fisiologicamente, o dominio
pseudoquinase (JH2) exerce controle negativo sob o dominio catalitico JH1. A mutacao V617F
causa um dano que impede a regido JH2 exercer sua funcdo. O dominio “FERM” é a regido
responsavel pela ligacdo dos fatores que regulam a hematopoiese, aqui listados como
Eritropoietina (EPO), Trombopoietina (TPO) e Fator Estimulante de Coldnias Granulociticas (G-
CSF). A sinalizagdo constitutiva da JAK2, mediada pela mutagdo V617F, torna, portanto, a
célula independente destes fatores de crescimento. As mutacdes no éxon 12 também
comprometem a fungdo do dominio JH2, de maneira similar a V617F. B) Cascata de sinalizacéo
regulada pela ativacdo da JAK2. Sumariamente, a ativacédo da sinalizacéo pelo ligante, deflagra
sinais de proliferagéo via proteinas STATs. A vantagem proliferativa conferida pela JAK2V617F
€ considerada paradigma para compreensao da patogénese das NMP Ph-negativo, uma vez
que justifica a proliferacdo celular descontroladae a inibicdo de sinais pré apoptéticos.
Modificado de Vainchenker & Constantinescu, 2012.

O CALR é um gene localizado no cromossomo 19, contém 9 éxons, e

extensdo de 4,6kb. Este codifica uma proteina, a calreticulina, uma chaperona
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multifuncional ligante de calcio, de localizagdo luminal no reticulo endoplasmatico
(RE) (Gardai et al. 2005). Sua proteina possui trés dominios com diferentes
propriedades funcionais e estruturais: I- o dominio N-terminal, capaz de ligar
lectinas e possui uma sequéncia de enderecamento da proteina ao RE; II- € uma
regido de conexao rica em prolina (dominio-P); llI- trata-se da regidao C-terminal,
que por seu carater acido, tem afinidade aumentada ao Ca™. Ademais, no
terceiro dominio da proteina, ha uma sequéncia conservada chamada KDEL,
responsavel pela localizagdo da Calreticulina no RE (Chi et al. 2014; Guglielmelli
et al. 2014Db).

Recentemente, mutagbes sométicas do tipo Frameshift (inser¢cdes ou
delecbes-indels) foram descritas no gene CALR em pacientes com NMP Ph-
negativo (Klampfl et al. 2013; Nangalia et al. 2013; Chi et al. 2014).
Aproximadamente 50 diferentes indels foram relatados, restritos ao éxon 9, sendo
0s mais frequentes, uma delecao de 52pb, chamado de tipo 1, e uma insergao de
5pb (TTGTC) denominado tipo 2 (Tefferi et al. 2014). Os indels em CALR estéo
presentes aproximadamente 67-82% dos pacientes com TE e 80-88% dos
pacientes com MF, negativos para a mutacdo V617F em JAK2(Klampfl et al.
2013; Nangalia et al. 2013; Chi et al. 2014).

Quanto as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
mutacdes em CALR, é descrita a associagdo positiva entre menores niveis de
hemoglobina e leucdcitos; niveis elevados de plaquetas; risco diminuido para
trombose e maior sobrevida em pacientes com TE. Na MF, as referidas mutacdes
estdo associadas a leucopenia, trombocitose e melhores indices de sobrevida
(Klampfl et al. 2013). Por mediar os sinais de degradacéo celular quando exposta

na superficie celular, acredita-se que a perda funcional da CALR conduza a um
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guadro de inibicdo da apoptose, favorecendo, assim, a proliferacdo e sobrevida
celulares (Gardai et al. 2005).

O receptor de trombopoetina é codificado pelo gene MPL, localizado no
cromossomo 1, l6cus p24. As mutagBes mais frequentes em MPL estdo no éxon
10, mais precisamente nos codons 505 (p.Ser505Asn) e 515 (p.Trip515Leu/Lys).
Usualmente, as mutacbes em MPL estdo presentes em pacientes JAK2V617F
negativos, sem, contudo, serem eventos mutuamente exclusivos. A prevaléncia de
mutacdes neste gene é de 8% em pacientes com MFP e de 3% nos pacientes
com TE (Pardanani et al. 2006; Steensma et al. 2006; Tefferi & Pardanani, 2016).

Sumariamente, apenas uma pequena parcela de pacientes com suspeita
clinica de NMP (16,5% dos pacientes com TE e 10% dos pacientes com MF) ndo
pode ser caracterizada, do ponto de vista molecular, para conclusao diagndstica
(Klampfl et al. 2013). Entretanto, apesar dos avancos diagnésticos, a
estratificacdo destes pacientes quanto ao risco de evolugdo clonal e/ou
desenvolvimento de complicacdes clinicas ainda € obscuro, fazendo com que a
busca de marcadores progndsticos seja de grande interesse académico e clinico

(Passamonti et al. 2016).
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Policitemia Trombocitemia Mielofibrose
Eszzencial Primaria

a ) ()
JAKZ JAKZ MPL CALR Triplo
Ve17F Fxonl? Negativo

Figura 3:Contextualizagcdo entre principais manifestacdes clinicas das NMP e marcadores
moleculares. As NMPCs Ph-negativo apresentam similaridade quanto aos marcadores
moleculares. Nesta imagem comparativa, observamos as caracteristicas clinicas inerentes a
cada entidade. Na PV, destacamos a eritrocitose como principal sinal clinico, e, em linhas
gerais, podemos afirmar que sua patogénese é devida a mutagbes no JAK2. A TE e MFP
apresentam outros marcadores associados ao diagndstico, em que se destacam o CALR e
MPL. Como principais sintomas em TE e MFP, sdo aqui destacadas, a trombocitose e a
deposicao de fibras reticulinicas na MO, respectivamente. Modificado de Nangalia & Green
2014.

2.3. Marcadores prognésticos moleculares nas NMPCs

Apesar da clara associacao entre mutacdes envolvidas na via JAK-STAT e
a patogénese das NMP Ph-negativo, tem ganho forca o entendimento que,
alteracdes nao associadas a referida via desempenhem papel importante no
estabelecimento das NMP. Esta observacéo se baseia nas seguintes questdes: 1)
uma parcela dos pacientes com TE e MFP n&o possuem um marcador de
clonalidade, como descritos na sessédo anterior; 2) desenvolvimento de trés
entidades patolégicas distintas determinadas a partir de mutacfes semelhantes

(Kim & Abdel-Wahab 2013).
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A esse respeito, a identificacdo de marcadores genéticos, que possam
predizer o desenvolvimento de determinadas entidades, ou ainda, que permita
inferir o risco potencial de evolugéo clonal ou desenvolvimento das complicacbes
clinicas decorrentes das NMP, sdo os modos pelos quais tem se centrado
esforgcos para resolucdo das questdes elencadas acima (Vardiman and Hyjek
2011; Gelsi-Boyer et al. 2012; Poletto et al. 2012; Shih et al. 2012; Grisouard et al.
2015). Acredita-se que a leucemogénese seja, portanto, um processo multifatorial
dependente de diferentes alteragcbes moleculares concomitantes (Murati et al.
2012).

Atualmente, as alteracbes moleculares associadas as neoplasias
hematolégicas, ndo apenas as NMP Ph-negativo, sdo categorizadas em cinco
classes:

> Fatores de sinalizacdo celular: fatores relacionados as vias JAK-
STAT, MPL, FLT3, familia RAS
» Fatores de transcricdo mieloide: CEBPa, NPM1, RUNX1
» Reguladores epigenéticos: ASXL1, DNMT3A, TET2
» Supressores tumorais: TP53, WT1
» Processamento de RNA: SF3B1, SRSF2
Os exemplos citados denotam, sumariamente, a complexidade de fatores

interligados que dao origem ao processo neoplasico.

2.4 Additional Sex Combs-Like 1
Em 2003 Fischer e colaboradores descreveram o primeiro de trés
homdlogos humanos do gene Asx de Drosophila(Fisher et al. 2003). Denominado

ASXL1, este gene é localizado no cromossomo 20, l6cus g1l e é constituido por
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13 éxons que codificam um mRNA com 6,8 kb, e sua proteinacom 166.000
daltons (Katoh 2013).

A funcionalidade do ASXL1 pode ser inferida a partir do conhecimento de
seu homodlogo de Drosophila. Inicialmente, o gene Asx foi relacionado ao controle
transcricional de genes homedticos, funcdo esta mediada pelos complexos
repressores do grupo Polycomb 1 e 2 (PRC1 e PRC2) (Sinclair et al. 1998a;
Sinclair et al. 1998b)

Do ponto de vista molecular, a funcdo da proteina Asxé executada por
meio de duas modificagbes estruturais da cromatina, a primeira resultante da
trimetilacdo do residuo lisina 27 da histona H3 (H3K27Me3), resultado da a¢éo do
PRC2, e a segunda que se refere a monoubiquitinacdo do residuo lisina 119 da
histona H2A, mediada pelo PRC1 (Katoh 2013). Ambas sinalizacfes epigenéticas
sdo reconhecidas como relacionadas a repressao transcricional loci especifico,
sendo importante destacar, a manutencdo funcional, neste aspecto, pelo
homoélogo humano (Shih et al. 2012).

Estruturalmente, a proteina ASXL1 possui cinco dominios conservados
interespécies. O primeiro, chamado ASXN é localizado na regido N-terminal, e
modula a ligacéo da proteina ao DNA. O dominio ASXH é relacionado a interacao
proteina-proteina entre ASXL1 e alguns efetores. Os dominios ASXM1 e ASXM2
também estdo associados a interacdo proteina-proteina, ligando-se a receptores
de horménios nucleares e seus efetores. Por fim, o dominio PHD possui um
motivo de ligagédo a histonas e DNA. O referido Motif, consiste de quatro cisteinas
seguidas por uma histidina e mais trés cisteinas (C4HC3), e modula a ligacdo de

modificadores de cromatina e fatores de transcricdo, sendo por isso considerado
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o dominio funcional da ASXL1 (Fisher et al. 2003; Fisher et al. 2010; Lee et al.
2010; Abdel-Wahab & Dey, 2013).

Mutagbes do tipo Nonsense ou frameshift tém como resultado uma
proteina truncada na extremidade carboxil, abolindo, por fim, a funcao

desempenhada pela por¢cédo PHD (Fisher et al. 2003; Katoh 2013).

Ativacgao transcricional

0 0

H3K4me3 Acetilacdo de Histonas

4 0

Complexo MLL HAT

0 0

Complexo @ @
PRC2 <\
- Buziz3
H3K27me3

\Z

Recrutamento do PRC1

¥

Repressdo Transcricional

Figura 4: Mecanismos moleculares efetores da ASXL1. A proteina ASXL1 executa suas
funcdes de maneira central, controlando a ativacéo e represséo da transcri¢do. Inicialmente, por
sua interacdo com a BAP1, em sua porcdo ASXH, ela modula a retirada da ubiquitina do
residuo lisina 119 da histona H2A, este sinal relaciona-se a perda da repressao transcricional.
Paralelamente, interage fisicamente com receptores de horménios nucleares, como exemplo o
RARa, RARPB e ER, por sua por¢cdo ASXM1 e ASXM2, conduzindo assim a uma ativagdo da
transcricdo por meio da acetilacao de histonas. Antagonicamente, a repressao é mediada pelos
complexos repressores do grupo Polycomb 1 e 2 (PRC1 e PRC2), em que o segundo complexo
executa a trimetilacéo do residuo lisina 27 da histona H3, e esta sinalizac@o epigenética recruta
0 PRC1 para realizar a ubiquitinacédo do residuo lisina 119 da histona H2A. FONTE: Modificado
de KATOH, 2013.
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De maneira geral, mutacdbes no ASXL1l foram associadas a poucas
desordens em humanos, em que se destacam as mutagdes de novo, comumente
relacionadas ao desenvolvimento da Sindrome de Bohring-Optiz e neoplasias de
tecidos solidos, nas quais, as frequéncias de mutacdes sdo recorrentemente
baixas, em torno de 1-5%, e presentes em tecidos diversos, como cervical,

prostético, mamario, intestinal (Inoue et al. 2013; Katoh 2013).

2.4.1Modelos funcionais In Vitro e In Vivo do gene ASXL1

Recentemente, Valetta e colaboradores utilizaram a tecnologia do
CRISPR/Cas9 para correcao da mutacdo Nonsense ASXL1 p.G710X presente na
linhagem celular de leucemia mieloide crénica KBM5. Apds a correcao observou-
se 0 restabelecimento da expressdo da proteina ASXL1, assim como de sua
interagdo com o PRC2 e BAP1. Ademais, as células editadas para mutagdo no
ASXL1 apresentaram maior capacidade de se diferenciar terminalmente, e, em
modelo de transplante de medula éssea xenografico, os camundongos que
receberam as células editadas para a mutacdo apresentaram melhores taxas de
sobrevida global quando comparados aos que receberam células sem edigcéo
(Valletta et al. 2015).

Assim como este estudo, outros creditam a patogénese relacionada ao
ASXL1 a perda de funcéo proveniente das mutacdes, além disso, a apresentacao
exclusivamente como heterozigotas das mutacbes € outro fato que reitera a
hipétese de haploinsuficiéncia.(Fisher et al. 2010; Abdel-Wahab et al. 2013).
Paralelamente, acredita-se que as mutagdes provoquem uma funcdo andmala da

proteina mutada, exercendo sobre a selvagem um controle dominante

negativo(Abdel-wahab et al. 2012; Inoue et al. 2013; Wang et al. 2014).
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Em contrapartida, outras abordagens sugerem que as mutacdes no ASXL1
causariam um ganho de funcdo através de sua interagdo com a BAP1
(Balasubramani et al. 2015). Esta hip6tese se baseia no complexo efetor
responsavel pela sinalizacédo epigenética de deubiquitinicdo do residuo lisina 119
da histona H2A (H2AK119Ub), o “complexo deubiquitinase repressivo do grupo
Polycomb” (PR-DUB), composto pela ASXL1 e BAP1 (Scheuermann et al. 2010).
A insercdo de mutagBes em ASXL1 associadas as neoplasias mieloides foi capaz
de diminuir em 90% a marcacdo H2AK119Ub, através de um aumento na
atividade do PR-DUB (Balasubramani et al. 2015).

Apesar de nao haver consenso no que se refere ao mecanismo
fisiopatolégico, a funcdo do ASXL1 em neoplasias hematologicas foi
extensamente estudada. Modelos animais Knock-out para o ASXL1 apresentam
profundas alteragcbes em seu desenvolvimento, em que se destacam a alta
letalidade ao nascimento, anoftalmia, microcefalia, presenca de fendas palatinas e
malformacgdes 6sseas (Abdel-Wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013; Wang et al.
2014). Estes achados condizem com parte dos achados clinicos encontrados em
pacientes portadores da Sindrome de Bohring-Optiz, condicdo genética rara
causada pela presenca de mutacdes germinativas de novo nos genes ASXL1 e
ASXL3 (Hoischen et al. 2011; Russell et al. 2015).

No que se refere ao tecido hematopoiético, os modelos apresentam
alteracbes semelhantes a Sindrome Mielodisplasicas, com presenca de sinais
displasicos em todas as linhagens celulares (eritrdide, granulocitico e
megacariocitico), citopenias (diminuicdo nas contagens dos elementos figurados

no sangue periférico) e achados de hematopoiese extramedular com
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esplenomegalia (Fisher et al. 2010; Abdel-Wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013;

Rampal et al. 2014; Wang et al. 2014).

2.4.2 ASXL1 em neoplasias hematolégicas

A maioria das mutacbes no ASXL1 s&o encontradas em neoplasias
mieloides, afetando, principalmente, o dltimo éxon (13) (Gelsi-Boyer et al. 2012).
As principais mutagdes associadas sao do tipo frameshift ou nonsense, que,
como resultado, produzem uma proteina truncada em sua porcado C-terminal
(Abdel-Wahab & Levine 2013). Contudo, muta¢des do tipo missenses, que levam
a substituicdo de aminoé&cidos, também podem afetar a funcdo da proteina por
comprometerem seu arranjo estrutural (Pratcorona et al. 2012; Paschka et al.
2015).

Mutagbes no ASXL1 foram identificadas em todas as neoplasias mieloides,
incluindo sindromes mielodisplasicas (SMD), leucemia mielomonocitica crbnica
(LMMC), LMA e NMP (Murati et al. 2012). A frequéncia de mutagfes entre estas
entidades varia entre poucos casos (LMA~6,5%), sendo mais frequente em
pacientes com SMD (40-45%) e com LMMC(50%) (Chung et al. 2012; Pratcorona
et al. 2012; Bejar et al. 2014; Bravo et al. 2014; Paschka et al. 2015). Estudos que
envolvam a avaliagdo de mutacbes no ASXL1 em NMP s&o escassos,
principalmente em paises em desenvolvimento.

Desde sua descoberta, realizada em 2009 por Gelsi-Boyer e
colaboradores, as mutagbes no ASXL1l tém sido utilizadas como indicador
prognostico em todo espectro de neoplasias mieloides. Em estudo prévio,

utilizando uma coorte composta por 449 pacientes com SMD, mutagdes em cinco



37

genes demonstraram impacto prognostico adverso: TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 e
ASXL1 (Bejar et al. 2011). Coletivo aos pacientes com SMD e NMP as mutacdes
no ASXL1 predizem maior risco de evolugao clonal para LMA, e nestes pacientes
estdo associados a piores indices de sobrevida global e sobrevida livre de
doencas.

Com relacdo as NMP Ph-negativo, o status do ASXL1 confere maior
agressividade a doenca e pior sobrevida global em pacientes com MFP. A
frequéncia de mutacdes em PV e TE é consistentemente menor, 10% e 7%,
respectivamente (Sorigué et al. 2016). Entretanto, ndo ha, até o momento,
estabelecimento de como as referidas mutagdes modulem o curso clinico das
NMP, nem tampouco, uma contextualizagcdo entre o perfil de mutacdo e dados
clinico-laboratoriais destes pacientes. Diante do exposto, 0 presente o projeto,
teve como objetivo, caracterizar pacientes com NMP Ph-negativo de acordo com
mutacdes no ASXL1, contextualizando estes achados com as caracteristicas

clinico-laboratoriais destes pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar pacientes com NMP Ph-negativo (PV, TE e MFP) de acordo
com mutagdes no gene ASXL1, e correlacionar estes achados com o desfecho

clinico e com caracteristicas clinicas e laboratoriais desses pacientes.

3.2 Objetivos especificos

v/ Caracterizar clinica e laboratorialmente os pacientes com NMP Ph-
negativo;

v Determinar a frequéncia de mutac¢des na regido codificante do éxon 13 do
gene ASXL1 em pacientes com NMP Ph-negativo ;

v Correlacionar as mutacdes no gene ASXL1 com caracteristicas clinicas e

laboratoriais e desfecho clinico de pacientes com NMP Ph-negativo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Casuistica

O estudo foi do tipo coorte com comparacao de grupos internos, tendo sido
realizado pelo Nucleo de Hematologia Clinica e Laboratorial do Laboratorio
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas (NHCL LabCEN/CCB/UFPE) e nas
Unidades de Hematologia Clinica e Laboratérios Especializados da Fundacéo
HEMOPE (UNILABE). Foram incluidos no estudo 264 pacientes, de ambos os
sexos com diagnéstico de NMP Ph-negativo. Os referidos pacientes foram
acompanhados no ambulatério do Hospital de Hematologia da Fundacgéo
HEMOPE, Recife-PE.

Os critérios de exclusdo empregados foram a presenca do rearranjo
BCR/ABL1 ou cromossomo Filadélfia, pacientes cujos diagnésticos fossem
inconclusivos ou nao respeitassem plenamente o0s critérios expostos
anteriormente, ou ainda a indisponibilidade de acesso aos dados dos prontuarios
clinicos para caracterizacdo clinica e laboratorial dos pacientes. As variaveis
analisadas ao diagnostico foram: idade, sexo, subtipo de NMP com base nos
critérios supracitados da OMS, dados do hemograma (contagem de leucdcitos e
plaguetas e niveis de hemoglobina e hematdécrito) e os demais achados clinicos
relatados durante a evolucdo do paciente, tais como histoérico de trombose,
diagnostico de sindromes metabdlicas e necessidade transfusional, por exemplo.
O material utilizado na pesquisa foi 0 mesmo encaminhado aos laboratérios de
rotina para fins diagnosticos, e nao foi feita nenhuma coleta adicional nos
pacientes. Foi dada preferéncia a utilizacdo do material proveniente do aspirado
de medula éssea (MO), entretanto, quando este ndo estava disponivel, foi

utilizado sangue periférico (SP) anticoagulado em EDTA.
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Dois conjuntos de dados foram categorizados nos seguintes grupos:
presenca de fatores de risco cardiovascular e sintomas constitucionais, a partir
deste momento tratadas coletivamente. Neste ambito, os fatores de risco
cardiovascular reunem pacientes com Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS),
Diabetes Mellitus (DM), Doenca Renal Crbénica (DRC) e/ou histérico de
tabagismo, enquanto que 0s sintomas constitucionais englobam a presenca de
um ou mais dos seguintes sintomas: pletora, prurido, dor dssea, suor noturno,
febre, fadiga, perda de peso, saciedade precoce e desconforto abdominal.

O presente trabalho é parte de um projeto maior, que objetiva a
caracterizagdo molecular de pacientes com NMP, e teve sua aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacdo HEMOPE (N° do parecer:
013/09) (Anexo 2). Todos pacientes, ap0s entrevista, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1), previamente aprovado pelo

CEP.

4.2 Anélise Molecular

4.2.1 Extragao do DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizado seguindo a técnica de extracéo
com base no fenol-cloroférmio modificado (Davis et al 1986). Resumidamente, as
amostras de SP ou MO foram submetidas a lise dos eritrocitos com auxilio de
uma solugcéo hipotonica (NH,ClI 0,144M e NH4HCO; 0,01M), seguido de
centrifugagdo a 1.200rpm por 10 min. Apos o descarte do sobrenadante, uma
solugdo de lavagem (TKM1, Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM,;
EDTA 20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 10ul de Triton X-100.

Apdés homogeneizacdo e centrifugacdo a 1.200rpm por 10 minutos, o0
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sobrenadante foi descartado, obtendo-se dessa forma, um precipitado de
leucécitos. A este precipitado foi adicionado 400uL da solugdo de lise de
leucdcitos (TKM2, Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; NaCl 0,4 M;
EDTA 20mM) e 25uL de SDS 10% e incubado a 55°C durante 45 minutos. Apoés
esse periodo, 180uL de NaCl 5M foram adicionados e a solugdo mantida a
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, esse material foi centrifugado
a 14.000rpm por 5 minutos e o sobrenadante recuperado e transferido para um
novo microtubo. Em seguida, foi adicionando 400uL de fenol tamponado e 400uL
da solucdo SEVAG, composta de 24 partes de cloroférmio e 1 parte de alcool
isoamilico, seguido de homogeneizacdo e centrifugacdo a 14.000rpm por 5
minutos.

Mais uma vez o SEVAG foi misturado ao sobrenadante para udltima
separacao, e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Neste novo
microtubo, foram adicionados acetato de sédio 3M pH 5,2 e etanol absoluto
gelado para precipitacdo do DNA, sendo entdo novamente centrifugado; o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com etanol 70% gelado. O
DNA foi solubilizado em &gua deionizada estéril, quantificado por
espectrofotometria no equipamento  NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop

Technologies, EUA).

4.2.2 Pesquisa da mutagdo JAK2 V617F e CALR

A deteccdo da mutacdo JAK2V617F no éxon 14 foi realizada como descrito

por Baxter et al (2005), esta metodologia possui sensibilidade de 2-10%. Na tabela 1

estdo listados os oligonucleotideos iniciadores (primers) e a enzima para o0 estudo

da mutacado, assim como o tamanho dos fragmentos apos amplificacdo e analise por

restricdo com a endonuclease.
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Tabela 2: Primers e enzima de restricdo para o estudo da mutacdo JAK2 V617F.

Produto Produto da

Sequénciados primers (5" > 3) Enzima de restricao

de PCR digestéo
Forward: GGGTTTCCTCAGAACGAACGTTGA 241 pb
Reverse: TCATTGCTTTCCTTTTTCACAA 460 pb BsaXI 138O9ppbb

Apés verificacdo da amplificagdo de fragmentos de tamanho esperado, os
produtos foram submetidos a reacéo de digestdo pela enzima de restricdo BsaXl
(New England BioLabs®, EUA). A reacéo foi realizada com: 5ul de produto de
PCR, 1x de CutSmart® Buffer, e 1U de BsaXI, em volume final de 15ul. A reacao
ocorreu a 37°C overnight. O fragmento amplificado a partir do alelo selvagem
JAK?2 é digerido em fragmentos de 241 pares de base (pb), 189pb e 30pb (Figura
4A) pela enzima, no entanto, a mutacdo JAK2V617F acarreta na perda de 2 sitios
reconhecidos pela enzima evitando seu corte, mantendo o fragmento intacto
(460pb). A anadlise de digestédo foi realizada em gel de agarose 3% corado com

brometo de etidio (Figura 4).
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Figura 5: Método empregado para identificagdo da JAK2V617F A. Produto de PCR da JAK2 V617F
contendo 460pb. B. Padrbes de digestdo da JAK2 com a enzima BsaX | apresentando positividade no sitio
nao digerido permanecendo com 460pb apos a digestédo (alelo mutado): M: Marcador de peso molecular
de 100pb; 1: Paciente com TE com alelos normais para a mutacdo JAK2V617F 2: Paciente com PV,
homozigoto para mutagdo JAK2V617F 3: Paciente com MFP; mostrando um alelo normal e um alelo
mutado (heterozigoto) para mutagdo JAK2V617F; 4. Amostra de individuo saudavel. Modificado de Monte-

Mor et al. 2007).

A pesquisa de mutagées no CALR foi realizado utilizando sequenciamento
capilar segundo metodologia publicada previamente (Klampfl et al. 2013). Abaixo
estao listados os primers utilizados para pesquisa das mutagdes. O protocolo para

sequenciamento é descrito adiante.

Tabela 3: Primers para estudo das mutacdes no CALR.

Sequénciado primers (5’ 2 3’) Produto de PCR
Foward: ACAACTTCCTCATCACCAACG 2630b
Reverse:GGCCTCAGTCCAGCCCTG P

4.2.3 Analise de mutagbes no ASXL1 por sequenciamento de Sanger

A pesquisa das mutagcdes do gene ASXL1l foram realizadas por
sequenciamento direto dos produtos de PCR. Os primers utilizados na pesquisa
foram descritos previamente por Gelsi-Boyer et al. (2009). Devido a extensédo do

éxon 13 do ASXL1, em que a regido codificante possui 2907pb, foi necessario
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amplifica-lo em segmentos que permitissem a utilizacdo do sequenciamento
capilar. Desse modo, avaliamos a referida regiao em 6 amplicons com

aproximadamente 550pb. Abaixo estdo listados os oligonucleotideos utilizados

com os tamanhos esperados de amplificagéo.

Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para pesquisa de mutacdes no gene ASXL1.

Primer Forward (5'>3) Reverse (5'>3’) Produto
ASXL1_P1 AGGTCAGATCACCCAGTCAGTT TAGCCCATCTGTGAGTCCAACTGT 561
ASXL1_P2 AGAGGACCTGCCTTCTCTGAGAAA TTCGATGGGATGGGTATCCAATGC 558
ASXL1_P3 ACTTGAAAACCAAGGCTCTCGT GCAACCATCCCATCTGTCCTTGTA 532
ASXL1_P4 GGTGGACAAGGATGAGAAACCCAA TGTCCTGTGACATAGCACGGACTT 674
ASXL1_P5 TGGATTCCAAAGAGCAGTTCTCTTC CATGACAAAGGGCATCCCTTCCAA 533
ASXL1_P6 ACAGGAAAGCTACTGGGCATAGTC CAAGAGTGCTCCTGCCTAAAGAGT 593

As reacdes em cadeia da polimerase foram realizadas utlizando o
MasterMix GoTag® (Promega®, EUA) e avaliadas em gel de agarose a 1%. Para
confirmacdo de mutacdes nao descritas previamente foi utilizado a Platinum Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Initrogen®, ThermoFischer Company, EUA). Antes
de submeter os produtos de PCR a reacdo de sequenciamento, estes foram
purificados utilizando o mix deenzimas Exo-Sap IT® (USB Laboratories, EUA)
composto por Exonuclease | e SAP (Shrimp Alkalyne Phosphatase). A quimica
utilizada para sequenciamento foi a do kit BigDye Cycle Sequencing® (Applied

BioSystems, EUA), utilizando a propor¢ao de reagentes listada na tabela 4.

Tabela 5. Proporcdes de reagentes utilizados para os
sequenciamentos.

Reagente Volume (pL)
Produto de PCR purificado 50
Tampéo de sequenciamento (5x) 2,0
BigDye Premix® 0,5
Primer (5pmol) 1,0
Agua ultrapura 1,5

A precipitacdo da placa utilizou o protocolo EDTA-acetato de sédio-etanol,
em que, sumariamente, os produtos provenientes da reacdo de sequenciamento
sdo precipitados utilizando 2uL de acetato de sédio 3M pH5,2, 2uL de EDTA
125mM e 50uL de etanol 100% gelado e centrifugados a 2250g por 30 minutos.

Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado com spin da placa invertida a
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180g por 1 minuto. Os produtos foram lavados com etanol 70% gelado e
centrifugados novamente a 2250g por 15 minutos, com posterior descarte do
sobrenadante. Em seguida, os produtos foram ressuspendidos em Hi-Di®
Formamide (Applied BioSystems, EUA) no momento da injecao.

O sistema automatico utilizado foi o 3500 XL Genetic Analyzer® (Applied
BioSystems, EUA) disponivel pelo Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes (NPT-CPqAM/FIOCRUZ) e pela plataforma
biotecnolégica do Centro de Ciéncia Bioldgicas. Ao menos duas sequéncias de
cada conjunto de primers para cada paciente foram produzidas, obtendo deste

modo as sequéncias referentes as fitas molde e complementar.

4.3 Bioinformatica
4.3.1 Montagem, avaliacédo dos contigs e classificagcdo das mutacdes

Apéds confirmacdo da qualidade das sequéncias, estas foram comparadas
com a sequéncia de referéncia (NG_027868.1) referendada pelo NCBI (do inglés,
NationalCentre for Biotecnological Information). As sequéncias (contigs) foram
montadas e avaliadas utilizando o Software CLC MainWorkBench® 6.9.1. O
mesmo programa foi utilizado para identificar as consequéncias das variacdes
identificadas.

Apés identificagdo das alteracdes, estas foram classificadas nos seguintes
tipos: silenciosas (sem alteracdo na sequéncia de amino4cidos), missense (com
substituicdo de aminoacidos), nonsense (com insercdo de cddons de parada
prematuros) e frameshift (em que ha alteragdo na matriz de leitura proveniente de
insercdes e/ou delecdes).

Os pacientes que apresentaram mutacdes nonsense e frameshift foram

categorizados como mutados, assim como 0S que apresentavam mutagdes
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missenses com prevaléncia menor que 1% segundo bancos de dados publicos
(Exome Variant Sequence-NIH e dbSNP). Os que apresentaram mutacfes que
levam a substituicdo de aminoacidos com prevaléncia superior a 1% e variacdes

silenciosas foram categorizados como selvagens.

4.3.2 Predicdo de consequéncias moleculares das variacdes

As mutacdes do tipo missense primeiramente relatadas em nosso estudo
foram avaliadas utilizando a ferramenta online PolyPhen-2® (V.2.2.2R398). Com
esta andlise é possivel inferir o possivel dano molecular provocado pela mutacéo.
Esta ferramenta estabelece em uma escala de 0 a 1 a possibilidade de dano, em
gue o zero se refere a minima probabilidade de dano e o um relaciona-se ao risco
provavel de dano.

E importante destacar, que a ferramenta Poly-Phen-2 sugere o impacto
molecular de mutagdes levando em consideracéo as caracteristicas quimicas dos
aminoacidos envolvidos na substituicdo, e se os locais em que h& a troca sdo
estruturalmente importantes para a funcéo efetora da proteina, ndo havendo com

isso, comprovagéao conclusiva sobre o efeito das mutacgoes.

4.4 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada de forma descritiva com o auxilio do
software SPSS Statistics 19.0. Os pacientes com NMP foram categorizados de
acordo com a presenca ou auséncia de mutacdes no gene ASXL1. Pacientes que
apresentaram mutacfes no éxon 13 deste gene foram classificados com
“mutados”, enquanto que, na auséncia dessas mutagbes, 0s pacientes foram
incluidos no grupo “ndo mutado”. As varidveis continuas foram comparadas

utilizando os testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, enquanto que para
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varidveis categoricas foi utilizado o teste do Chi-quadrado ou teste exato de

Fisher. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com NMP

As principais caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
NMP estéo resumidas na Tabela 1. Foram incluidos no estudo 264 pacientes com
NMP, dos quais 69 (26%) pacientes foram diagnosticados com PV, 151 (57%)
com TE e 41 (17%) com MFP. A mediana da idade ao diagndstico foi de 59 anos
(intervalo: 4 a 95 anos), com predominio do sexo feminino (66%). Alteracdes
laboratoriais especificas e sintomas relacionados a cada entidade estédo
resumidos na Tabela 1.

A presenca de mutacées no gene JAK2 foi observada em 155 pacientes
(59%;155/261). Para os pacientes com PV, 60 apresentaram a mutagcao
JAK2V617F (87%; 60/69) e dois apresentaram mutacdes no éxon 12 (22%; 2/9).
Para os pacientes com TE e MFP a frequéncia da mutacdo JAK2V617F foi de
44% e 58%, respectivamente. Nenhum paciente com TE ou MFP apresentou
mutagdes no éxon 12 da JAK2.

Em seguida, realizamos a pesquisa de mutacdes em CALR e MPL em 60
pacientes com TE JAK2V617F negativos. No total, 23 pacientes com TE
possuiram mutacdes em CALR (38%; 23/60) e trés apresentaram mutacdes em
MPL, perfazendo um total de 22% (33/151) de pacientes triplo negativos. Para os
pacientes com MFP realizamos o sequenciamento da CALR em 14 pacientes, dos
guais sete apresentaram-se mutados (50%; 7/14). Nenhum paciente com MFP
apresentou mutagbes no MPL, totalizando 18% de pacientes triplos negativos.
Trés pacientes com MFP ndo foram triados para pesquisa de mutacdes dos
marcadores moleculares de clonalidade devido a indisponibilidade de material

genético (DNA) para as analises.



Tabela 6: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com NMP cromossomo Ph-negativo, categorizados de acordo com as
principais entidades da doenga (policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofibrose primaria).

Caracteristicas Todos pacientes Policitemia vera Trombocitemia essencial Mielofibrose primaria P-valor
(n =264) (n =69) (n=153) (n=42)
No. % No. % No. %
Sexo 0,021
Mulher 173 65,5 39 56,5 111 72,5 23 54,7
Homem 91 34,5 30 43,5 42 27,5 19 45,3
Necessidade transfusional < 0,001*
Néao 232 87,9 65 94,2 141 92,1 24 57,1
Sim 32 12,1 4 58 12 7,9 18 42,9
Esplenomegalia <0,001
Néao 191 72,3 41 59,4 135 88,2 13 30,9
Sim 73 27,7 28 40,6 18 11,8 29 69,1
Trombose 0,632
Néao 241 91,3 61 88,4 122 79,7 38 90,4
Sim 23 8,7 8 11,6 31 20,3 4 9,6
Hemorragia 0,302
Néao 231 87,5 55 79,7 137 89,5 37 88,1
Sim 33 12,5 14 20,3 16 9,5 5 11,9
Complicagdes vasculares 0,002*
Néao 202 76,5 42 60,9 125 81,6 33 78,5
Sim 62 23,5 27 39,1 28 18,4 9 21,5
JAK2 < 0,001*
N&ao mutado 107 41,0 7 10 85 55,5 14 33,4
Mutado 155 59,0 62 90 68 44,5 25 66,6
CALR 0,371
N&o Mutado 46 60,5 - - 37 61,6 7 50
Mutado 30 39,5 - - 23 39,4 7 50
Risco cardiovascular 0,022*
Néao 106 40,2 18 26,1 69 45,1 17 40,4
Sim 158 59,8 51 73,9 84 54,9 25 59,6
Sintomas constitucionais < 0,001*
Néao 152 57,6 24 34,8 105 68,6 23 54,8
Sim 112 42,4 45 65,2 48 3 19 46,2
Idade (anos), mediana 58,8 66 54,3 58,5 0,006*
Intervalo 4,7 -95,1 21,6 - 86,1 4,7 — 86,6 25,4-951
Leucécitos (xlOglL), mediana 11,2 12,1 10,0 20,9 < 0,001*
Intervalo 2,1-83,6 4,2 - 24,6 2,1-48,1 2,6-54,3
Hematdcrito (%), mediana 43,1 61,5 40,5 35,9 < 0,001*
Intervalo 16,9 -79 44,1 -79 17,8 - 48,4 16,9 — 49
Hemoglobina (g/dL), mediana 13,9 19,8 13,2 11,4 < 0,001*
Intervalo 5,2-26,7 16 — 26,7 52-16,1 53-15,8
Plaquetas (x10%/L), mediana 736 526 906 516 <0,001*
Intervalo 26 — 3262 132 - 1440 465 - 1880 26 - 2125
LDH (U/L), mediana 495 584,5 395,5 716 < 0,001*
Intervalo 163 — 3690 222 - 1262 163 - 1358 252 - 3690

NOTA: * valores estatisticamente significantes.
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5.2 Associagdo entre mutacfes no gene ASXL1 e caracteristicas clinicas e
laboratoriais dos pacientes com NMP

Dos 264 pacientes incluidos neste estudo, foi possivel determinar o status
mutacional do gene ASXL1 em 208 (79%) pacientes. Os 56 pacientes restantes
ndo possuiam amostras disponiveis no momento do diagndstico ou apresentaram
material de mé qualidade e, consequentemente, foram excluidos das anélises. E
importante ressaltar que as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes
incluidos nas andlises, ou seja, aqueles que foram caracterizados quanto ao
status mutacional do gene ASXL1, foram semelhantes aquelas dos pacientes néo
incluidos (Tabela suplementar 1).

Durante a pesquisa das mutacbes no gene ASXL1, foram identificadas
mutacgdes silenciosas, com substituicdo de aminoacidos (missense), insercao de
coédons de parada prematuro (nonsense) e mutacées com mudanca da matriz de
leitura (frameshift). Como descrito previamente no Material e Métodos (secéo
4.3), 0s pacientes que apresentaram variacoes silenciosas ou do tipo missense
com frequéncia superior a 1% foram classificados como “ndo mutados”.

Duas mutacGes missenses ndo descritas na literatura foram identificadas
em nosso trabalho (p.C632Y p.P698R), ambas em pacientes com TE. A Tabela 6
resume as principais alteracbes encontradas. No total, 36 (17%; 36/208)
pacientes apresentaram variagdes na estrutura priméaria da ASXL1, contabilizando
as variagbes missenses com frequéncia superior a 1%, dos quais 22
(109%;22/208) apresentaram mutacdes do tipo nonsense, frameshift ou missense

com prevaléncia inferior a 1%.



Tabela 7: Descri¢cao dos dados clinicos de pacientes com NMP com variagdes no ASXL1. NOTA:NA: ndo se aplica.
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Amostra Se()(;)r:gjsa)\de Clasgilii/lcglgéo Mutacao Prevaléncia Marcador clonal Grupos
01PV fem/44 PV c.A2513G p.K838R 1,5% JAK2V617F Nao mutado
01TE fem/56 TE c.G3306T p.E1102D 0,1% JAK2V617F Mutado
04PV fem/60 PV €.1934delG p.G645fs*58 NA negativo Mutado
04TE mas/46 TE c.G2251A p.V751I 2,3% negativo Nao mutado
06TE fem/53 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F N&ao mutado
09PV fem/62 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F N&ao mutado
10MF mas/72 MFP €.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado
11PV mas/53 PV c.G2113T p.E705* NA JAK2V617F Mutado
11TE fem/40 TE c.C3973T p.L1325F 4% Negativo Nao mutado
195a fem/58 TE c. A1898G p.H633R 0,03% JAK2V617F Mutado
27TE mas/77 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F N&ao mutado
36TE fem/76 PV c.C1907T p-A636V 0,07% JAK2V617F Mutado
38TE fem/57 TE c.G1954A p.G652S 1,7% negativo Nao mutado
39TE fem/23 TE €.G1945T p.G649* NA JAK2V617F Mutado
40TE mas/46 MFP c.G1954A p.G652S 1,7% CALR N&ao mutado
421a fem/81 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F N&ao mutado
42TE mas/59 TE c.G3947A p.R1316H 0,015% negativo Mutado
43PV fem/59 PV €.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado
43TE mas/4 TE c.G2251A p.V751I 2,3% CALR N&ao mutado
48TE fem/75 TE €.C2094G p.P698R NA JAK2V617F Mutado
60TE fem/67 TE c.C1815A p.C605* NA JAK2V617F Mutado
64TE mas/60 TE €.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado
69TE mas/47 TE €.C3498G p.S1166R 0,8% negativo Mutado
72TE mas/66 TE c.G1895A p.C632Y NA CALR Mutado
874a mas/62 MFP €.1934dupG p.G646Wfs*12 NA CALR Mutado
328a mas/52 MFP c.C2077T p.R693* NA CALR Mutado

20a fem/50 MFP c. A1898G p.H633R 0,03% CALR Mutado
7670 fem/43 TE c.G1954A p.G652S 1,7% CALR N&ao mutado
176a fem/54 MFP €.1934dupG p.G646Wfs*12 NA CALR Mutado
429a mas/64 TE c.G1954A p.G652S 1,7% negativo Nao mutado
521a fem/83 TE c.C1815A p.C605* NA JAK2V617F Mutado
437a fem/55 MFP €.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado
7600 mas/76 TE €.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado
7690 fem/15,8 TE c.G1954A p.G652S 1,7% negativo N&ao mutado
12TE fem/57 TE c.C3973T p.L1325F 4% negativo Nao mutado
169a fem/95 MFP c. A1898G p.H633R 0,03% JAK2V617F Mutado

Os pacientes foram categorizados como “ndo mutado” por suas variagoes

apresentarem frequéncias maiores a 1%. As mutagcbes nonsense e frameshift

listadas, assim como as duas novas missenses descritas neste trabalho nao
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puderam ser acessadas pois ndo estdo presentes nos bancos de dados
pesquisados, e incorporam, com as missenses com frequéncia inferior a 1%, o

grupo “mutado”.

Score: 0,908
(sensibilidade: 0,69; especificidade: 0,90)

0,00 0.20 0.40 0,60 0.80 1,00

p.P698R

Wil
19

0,00 0.20 0.40 0,60 0.80 1,00

Score: 0,945
(sensibilidade: 0,65; especificidade: 0,91)

Figura 6: Exposi¢cdo esquemética das novas mutagdes identificadas. Séo destacadas as
substituicbes nos eletroferogramas, na parte superior vemos a mutacdo c.G1895A e na
inferiorc.C2094G. Os graficos provenientes da andlise no Poly-Phen-2 estdo localizados abaixo dos
respectivos eletroferogramas evidenciando a probabilidade de dano molecular predita.

Coletivamente, 22 (13%) pacientes apresentaram mutacées no gene
ASXL1, dos quais 4 (7,5%) foram diagnosticados com PV (4/54), 11 (9%)
pacientes com TE (11/123) e 7 (22%) com MFP (7/31). As mutacdes mais
frequentes foram do tipo missense, seguidas pelas do tipo frameshift, em que a
p.G646Wfs*12 (c.1934dupG) foi a mais prevalente, encontrada em 7 pacientes
(32%; 7/22).

A Tabela 7 resume as principais caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes com NMP. Notamos que os pacientes com mutagées no ASXL1 sao
mais velhos que os selvagens, embora esta diferenca ndo seja significativa (P =

0,066). Nao houve diferencas entre os grupos de pacientes com ASXL1 mutado e
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ndo mutado com relacdo ao género (P = 0,139), contagem de leucécitos (P =
0,907) e plaquetas (P = 0,143) no sangue, dosagem de hemoglobina (P = 0,419),
hematdcrito (P = 0,431) e LDH (P = 0,311). Os pacientes mutados para o ASXL1
apresentaram mais esplenomegalia, percentualmente, quando comparados aos
selvagens (P = 0,062). Com relacdo as demais consequéncias clinicas relativas
as entidades ndo houve diferencas entre os grupos. Ademais, a frequéncia de
mutagdes no JAK2 e CALR entre os pacientes com ASXL1 mutado e ndo mutado
foram similares entre os grupos (P = 0,859 e P= 0,225, respectivamente).

Quando avaliadas individualmente (PV, TE e MFP), o padrdo de mutacao
no gene ASXL1 ndo apresentou associacdo com nenhuma das caracteristicas
clinicas e laboratoriais abordadas, com excecdo da idade mais avancas em
pacientes com TE mutados para o ASXL1 (P=0,049; mediana: 63,8 versus 52,8),
e da associacdo entre mutacdbes no ASXL1 e o desenvolvimento de
esplenomegalia em pacientes com MFP (P= 0,026).

A mediana de seguimento para as principais manifestacdes clinicas da
doenca (evolucéo clonal, esplenomegalia, trombose, hemorragia e complicacdes
vasculares) foi de 5,1 anos (IC-95%: 4,5 a 7,3 anos). Dentro deste seguimento,
dois pacientes evoluiram para SMD e apenas um paciente evoluiu para LMA, o
qgue impossibilitou analises a respeito da evolucdo clonal da doenga. Os pacientes
gue evoluiram para SMD e LMA apresentaram caracteristicas clinicas e
laboratoriais similares aqueles que nao evoluiram (dados ndo mostrados). Cento
e trinta e seis pacientes (65%; 136/208) desenvolveram algum tipo de
manifestacdo clinica, sendo as mais frequentes: complicacdes vasculares

(54/208; 26%), esplenomegalia (47/208; 22%), seguida por eventos hemorragicos
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(30/208; 14%) e trombose (21/208; 10%). Mutacbes no gene ASXL1 nao foram

associadas com o desenvolvimento das referidas manifestacdes (Tabela 7).



Tabela 8: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com NMP de acordo com as mutagGes no gene ASXL1.

Todos pacientes (n =208)

Policitemia vera (n = 54)

Trombocitemia essencial (n = 123)

Mielofibrose priméria (n = 31)

ASXL1 ASXL1 ASXL1 ASXL1
Caracteristicas Mutado N&o mutado P- Mutado N&o mutado P- Mutado N&o mutado P- Mutado N&o mutado P-
(n=22) (n = 186) valor (n=4) (n =50) valor (n=11) (n=112) valor (n=7) (n=24) valor
No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Sexo 0,139 0,979 0,137 0,384
Mulher 12 54,5 130 69,5 3 75 30 60 6 54,5 84 74,3 3 42,8 16 66,7
Homem 10 45,5 57 30,5 1 25 20 40 5 45,5 29 25,7 4 57,8 8 33,3
Necessidade 0,184 0,989 0,903 0,685
transfusional
Nao 17 77,3 163 87,2 4 100 47 94 10 90,9 103 91,1 3 42,8 13 54,2
Sim 5 22,7 24 12,8 - 3 6 1 9,1 10 8,9 4 57,8 11 47,8
Esplenomegalia 0,062 0,953 0,978 0,026
Nao 13 59,1 144 77,0 3 75 30 60 10 90,9 102 90,2 0 - 12 50
Sim 9 41,9 43 23,0 1 15 20 40 1 9,1 11 9,8 7 100 12 50
Trombose 0,700 0,615 0,978 0,988
Nao 21 955 168 89,2 4 100 44 88 10 90,9 102 90,2 7 100 22 91,6
Sim 1 4,85 19 10,2 - 6 12 1 9,1 11 9,8 0 - 2 8,4
Hemorragia 0,955 0,274 0,846 1
Nao 19 86,4 161 86,1 2 50 38 76 10 90,9 80 87,9 4 100 17 70,8
Sim 3 13,6 26 13,9, 2 50 12 24 1 9,1 11 12,2 0 - 3 19,2
Complicacdes
vasculares 0,294 0,817 0,206 0,934
Nao 19 86,4 136 72,7 2 50 28 56 11 100 90 79,6 6 85,7 18 75
Sim 3 13,6 51 27,3 2 50 22 44 0 - 23 20,4 1 14,3 6 25
JAK2 V617F 0,859 0,436 0,198 0,413
N&o mutado 8 36,4 75 40,1 1 25 6 12 3 27,2 60 53,1 4 57,8 9 37,5
Mutado 14 63,6 112 59,9 3 75 44 88 8 72,8 53 46,9 3 42,8 15 63,5
Mutacdes emCALR 0,225 - - 0,07
Nao 2 28,6 36 60,0 - - - - 0 - 28 57,1 0 0 6 66,7
Sim 5 71,4 24 40,0 - - - - 0 - 21 42,9 4 100 3 33,3
Risco cardiovascular 0,249 0,964 0,98 0,889
Nao 7 31,8 80 42,8 1 25 12 24 3 27,2 57 50,5 3 42,8 11 45,8
Sim 15 69,2 107 57,2 3 75 38 76 8 72,8 56 49,5 4 57,8 13 55,2
Sintomas 0,882 0,594 0,328 0,889
constitucionais
Néao 12 52,4 103 55,1 2 50 16 32 5 54,5 74 65,5 4 57,8 13 55,2
Sim 10 47,6 84 44,9 2 50 34 68 6 45,5 39 34,5 3 42,8 11 45,8
Idade (anos), mediana 60 57 0,066 59,5 63,3 0,861 63,8 52,8 0,049 58 57,9 0,527
Intervalo . 47-95 4 - 86 53,8 -76,7 21-84 47 — 83 4 - 86 50-95 25,4 -84,2
;e;‘dcigﬁg“ (x10°/L), 10,2 11,0 0,907 9,45 121 0,142 9.1 10 0,341 25,2 15,9 0,532
Intervalo 2,6-40,9 2,1-83,6 6,8 -12,7 4,2 -24,6 4,3-255 2,1-56 2,6 —40,9 3,7-83,6
2‘;&2?;’“0 (%), 44 432 0,431 63,1 61,4 0,921 44 403 0,227 32 355 0,695
Intervalo 23,6-66,3 16,9 -72,3 57 - 66,3 475-72,3 32,2-48 17-48 23,6 —44 16,9 — 49
::Z‘igﬂg’b'”a (g/dL), 13,8 14,0 0,419 19,6 19,8 0,987 13,9 13,1 0,281 9.5 10,8 0,563
Intervalo . 6,7-21,1 5,2-22,0 19,0 — 20,7 15,1 -22,9 10,5-16 5,2-16 6,7-14,3 5,3-15,8
Q:gi‘ﬁ:s (0°/L), 648 758,5 0,143 470 523 0,689 830 906 0,415 390 349 0,729
Intervalo 121-2125 26 — 2445 132 -711 159 — 1440 465 — 1236 114 — 2445 374 — 2125 26 — 1300
LDH (U/L), mediana 505 513,5 0,311 602 553 0,844 411 412 0,893 1454 724 0,3
Intervalo 224-1777 163 — 3690 336 — 868 320 — 1240 224 — 908 163 — 1358 495-1777 252 — 3690

55
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Figura 7: Classes e localizacdes de mutagdes no ASXL1 em pacientes com NMP. A pesquisa de mutagBes foi realizada no éxon 13 do ASXL1, observando-se 17
variacbes. VariagOes silenciosas nao estao expostas. As posi¢cdes sequenciais das mutacdes estdo representadas no esquema, em que tridngulos vermelhos representam

mutagfes nonsense, circulos azuis as mutagdes frameshift e os losangos verdes variagdes missenses. Os eletroferogramas séo ilustrativos das respectivas mutacdes e sédo
referenciadas pelos numerais.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, realizamos a caracterizagéo clinica e laboratorial de
264 pacientes com NMP Ph-negativo, dos quais, a pesquisa de mutagcdes no
gene ASXL1 foi possivel em 208 pacientes. No que concerne os dados
produzidos, podemos conceitud-los sob dois aspectos: 1) composi¢do clinica de
nossos pacientes, 2) contextualizagdo entre mutacbes no ASXL1 e as
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos referidos pacientes.

Nossa coorte é composta, principalmente, por pacientes com TE
(57%;151/264) e PV (26%; 69/264), em que os pacientes com MFP representam
um percentual menor (18%; 48/264). Estes dados estdo em consonancia com o
estipulado epidemiologicamente para as NMP Ph-negativo, em que a frequéncia
de MFP (0,4 casos/100.000 habitantes) é marcadamente menor que a de PV e TE
(2,0 casos/100.000 habitantes) (Tefferi & Vardiman 2008; Kiladjian 2012; Tefferi
2014; Tefferi 2015). Com relagéo as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes incluidos neste trabalho, evidenciamos duas caracteristicas inerentes a
este grupo de neoplasia hematoldgica. A primeira relaciona-se com as alteracfes
patognomoénicas a cada entidade, como 0 aumento da massa eritrocitaria em
pacientes com PV, plaquetose nos pacientes com TE e leucocitose na MFP.
Estes achados suportam a efetividade dos critérios seguidos para diagnéstico das
NMP incluidas no estudo (Kvasnicka 2013; Savona et al. 2015).

Apesar da uniformidade clinica e laboratorial dos pacientes, €
indispensavel denotar a heterogeneidade clinica entre os pacientes estudados, e,
sobretudo, que esta é uma caracteristica indissociavel das NMP. Neste sentido,
destacamos a prevaléncia dos sintomas constitucionais, compartilhados entre as

entidades, assim como o0 risco aumentado de desenvolvimento de eventos
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hemorragicos, tromboticos e o desenvolvimento de complicacdes vasculares
(Finazzi et al. 2013; Harrison & Garcia 2014; Geyer & Mesa 2015). Estes
exemplos, embora frequentes, apresentam-se sob diferentes formas, e ao
momento, ndo tivemos ferramentas clinicas nem tempo de seguimento necessario
para avaliar o risco de desenvolvimento destas manifestacdes clinicas, em
especial, a evolucéo clonal para leucemia aguda (Chen & Mullally 2011; Vardiman
and Hyjek 2011).

A segunda caracteristica foi com relacdo a pesquisa da mutacdo
JAK2V617F. Esta mostrou-se como principal ferramenta diagnéstica as NMP Ph-
negativo, principalmente por permitir a identificacdo de um marcador clonal para o
grupo. A prevaléncia desta mutagdo em nossa coorte esta de acordo com
registros prévios da literatura (60%), tanto nacional(Silva et al. 2012) quanto
internacional(Gotlib 2013; Takahashi et al. 2013; Pasquier et al. 2014; Zhang et al.
2014; Angona et al. 2015; Labastida-Mercado et al. 2015; Yonal-hindilerden et al.
2015). Esta pesquisa é especialmente importante para o diagndstico da PV, uma
vez que sua patogénese é virtualmente relacionada a mutagcées em JAK2, em
nossa coorte a frequéncia de mutagbes foi de 91%, discretamente inferior ao
proposto pela literatura, em que essa frequéncia é estipulada em 95% (Kiladjian
2012; Tefferi 2015). Para TE e MFP a JAK2V617F é também imprescindivel ao
diagnostico, e apresentaram frequéncias de 49% e 58% nas entidades,
respectivamente, também em concordancia com a literatura (Kvasnicka 2013;
Lekovic et al. 2015; Tefferi 2015).

Desenvolvemos, paralelamente a este trabalho, a padronizacdo, e
instituimos em nosso estado, a pesquisa de mutagbes no CALR em pacientes

com NMP JAK2V617F negativos. Vinte e nove pacientes foram positivos para as
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referidas mutacdes (45%; 29/65), em concordancia com o preconizado em
trabalhos prévios (Klampfl et al. 2013; Nangalia et al. 2013; Chi et al. 2014;
Malcovati et al. 2014; Tefferi & Pardanani 2014). O oferecimento desta pesquisa
ao centro de referéncia do estado de Pernambuco (Fundagdo HEMOPE) permitiu
a reducdo do numero de pacientes sem marcadores clonais, de 40% para 17%
(36/208). Reiteramos a importancia da identificacdo das mutagcbes previamente
citadas, uma vez que estabelecem critérios objetivos para subclassificagdo das
entidades e minimizam as possibilidades de equivocos diagnésticos (Vardiman &
Hyjek 2011; Kvasnicka 2013; Geyer et al. 2014).

Dos 264 pacientes analisados, 208 puderam ser categorizados quanto a
mutacées no ASXL1, dos quais 22 apresentaram-se mutados (10%). A maioria
das mutacOes identificadas foram previamente descritas (Bejar et al. 2011; Gelsi-
Boyer et al. 2012; Pratcorona et al. 2012; Shih et al. 2012; Abdel-Wahab & Levine
2013; Bejar et al. 2014). Duas muta¢des missenses foram identificadas em nosso
estudo, em pacientes com TE (p.C632Y e p.P698R). Apesar de nao terem sido
previamente descritas e apresentarem, segundo a ferramenta Polyphen-2 , uma
alta probabilidade de dano molecular a funcdo da proteina, o papel de mutacdes
missenses sobre patogénese relacionada ao ASXL1 é controverso (Thota et al.
2014; Paschka et al. 2015; Patnaik et al. 2016; Sorigué et al. 2016). Diversos
autores apontam que apenas mutacdes dos tipos nonsense e frameshift possam
interferir na funcdo da ASXL1, uma vez que provocam a perda estrutural da
extremidade C-terminal, com consequente extincdo do dominio PHD(Abdel-
wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013; Wang et al. 2014). Outros, contudo, utilizam
os critérios de inclusdo utilizados em nosso trabalho (Bejar et al. 2014a; Cervera

et al. 2014)
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Quanto a frequéncia de mutacOes entre as entidades, observamos
nameros em consonancia com os relatados na literatura para PV, TE e MFP, 7%,
9% e 22%, respectivamente (Murati et al. 2012; Kim & Abdel-Wahab 2013;
Sorigué et al. 2016).ldentificamos ainda uma ndo associacao entre as mutacdes
no gene ASXL1 e JAK2 V617F (P = 0,859) e CALR (P = 0,225). Este achado
indica que as mutacdes no ASXL1 exercam um papel secundario na patogénese
das NMP, postulando-se inclusive que sua participacdo ocorra como mutacao
condutora (do inglés driver mutation), precedendo a alteracdo oncogénica
principal e favorecendo o estabelecimento deste clone (Brecqueville et al. 2014,
Cerquozzi & Tefferi 2015; Valletta et al. 2015; Patnaik et al. 2016).

E importante destacar que o papel das mutacbes no gene ASXL1 na
fisiopatologia das NMP ndo é completamente entendido, apesar de terem sido
extensamente estudado, especialmente em pacientes com MFP (Gelsi-Boyer et
al. 2012; Murati et al. 2012, Bravo et al. 2014; Huether et al. 2014). A principal
associacdo entre mutagcbes no ASXL1 e o estadiamento clinico das NMP é a
predisposicdo a evolugdo clonal em pacientes com MFP(Shih et al. 2012). Com
relagdo as demais entidades, os estudos sdo escassos e relacionados com a
predisposicdo a evolucao para mielofibrose (Cerquozzi & Tefferi 2015).

Em contrapartida, o impacto prognostico de muta¢cdes no ASXL1 em outras
neoplasias mieloides estdo mais bem estabelecidos. O ASXL1 é o gene mais
frequentemente mutado em pacientes com SMD e LMMC, com frequéncias
estipuladas em 40% a 50% dos casos, para ambos grupos (Davids & Steensma
2010; Bejar et al. 2011; Cervera et al. 2014; Patnaik et al. 2015; Patnaik et al.
2016). A frequéncia em pacientes com LMA é consideravelmente menor, em torno

de 5%-10% (Pratcorona et al. 2012; Deuvillier et al. 2015; Grimwade et al. 2015).
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Apesar das diferentes frequéncias, as mutacdes no ASXL1 estdo associadas a
piores sobrevida global e livre de eventos nas entidades supracitadas, assim
como, os pacientes com SMD e LMMC, apresentam maiores taxas de evolucéo
clonal para leucemias agudas (Shivarov et al. 2014; Bejar et al. 2014b; Deuvillier et
al. 2015; Grimwade et al. 2015; Patnaik et al. 2016).

Do ponto de vista funcional , trés trabalhos avaliaram a hematopoiese de
modelos knock-out para o gene ASXL1, em todos foram observadas alteragbes
morfolégicas (displasias) em multiplas linhagens e o desenvolvimento de sintomas
relacionados as sindromes mielodisplasica, em que se destacam: citopenias em
sangue periférico, anemia e aumento da apoptose na medula 6ssea, provocada
por uma hematopoiese ineficiente (Abdel-Wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013b;
Wang et al. 2014).

Apesar do esfor¢co crescente para identificacdo de marcadores de risco
molecular, poucos estdo estabelecidos ou tem reconhecimento suficiente para
inclusédo na pratica clinica (Bravo et al. 2014; Guglielmelli et al. 2014a). O ASXL1,
associado a mutagdes a outros modificadores epigenéticos, tais como, DNMT3A e
TET2, é reconhecido como um dos mais frequentes e promissores genes alvos
(Aumann & Abdel-Wahab 2014; Meldi & Figueroa 2015). Contudo, poucos
estudos centraram esfor¢cos na identificacdo da possivel modulacdo dos dados
clinicos e demograficos dos pacientes com doengas onco-hematoldgicas segundo
mutacdes nos genes citados acima (Pratcorona et al. 2012; Devillier et al. 2015;
Sorigué et al. 2016). De acordo com nossos dados, ndo ha diferenca entre os
grupos de pacientes mutados ou ndo para o ASXL1 segundo as variaveis
avaliadas, com excec¢ao da idade avancada em pacientes com TE (P = 0,049) e o

desenvolvimento de esplenomegalia (P = 0,026) nos pacientes com MFP.
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E importante destacar que em nosso estudo, apenas trés pacientes
evoluiram para SMD e para LMA. Além disso, a probabilidade de evolugéo clonal
em 10 anos para as entidades é relativamente baixa, em torno de 1% para TE,
4% para PV e 10% para MFP (Passamonti 2012; Rampal et al. 2014). Como a
mediana de seguimento da nossa coorte € de apenas 5 anos, e até o presente
momento ndo foi possivel identificar um ndamero significativo de pacientes com
evolugdo clonal, nossas conclusbes ficam limitadas as caracteristicas ao

diagnéstico e ndo devem ser extrapoladas ao progndéstico da doenca.
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7. CONCLUSOES

v" A composicdo da coorte foi satisfatéria, pois permitiu a identificacdo de
pacientes de todas as entidades de NMP Ph-negativo, em proporgdes
condizentes com a literatura, garantindo a representatividade das amostras;

v A frequéncia de mutacdes no gene ASXL1l é similar ao descrito na
literatura;

v Nao houve diferencas significativas entre caracteristicas clinicas e

laboratoriais de pacientes com ASXL1 mutado versus ndo mutado.
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8. Anexo A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
MAIORES DE 18 ANOS

(resolucéo 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar, como voluntario(a), da pesquisa
"Impacto progndstico do ASXL1 em Neoplasias Mieloproliferativas Crénicas ", que
esta sob a responsabilidade do pesquisador Juan Luiz Coelho da Silva (Endereco:
Rua 85, Quadra 63, Bloco 12, n° 55, apto. 308, Maranguape 1, Paulista, PE, CEP:
53441-310 — Fone: (81) 8212-3548 — E-mail: juanluiz.coelho@gmail.com) e sob a
orientacdo do professor Dr. Antonio Roberto Lucena de Araujo (81) 9908-9382 -
araujoarl@hotmail.com). Também participam também desta pesquisa: Dr.
Aderson da Silva Aradjo (81) 9976-5136 - aderson@hotlink.com.br), Dr. Marcos
André Cavalcanti Bezerra (81) 9800-8105 — machezerraufpe@gmail.com).

Apés ser esclarecido(a) sobre as informagfes a seguir, no caso de aceitar
a fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em
caso de recusa, o(a) Sr.(a) ndo sera penalizado(a) de forma alguma. O(a) Sr.(a)
tem o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer
penalidade.

Noés verificamos que as Neoplasias Mieloproliferativas Crbnicas sao
doencgas clonais com sintomas severos ao bem estar do paciente, podendo
causar hipertenséo arterial sistémica, trombose e hemorragia. Nao estao previstos
beneficios diretos para o0 paciente, entretanto, como beneficio indireto, a
identificag@o de alteragdes genéticas nas Neoplasias Mieloproliferativas Crénicas
permitird a deteccdo precoce e estratificagdo de risco destes pacientes. Dessa
forma, gostariamos que vocé doasse 5 ml de sangue, obtidos usando agulhas e
seringas descartaveis. O risco por nos avaliado para o paciente € que em funcéo
da coleta de sangue, possa haver a formacao de um pequeno hematoma local,
além da ocorréncia de uma dor leve resultante da picada de agulha.

As informacbes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publica¢des cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre a sua participacéo. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e
dados laboratoriais) ficardo armazenados em computador pessoal sob a
responsabilidade do pesquisador responsavel, no endereco acima informado, pelo
periodo minimo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participacédo serdo assumidas pelos
pesquisadores. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo
judicial ou extra-judicial. Em caso de duavidas relacionadas aos aspectos éticos
deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 —
e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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Impacto prognostico do ASXL1 em Neoplasias Mieloproliferativas Crénicas
CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF ;
abaixo assinado, ap6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido
a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duavidas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo "Impacto prognéstico
do ASXL1 em Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas ", como voluntario(a). Fuli
devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a
pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Local e data

Assinatura do participante

Impressao Diaital

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e aceite do voluntario em participar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:




8. ANEXO B

Comité de Etica em
Pesquisa
Av. Joaquim Nabuco, 171 Gragas
Reife-PE
CEP: 52011.000-
Tel: (8131824771
eiemail cor

Recife

et

1-DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL: N". 0132009

Titulo do Projeto: Prevaléncia da Mutaglio JAK2 em Pacientes cm Sindromes Mieloproliferativas Crinicas Atendidos na
Fundagiio Hemope.
Instituicio Solicitante: Faculdade Mauricio de Nassau
i : Aderson da Silva Araitjo
Identidade: 883.19155P-PE CPF: 064.073.904-00  Telefone: 81 - 31824695
Finalidade: Condusio do Curso de Bacharel em Biomedicina
Local de Desenvolvimento do Projeto: Fospital de Hematologia- Unilabe.
Co- orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerma
Orientado: Rafael Ramos da Silva

2 - COMENTARIOS DOS RELATORES:

Objetivo Geral: Deferminar a prevaléncia da mutaglio JAK2 V617F em pacientes com sindromes micloproliferativas
crémicas BCR/ABL negativas atendidos no Hospital de Hematologia e Hemoterapis da Fundag3o Hemope.

Objetivos Especificos: Padronizar no Laboralorio na Unidade de Laboratorios Especializados da Fundagdo
Hemope{UNILABE) a técnica descrila na literaturas para detecgio da Mutagio JAK2 V617F; Determinar a prevaléncia
da Mutagio JAK2 V617F em pacientes com policitemia vera;, Determinar a prevaléncia da Mutagiio JAK2 V6I7F em
pacientes com trombocitemia essencial e Determinar a prevaléncia da Mulagio JAK2 V6ITF em pacientes com
miclofibrose,

3- PARECER DO RELATOR: O Comité de Ftica em Pesquisa do Hemope (CEP), em eumprimento aos dispositives da
Resolugio 19696 ¢ complementares, apds seatar as consideraglies do relator, membro deste Comité, relativamente as
exigéncias apontadas no Parecer n®, 013/09, considera APROVADO o profocolo de pesquisa supracitado, uma vez que
este ndio eolide, aparentemente com os principios bisicos da bioética - a nfo maleficéneia, a beneficéncia, a aufonomia ¢ &
justiga, além do sigilo.

4 - INFORMACOES COMPLEMENTARES:

» O sujeito da pesquisa tem & liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res, 19696 — liem IV.1.f), devendo receber uma copia do Tenmo de
Consentimento Livre e Esclarecido, por ele assinado (Item ['V.2.d).

» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢ desconlinuar o estudo
somente apds serem analisadas & razdes da descontinuidade, pelo CEP, que o aprovou (Res. CND Item IIL 1.2),
exceto quando perceber riseo ou dano nio previsto so sujeito participante ou, quando consiatar a superioridade
do regime oferecido a um dos grupes de pesquisa (Ttem V.3)

s O CEP deve ser informado de todos os efcitos adversos ou fatos relevantes que alferem o curso normal do
estudo (Res. CNS llem V.4), E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em outro centro e enviar notificagiio ao CEP ¢ ANVISA, junto
COM O 56U POSICIONAMENto.

= Eventusis modificacdes ou emendas ao profocolo devem ser apresentadas so CEP de forma clara ¢ sucinla,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas, Em caso de projetos do grupo I ou 11
apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-los lambém & ANVISA, junto
com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. ltem [L.2.¢).

»  Relatirios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos na
Resolugio CNS-MS 196/96.

Homologado na Reunifio do CEP de 27/5/2009
] II
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa-HEMOPE
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8. Anexo C

Tabela suplementar 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com NMP de acordo com
os resultados de mutagdes no gene ASXL1 (com resultados versus sem resultados)

Pacientes com resultados de Pacientes sem resultados

Caracteristicas ASXL1 (n = 208) de ASXL1 (n = 56) P-valor
No. % No. %
Sexo 0,833
Mulher 140 67,3 31 55,3
Homem 68 32,7 25 44,7
Necessidade transfusional 0,402
Néao 179 86 53 94,6
Sim 29 14 3 5,4
Esplenomegalia 0,818
Néao 137 65,9 35 62,5
Sim 71 34,1 21 37,5
Trombose 0,356
Néao 188 90,3 53 94,6
Sim 20 9,7 3 5,4
Hemorragia 0,616
Nao 176 84,6 51 91,9
Sim 32 15,4 5 8,1
Complicag6es vasculares 0,836
Nao 154 74,1 48 85,7
Sim 54 25,9 8 14,3
JAK2 V617F 1,000
N&ao mutado 84 40,4 23 41
Mutado 124 59,6 33 59
Risco cardiovascular 0,683
Néao 86 41,3 20 35,7
Sim 122 58,7 36 64,3
Sintomas constitucionais 0,171
Nao 115 55,3 37 66,1
Sim 93 44,7 19 33,9
Idade (anos), mediana 59 62,3 0,536
Intervalo . 21,6 -82,2 23,4-86,1
Leucécitos (x10°/L), 111 10,9 0,621
mediana
Intervalo 2,1-56,2 3,8-36,7
Hematdcrito (%), mediana 46 43,8 0,51
Intervalo 23-72 17 - 67
Hem.ogloblna (g/dL), 14,5 438 0,633
mediana
Intervalo . 72-224 17 - 67
Plaq_uetas (x10°/L), 730 660 0.254
mediana
Intervalo 35-2291 26 — 1517
LDH (U/L), mediana 610 474 0,118

Intervalo 204 — 3690 246 — 1133
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8. Anexo D

Artigo 1: Colaboracao

Periddico Blood: IF10,452
Qualis Capes Ciéncias Bioldgicas 1-Al

“High ANP73/TAp73 ratio is associated with poor prognosis in acute promyelocytic
leukemia”

Antonio R. Lucena-Araujo, Haesook T. Kim, Carolina Thomé, Rafael H. Jacomo, Raul A.
Melo, Rosane Bittencourt, Ricardo Pasquini, Katia Pagnano, Ana Beatriz F. Gléria, Maria
de Lourdes Chauffaille, Melina Athayde, Carlos S. Chiattone, Ingrid Mito, Rodrigo Bendlin,
Carmino Souza, Cristina Bortolheiro, Juan L. Coelho-Silva, Stanley L. Schrier, Martin S.
Tallman, David Grimwade, Arnold Ganser, Nancy Berliner, Raul C. Ribeiro, Francesco Lo-
Coco, Bob Lowenberg, Miguel A. Sanz e Eduardo M. Rego.
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Tollow-up prio to the assessment of fremission slalis and this were
not counigd in the induch analysis, Ovgrall, 110of 136
patignis {K7%: ) achieved compleig he logic remission, Although
patients with o high ANp73/TApP?3 rutio had o lower complete
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mowtality (o ratis, 4.8; 985 confidence interval [C1), 183 158.1;
o= (KR},

The echiinn Tollow-up wis 33 months (range, 172 moiths), with
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ngreement, the dyoar CTR wis higher in patie nts with o high ratio
(= 001 (Fgure 10) The CINRM was similar between groups
(1 = M Pigurg 10, Details Tor paikint oulgomes are summari sl
in Table 1,

I b dportant oo highlight thit prognostio fagton that may
predict inferior outcome in APL have begn invesigated widely,
Thie most well-kiown fsk Gaetors are WHC and platelel gounts ot
\!Inunmh." although intemal tandem duplivasions of the FLTI
gene,'” abemant expression of e CDS6 antigen,' ' deregulaied ox-
pression of the MILE gene," and o polymorphie varini Ilwnl\rln*
ihe ol ihe gene ling the CI¥9A cell death recepior’
ire potentinl predieiors of poor prognosis in APL: Here, we provide
the firstevidence that highe r ANp7 T Ap7 23 ratio is nssoe ited with
o lower remission mig, shorer survival, amd higher nsk of relapse
in i relatively large seres of patients with APL homogeneously
ireuied with all-irans retinoig agid (ATRA) and anthragye ling:
based chemoiherapy, Imporianily, we miy nol rule oul the po-
tential prognostic impact of the imbalance between ANp73 and
TApTY transeripis in other acui@ myelold leukemin subiypes
nor the role of other AML-associited Tusion proteins than the
promyeloeytie leukeminfetinoie acid receptor alphn in TP71 gene
qnpwuuln,

Ouir findings are in accordance with previous studies, which also
mssccinied the ANpTY overexprossion (along or in assagiation with
TApPTL e, ANFT A ratia ) with t inprimary |
o, "™ OF interest, several alemative splice variants at the
© termini o0 and N iorminus (p? 3aexd, pTHaex 0, collectively
cilled ATAp73) of p73 have been described in human hemato-
logic malignaneies,' " and these isoforms may direetly affect the
ANPTVTAPTA mtio, Merg, using spogific probes for trinseription-
ally netive (i, TA) and inactive (ie, AN) isoforms, we evaluated the
"parl” of TA and ANpT Y transe ripts, not distinguishing among the
diffgrent C-termini or M-tormini vananis, At the protein lovel,
multiple TAp73 isoforms were expressed in primary APL blasts,
although no axsociation between geng and protoin gxprossion has
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Figure 1, Burvival resulla W7 palisnls with AFL sG0r0Ing 10 Ihe ANDTYTARTI
refie. Protmisiy of (4) OF, () DFS, and (C) cunuaiw inndees of mlpss wd
Fupie i by,

been demonstrated (supplementl Figure 1). This result miist be
eganded with cawtion bognuse protein analysis was possible in
only a few casos (6 patignis), The underying coause of the lack
of associntion between messenger RNA and protein levels is not
clear, but some evidences suggesis that alicrnative pathways
for selective degradation of p73 isoforms might be involved.
Sayon et al showed that the fing-linger prowin (PIR2) i rafscrip-
tionally induced by TApT3 and specificully dogrades ANp7L™ In
addition, Dulloo et al showed that the nonclassical polyamine-
induged antizyme pathway dogrdes the ANpTY protein and
stabilizes TARTS, ™ Under "stross” conditions, ¢-Jun induges anti-
zyme expression, which then directly intemets with ANp73 o
induge dogradation, Importanily, the decision abow which isoform
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will b stabiliced o degraded will depend on cell type and their
gnvironment, along with the need of the coll to maky the deciion o

dig or to ropair the INA damagg, 407434

Particularly in AL, 7/53 mutations are uncomman,™
Tunther highlights the relevance of e ANpTITAPTA ratio o both
survival sdvantage and filure o respond ln shurmchvrupy. [

PROGHNOSTIC IMPACT OF ANGP3 QVCRCXPROASION IN APL 2008

which

ATRPOMART 1 iote thal an inlAcake funen

TP5A family members has been described™
ulative, it is conggivable that in patignis with wikl-type TPE1,
the oversipression of ANPTI protein would impair pS3 winor-

and, mhun;h o

suppressar functions, Thus, survival sdvaniage would be the result

of i high ANpTHTAPTI mtio, miher han TP5I mutations. 1n line
with this hypothesis, Congin gt al showed thai, in ovanan cancer
patignts, higher expression levels of ANpTY and AN'pTY isolforms
were more frequently detected in TP wildaype winors than in
Margover, patienis hurtbonng 757 muta-
Haviis iiied |h\'¢MJ\PHnnI|\[ ANPTI inofornis Bid o pooie i iesponss 1o

7981 mutated ongs,”

chamatherapy,”

Consklering that the combinition of ATRA amd asenic irioxide
prohably will hegome the new standand of caw for AL it will b
IMpOrint 1o test the prognostic relevinee of our findings in this
context It must be stressed thl areniv ireatmaent is mt availible as
first:ling therapy in most counrries in Latin Amenca; herefore, we
woild nol evaluate the impagi of ANPTVTAPTY mibio in anenie-
treated patients, Futue siidies of the Tuwional mle of ANpT 3 eould
provide insight that might be uselul in establishing new sralogies
anid more effective therapies in AL, including the imponanee of
APL reitment basgd on ATRA in combinition with arsnie
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Prognostic importance of CD56 expression in intermediate risk

acute myeloid leukaemia

Recontly, we shiwed that dinical outcomas of Brazlian acute
myeloid leukaemia (AML) patients were significantly inferior
o those in the USA and Europe, Excluding wel-recognizal
dilferences  between devdoped amd  developing  countries,
heterogenety in outcome sl exids in patients with the
sare cytogenetic risk (Lima of al, 2005), Therelore, it would
b interesting to identify supplementary biological markers
that yiald non-redunclant bislogieal information for furthar
progrostic refinement of AML pationts, In this context, aber-
rant expression of GO antigen (abso wrmed HCAMIL) in
leukaermic Blasts has been irequently asssciated with inferiaor
oulcome in patients with AML, particularly those with 1
(B2 (Irivamia @t al, 20080 and 15071 abnormalities
(Montesings @ al, 20015, Meveriheless, knowledge regarding
its prognostie value in other subtypes of AML remaing lim-
ied, Heve, we evaluated elinieal outcomes of noneselected
patients with AML (nonacue  promyelocytic leukaemia)
aecording 0 CD% expresion, Our data sijgaest that aber
rant expression of this antigen may predict inferior outcome
in patienis with intermediate outaome,

Omne hundred  and foryone newly  dingnosed - AML
patienis were included between August 008 and April 2015
with last followeup in May 2005, Patents were dassificd
aeeonding o morphologleal, immunophamotyple and ooge:
netle findings. Treatment protocol was previously describal
(Lima et al, 2015), The local Research Tihica Doard approved
the  study, To  determine  CDBs anbigen  expression,
i p iypic lysis was accomplishld using diagnos-
the bone-marrow samples and standared low-cytomeiry meth-
oils, Patients were dlhiwlnlﬂ] TCDSH positive” when =20% of

leukagmic colls exprossed CDN antigen (Bene or al, 1995,
Fisher's exact tost or Chi-square test, s appropriate, was
wsed 1o compare categorical variables, Wilcoxon rank-sam
teal was used to compare continuous variables, Overall sur-
vival (O8) amd diseasesiree survival (DFS) were caloulated
using the Kaplan Meer method, O5 was delined as the time
from the mititon of nduction therapy o dasth from any
causa thoss alive or Lot o follow-up wore comsared at the
date last known alive, DFS was defined as the time from
complete renmisson o diseaw relapar, development ol see-
onary  malignancy, o death Trom any couse, whichever
vcourral ek, Patients wha were alive without disease relaps
of secondary malignancy wore consored ol the Time last seen
alive and  disease-lree, The bggrank tost wis used  Tor
comparisans o Kaplan Meler carves,

Univariate anal ovlivariate proportional hasrds ragrs
shon analysis was performal for potential prognosic faciors
for O% and DIS (Table 1, Potential prognostie Gaotors B
exaniined in o muliivariate regression  analysis were G056
expression, cytogeneiic risk siratilication, age al diagnosis
and leucoovie wunie Proportional hazards assumption for
wach variable of interesi was festal, Linearity assumpiion
ik all contiimiois varialibes wis examinal usiing restroed
aibie spline estimates of the relationship between the cons
timunus varlable and log relative haranbivisk. All Povalies
were iwo sided with a sgnilicance level of 005, All calou
lations were performed using Stata Statistic/Data Analysis
verdon 13 (8tata Corporation, College Station, TX, LUI5A)
and BO210,0 (The CRAM  project,  www rprojectong)
suftwie,

Table 1. Univariste ared multivarisie analysis for overnll survival and disesse- free sirvival.

Univariaw analysis Multivariate analysis
Enid puint Musdel Varlables HR w Povalue  HIlL W Mowaline
Chvprall siirvival CI5G expresshon positive versii negative i-79 i3 349 - 94 (i AE ] [131 d
Age (years): continuous variable 11 1406 1:2 [iELi]] 11 141 1:3 [iT171]
Uylogenetic risk stratification sdverse vrmo 147 127 133 LRI L% 073 143 B4
interivediate v favourable
Lewcocyte counts (x 10%1): continuous vardable 103 101 1405 04114 L2 0w 17 oMy
[Hscase-free survival LI exprossion poslblve virss negative 445 143 15 = &35 188 217 [LXL iR}
Age (years)) oontinuois varable IR 097 i3 0797 95 47 142 {90
Cytogrnetic risk stratification: sdverse virsio 164 087 4489 354 252 112 111 [i%1 131
inter mediate wiriis Tavoriralle
Lewcocyle counts ix 16*1): continuous variable 1408 143 114 LR LIt LIS 140 581

HMazard ratios (HR) =1 oF <1 indicate an increassd of decreassd risk, respractively, of an event fof the first category liswsd,

© 2016 John Wiley & Sons Lid, Brvsh Journal of Haemalology
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Patient baseline characteristics were reported descriptively.
The median age was 49 yoars (range; 1884 years) with 64
males (45%). Thiny-nine patients (28%) were = 60 years.
Prestreatment Bone marrow samples were analysed by G-
banding cytogenetics, of which 105 (758%) were succoss-
ful. Patients  were stiatiied  according o Grimwade o al
(2010) as follows: favourable (28105 27%), mtermediate
{6/ 105; 61%) and adverse (13/105; 12%); 50 patients (48%)
ware cytopenetically normal, CDA6 analysis was accomplished
in 1277141 patients (90%), The remaining 14 paticits (10%)
had ne CDE6 data or samples available for further characior-
ization, and were excluded from analysis, To test whether the
samples without CD56 fesults were missing at sandoim, the
05 was evalusied for patients with and without CDS6 data,

Fivesyear 08 rate did not differ between patients with (15%)
anil without (25%) available CDS6 data (7 = 0-96), Aberrant
CD56 expression was identified in 33 patients (26%). There
were no significant differences among CDS6-negative and
CDa6-positive patients with respect to basgline characteris-
tics. The frequencies of CD56 expression in lavourable, inter-
mediate and  adverse proups were 3%, 22%, amd 55%,
respectively (P = (-102),

Three of the 141 included patients were lost (o follow-up
prioi 1o the assessiment of Femission  stalis and  were
excluded from subsequent analyses, Overall, 72/138 patients
(529%) achieved complete remission (CR), T8 exprossion
wits ol associated with CR achievement (P = 04d24). The
median follow-up was 208 d (98% confidence interval [CI);

(a) Overall survival {8) Disease:free survival
108 9 == ML megaiive paiienis (o s %1} 190 = e gative patiends {n s 49)
venm LA pasirive patismts {p = 10) DA psitive patian o s i1
i i o
E ol E o =
il
1 i 404 i
i
v o 1 0 i
TeredrrieverrIY
b FEOOIN I 04 FR1
] 300 U] 1500 1000 00 1] 500 1000 1300 1000 2100
Days from diagnosis Days from complete remission
{€) Overall survival (D) Disease-free survival
s — Elaegallve jraliends {n = 415 i — T nrgaiive paiienis (n e 11
srore ERVA s padiive paiienis (o s §3) rmnnn i paaiiive patienis {n = 6]
il LT
£ E
i 40 L . 2 A
0 20 i
o Fedosi o Faemi
u foa 1000 1100 000 o fon 1000 100 1000
Days from diagnosls Days from complete remission

Fig 1. Patient survival. Probability of ovenll survival (A) and disease-free sumvival (B) in scute miyelokd leukaemia patients sccording o CDSs

expression (entire cohort), Overall survival (C) and discasesfree survival (D) in

with inte 1 L wccording o CD86 expres-

s, Overall survival and disease Tree surdval were estimated using the Kaplan: Meier method and the log:rank tesl wis used for compairison of

thie survival curves, n, the number of pat lents included in each analyus,

© 2016 John Wiley & Sons Lid, British Journal of Hasmatology
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106309 d).  CDS6-positive patients exhibited significanty
sharter survival (114 d, 95%CI; 48-179 d) than CI¥6-noga-
tve patients (270 d, 95%CE 161378 d) (F = 0:026; Fig 1A).
The median DES for CDS6-positive and  CDS6-negative
proups was 26% d (95%CE 28-509 d), and 1467 d (95%C1
TI20<1815 ), respectively (P = 0001; Fig 1B). In muluvas-
ate proportional hazards regression analysis, CD56 expression
was independently associated with shorter 05 {(hazard ratio
[HR]: 194, 95%0CT 1-08-3485; P = 0:032) and shorter DES
(HR: 635, 95%C1: 1E5-21.7; P = 0.003), considering cyloge-
netic risk stratification, kucocyte counts and age at diagnosis
as confounders, Next, we analysed the impact of CD36
expression in cach cylogenetic risk group. For o paticits
assigned to the favourable group, CD% gxpression had no
impact on CR (P =0.202), O (P=01681) or DIS
(P = 0nd2). Similar resilis were observed in the adverse
Froup (CR. P = 0635 O8, '=0-1& DIS, F=037) In
contrast, aberrant expresion of CDS6 identificd  patients
assigned o the intermediale  proup  with shorter 0%
(P = 0001; Pig 1C) and DES (P = 0-001; Fig 1), but had
na impact on CR (7 = 0:191), These results were consistent
with the multivariate analysis (OF, HR: 319, 95%CLE 149
b F=000% DES, HRE: 77, 93NCH 18334
P = 0006),

We and others {Raspadori o al, 2001; Alegretti et il
2000 Djunic of ok 2012} have demonstrated that abermnt
expression of TS antigen Is associated with inferior out-
come in AML OF inlerest, some evidence suggests that
CD56-positive blasts may emerge from less-differentlated leu-
kaemic stem cells {Montesinos ef al, 2011} and are less sensi-
tive to standard  dhemotherapy  schemes  (Chapire e al,
2006), Furthermore, co-expression with multidrug resistance
(Raspadori of al 2001) and extramedullary infiltrates {Chang
e al, 2004) are frequent indings in CDSa-positive patient-
sind may underlie the adverse outcomes predicted by CD56
antigen. To the bist of our knowledge, our study represents
the hirst W evaluate the prognostic impact of CDS6 expres-
sion in a real-life setting and address these findings to a large
and heterogeneous subset of AMLs such as intermediate cyto-
pengtic risk group, However, limitations of our study include
limited number of patients and a relative short follow-up.
These results need to be confirmed in an independens
gohort, 1T fi d, CI5s moe ement may comstitute a
cheap and effective alternative for the management of AML
patients in less privileged countries, where the global major-
ity of AML patignis will probably be treated and where
dccess to molecular tests are still Bmited
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PACIENTES COM NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS CRONICAS —
CROMOSSOMO Ph-NEGATIVO
Descri¢do: As neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPCs) constituem um grupo de
doencas hematopoéticas clonais caracterizadas pela producdo excessiva de uma ou mais
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Situagdo: Concluido Natureza: Projeto de extensdo
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Farias Domingos; Manuela Andrade Costa; Antonio Roberto Lucena-Araujo; Luana Priscila
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Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva (Responsavel); ; Diego Antonio Pereira Martins; Marcos
André Cavalcanti Bezerra; Matheus Filgueira Bezera; Diego Arruda Falcdo; Mariana Barros
Souto de Souza; lgor de Farias Domingos; Manuela Andrade Costa; Antonio Roberto Lucena-
Araujo; Luana Priscila Moraes Laranjeira; Rayssa Leal Borges de Medeiros; Pedro Luiz de
Franca Neto

2013 - 2013 IV Curso de Hematologia Laboratorial
Descrigdo: Quarto curso de extensdo em Hematologia Laboratorial,cujo objetivo é a
atualizagdo profissional na area dos exames hematoldgicos.
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Situacdo: Em andamento Natureza: Projeto de extenséo

Alunos envolvidos: Graduagéo (6); Mestrado académico (1);

Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva; Diego Antonio Pereira Martins; Marcos André Cavalcanti
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atualizagdo profissional na area dos exames hematoldgicos.
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Alunos envolvidos: Graduacéo (6);
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva; Diego Antonio Pereira Martins; Marcos André Cavalcanti
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Filgueira Bezera; Adryanna Thais Cavalcanti Andrade

2012 - 2012 Il Curso de Hematologia Laboratorial

Descri¢do: Segundo curso de Hematologia Laboratorial realizado no Laboratério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas-UFPE. O curso tem como principal objetivo a atualizagcao de
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Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva; Diego Antonio Pereira Martins; Aila Lima de Melo;
Marcos André Cavalcanti Bezerra (Responséavel); Andriu dos Santos Catena; Kleyton Clementino
da Silva; Matheus Filgueira Bezerra

2012 - 2012 | Curso de Hematologia Laboratorial

Descricdo: Primeiro curso de extensdo em Hematologia Laboratorial, que tem como
objetivo a atualizacao profissional na area dos exames hematolégicos.
Situagdo: Concluido Natureza: Projeto de extensdo
Alunos envolvidos: Graduacéo (6);
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva; Diego Antonio Pereira Martins; Aila Lima de Melo;
Marcos André Cavalcanti Bezerra (Responséavel); Andriu dos Santos Catena; Kleyton Clementino
da Silva; Matheus Filgueira Bezerra
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Prémios e titulos

2015 2° Melhor trabalho pela apresentagdo do trabalho "Impacto clinico e laboratorial
de mutacdes no gene ASXL1 em pacientes com Neoplasias Mieloproliferativas”
durante a V Jornada da PPGG, Programa de p6s graduacao em genética

2013 2° lugar pelo trabalho "TCF7L2 POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH
FETAL GROWTH CHANGES: PRIMERS DESIGN", IV Simposio Internacional
em Diagnostico e Terapéutica



93

Producéo

Producéo bibliogréafica
Artigos completos publicados em periddicos

1. COELHO-SILVA, JUAN L; CARVALHO, LUANY E; OLIVEIRA, MAYARA M; FRANCA-NETO,
PEDRO L; ANDRADE, ADRYANNA T; LIMA, ALEIDE S; BEZERRA, MATHEUS F; LIMA,
MARINUS M; NEVES, MARIA A; FONSECA, JULIA M; BARROS-CORREIA, MARIA C;
MACHADO, CINTIA G; BEZERRA, MARCOS A; MATOS, DANIEL M; LUCENA-ARAUJO,
ANTONIO R

Prognostic importance of CD56 expression in intermediate risk acute myeloid leukaemia. British
Journal of Haematology (Print). , v.N/A, p.n/a - n/a, 2016.

2. LUCENA-ARAUJO, A. R; KIM, H. T.; THOME, C.; JACOMO, R. H.,; MELO, R. A;
BITTENCOURT, R.; PASQUINI, R.; PAGNANO, K.; GLORIA, A. B. F.; CHAUFFAILLE, M. D. L.;
ATHAYDE, M.; CHIATTONE, C. S.; MITO, I.; BENDLIN, R.; SOUZA, C.; BORTOLHEIRO, C,;
COELHO-SILVA, J. L.; SCHRIER, S. L.; TALLMAN, M. S.; GRIMWADE, D.; GANSER, A;
BERLINER, N.; RIBEIRO, R. C.; LO-COCO, F.; LOWENBERG, B.; SANZ, M. A.; REGO, E. M.
High &nbsp;Np73/TAp73 ratio is associated with poor prognosis in acute promyelocytic leukemia.
Blood (Philadelphia, PA). , v.126, p.2302 - 2306, 2015.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. COELHO-SILVA, J. L.; FRANCA-NETO, P. L.; ARAUJO, G. V. S.; COSTA, A. M.; MELO, G. D.
L.; CUNHA, A. A.; BARROS-CORREIA, M. C.; BEZERRA, M. A. C.; LUCENA-ARAUJO, A. R.
Impacto clinico e laboratorial de mutacdes no gene ASXL1 em pacientes com Neoplasias
Mieloproliferativas In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2015,
Séo Paulo.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. , 2015.

2. BEZERA, M. F.; MELO, A. L. S.; SILVA, J. L. C.; M NETO, J.; FRANCA-NETO, P. L.; ROCHA,
C. R. C.; MACHADQO, C. G.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; BEZERRA, M. A. C.; BELTRAO, E. I. C.
Associagédo entre polimorfismos no exon 4 do tp53 com aspectos clinico-laboratoriais de pacientes
com leucemia mieloide aguda In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular, 2014, Floriandpolis.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Elsevier, 2014. v.36.

3. Martins, D.A.P.; SOUZA, M. B. S.; DOMINGOS, I. F.; SILVA, J. L. C.; COSTA, M. A.; FRANCA-
NETO, P. L.; GUEDES, G. M. R.; ARAUJO, A. S.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; BEZERRA, M. A. C.
INVESTIGACAO DO POLIMORFISMO ANXA2 (RS7170178) NA SUSCEPTIBILIDADE A
OCORRENCIA DE OSTEONECROSE EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME In:
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2014, Florianépolis.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Elsevier, 2014. v.36.

4. COSTA, M. A,; SILVA, J. L. C,; Martins, D.A.P.; FALCAO, D. A.; LARANJEIRA, L. P. M,;
BELMONT, T. F. M.; CAVALCANTI, M. S. M.; ARAUJO, A. S.; BEZERRA, M. A. C.; LUCENA-
ARAUJO, A. R.

INVESTIGACAO DO POLIMORFISMO KLOTHO (RS685417) NA SUSCEPTIBILIDADE A
OCORRENCIA DO PRIAPISMO EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME In: Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2014, Florianopolis.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Elsevier, 2014. v.36.

5. COSTA, M. A,; SILVA, J. L. C.; Martins, D.A.P.; FALCAO, D. A,; LARANJEIRA, L. P. M;;
BELMONT, T. F. M.; CAVALCANTI, M. S. M.; ARAUJO, A. S.; LUCENA-ARAUJO, A. R,
BEZERRA, M. A. C.

INVESTIGACAO DOS POLIMORFISMOS TGFBR3 (RS2038931, RS7526590) NA
SUSCEPTIBILIDADE A OCORRENCIA DO PRIAPISMO EM PACIENTES COM ANEMIA



94

FALCIFORME In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2014,
Florianopolis.
Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Elsevier, 2014. v.36.

6. ANDRADE, A. T. C.; BEZERA, M. F.; MELO, A. L. S.; FRANCA-NETO, P. L.; NEVES, M. A;; M
NETO, J.; MACHADO, C. G.; BEZERRA, M. A. C.; LUCENA-ARAUJO, A. R,; SILVA, J. L. C.
'PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF CD56 ANTIGEN EXPRESSION ON TREATMENT
OUTCOME OF PATIENTS WITH ACUTE MYELOID LEUKAEMIA In: Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2014, Florianopolis.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Elsevier, 2014. v.36.

Apresentacédo de trabalho e palestra

1. COELHO-SILVA, J. L.
Identificacdo de marcadores prognédsticos em Neoplasias Hematoldgicas, 2015.
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5. CATENA, A. S;; SILVA, J. L. C.; Lima-Filho, J.L.; Martins, D.B.G.
TCF7L2 polymorphisms associated with fetal growth changes: primers design, 2013.
(Simpdsio,Apresentacao de Trabalho)

6. Ekert, M.H.F.; Melo, A.L.; SILVA, J. L. C,; Lima, H.Y.S; MEDEIIROS, A. L. P.B.; ARAUJO, R. F.
F.; Lima-Filho, J.L.; Martins, D.B.G.

Deletion in promoter region from Toll-Like Receptor 2 showed no association with
susceptibility to human papillomavirus infection., 2012. (Congresso,Apresentacdo de
Trabalho)

7. SILVA, J. L. C.; GALVAO, M. J. N.; CASTOR, M. G.; Lima-Filho, J.L.; Martins, D.B.G.
Polymorphism TLR2 (-196 to -174 del) is not associated to Human Papillomavirus Infection
in Anal Samples, 2012. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

8. SILVA, J. L. C.; Melo, A.L.; Lima, H.Y.S; Martins, D.A.P.; Junior, C.B.N.; Monteiro, B.G.Q.;
Lima-Filho, J.L.; Martins, D.B.G.

Differential genotype for toll-like receptor 2 (-196 to -174 del) in blood and cervical samples
of women attended in public health assistance., 2011. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

9. Vasconcelos, M.E.; SILVA, J. L. C.; Melo, A.L.; Ekert, M.H.F.; Martins, D.B.G.; Lima-Filho, J.L.

HPV infection in cervical samples is not related to genetic polymorphism of toll-like receptor
2 (-196 to -174 del), 2011. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

OrientagOes e supervisodes
Orientacfes e supervisdes concluidas

Trabalhos de concluséo de curso de graduacéo

1. Mariana Barros Souto de Souza. Investigacéo da talassemia alfa e do polimorfismo no gene
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da anexina A2 no desenvolvimento de osteonecrose em pacientes com anemia falciforme.
2014. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

2. Pedro Luiz de Franca Neto. Neoplasias Mieloproliferativas Crdénicas: uma revisdo de
conceitos, conduta terapéutica e perspectivas.. 2014. Curso (Biomedicina) - Universidade
Federal de Pernambuco

Eventos

Eventos
Participacdo em eventos

1. Apresentacéo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e
Terapia Celular, 2015. (Congresso)

Impacto clinico e laboratorial de mutacdes no gene ASXL1 em pacientes com Neoplasias
Mieloproliferativas.

2. Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2014. (Congresso)

3. XIV Curso de Verdo: Genoma, Proteoma e Universo Celular, 2014. (Outra)
AplicagBes da citometria de fluxo em pesquisa biomédica.

4. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XI Reunido Regional Nordeste da SBBq, 4th
International Symposium in Biochemistry of Macromolecules and Biotechnology, 2012.
(Encontro)

Polymorphism in TLR2 Gene (-196 to -174 del) is not Associated to Human Papillomavirus
Infection Susceptibility in Colorectal Cancer Samples.

5. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Ill Simpdsio Internacional em Diagndéstico e
Terapéutica., 2011. (Simposio)

DIFFERENTIAL GENOTYPE FOR TOLL-LIKE RECEPTOR 2 (-196 TO -174 del) IN BLOOD AND
CERVICAL SAMPLES OF WOMEN ATTENDED IN PUBLIC HEALTH ASSISTANCE.

6. 1st. Brazilian-German meeting of Plant Systems Biology and Bioenergy., 2010. (Encontro)
7. VIl Congresso da Sociedade Brasileira de Biociéncias Nucleares, 2010. (Congresso)

8. Xll Congresso Brasileiro de Biomedicina, 2010. (Congresso)
Organizacéo de evento

1. ANDRADE, A. T. C.; Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; BEZERRA, M. A. C.; BEZERA, M. F.;
FRANCA-NETO, P. L.; SOUZA, M. B. S.; DOMINGOS, I. F.; COSTA, M. A.; LARANJEIRA, L. P.
M.; MEDEIROS, R. L. B.; OLIVEIRA, M. M.; NASCIMENTO, A. B. A.

| Curso de Flebotomia e Técnicas Hematoldgicas, 2014. (Outro, Organizagéo de evento)

2. Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; BEZERRA, M. A. C.; FRANCA-NETO, P. L.; OLIVEIRA, M. M.;
NASCIMENTO, A. B. A.
| Curso de Imersdo em Citologia Hematoldgica, 2014. (Outro, Organizacéo de evento)

3. Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; BEZERRA, M. A. C.; BEZERA, M. F.; FRANCA-NETO, P. L,;
FALCAOQO, D. A.; SOUZA, M. B. S.; DOMINGOS, I. F.; COSTA, M. A.; LUCENA-ARAUJO, A. R.;
LARANJEIRA, L. P. M.; MEDEIROS, R. L. B.
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| Curso de Interpretacdo do Hemgrama, 2014. (Outro, Organizacdo de evento)

4. Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C,; BEZERRA, M. A. C.; BEZERA, M. F.; FRANCA-NETO, P. L,;
SOUZA, M. B. S.; DOMINGOS, I. F.; COSTA, M. A.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; LARANJEIRA, L.
P. M.; MEDEIROS, R. L. B.; OLIVEIRA, M. M.; NASCIMENTO, A. B. A.

Il Curso de Flebotomia e Técnicas Hematoldgicas, 2014. (Outro, Organizagéo de evento)

5. Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; BEZERRA, M. A. C.; BEZERA, M. F.; FALCAQ, D. A.; SOUZA,
M. B. S.; DOMINGOS, I. F.; COSTA, M. A,; LUCENA-ARAUJO, A. R.; LARANJEIRA, L. P. M,;
FRANCA-NETO, P. L.; MEDEIROS, R. L. B.; OLIVEIRA, M. M.; NASCIMENTO, A. B. A.

Il Curso de Interpretacdo do Hemograma, 2014. (Outro, Organiza¢éo de evento)

6. Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; BEZERRA, M. A. C.; BEZERA, M. F.; FRANCA-NETO, P. L.;
SOUZA, M. B. S.; DOMINGOS, I. F.; COSTA, M. A.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; LARANJEIRA, L.
P. M.; MEDEIROS, R. L. B.; OLIVEIRA, M. M.; NASCIMENTO, A. B. A.

Il Curso de Flebotomia e Técnicas Hematoldgicas, 2014. (Outro, Organizacdo de evento)

7. ANDRADE, A. T. C.; CATENA, A. S.; Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; BEZERRA, M. A. C,;
SOUZA, M. B. S.; COSTA, M. A.; FRANCA-NETO, P. L.
IV Curso de Hematologia Laboratorial, 2014. (Outro, Organizacdo de evento)

8. Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; BEZERRA, M. A. C.; FRANCA-NETO, P. L.; LUCENA-
ARAUJO, A. R.; MEDEIROS, R. L. B.; OLIVEIRA, M. M.; NASCIMENTO, A. B. A.
V Curso de Hematologia Laboratorial, 2014. (Outro, Organizacdo de evento)

9. ANDRADE, A. T. C.; CATENA, A. S.; Martins, D.A.P.; SILVA, J. L. C.; SILVA, K. C.; BEZERRA,
M. A. C.; BEZERA, M. F.
[Il Curso de Hematologia Laboratorial, 2013. (Outro, Organizacdo de evento)

10. SILVA, J. L. C.; Martins, D.A.P.; Melo, A.L.; SILVA, K. C.; BEZERRA, M. A. C.; CATENA, A.
S.; BEZERA, M. F.
| Curso de Extensdo em Hematologia Laboratoria, 2012. (Outro, Organiza¢céo de evento)

11. SILVA, J. L. C.; Melo, A.L.; Martins, D.A.P.; CATENA, A. S.; SILVA, K. C.; BEZERRA, M. F,;
BEZERRA, M. A. C.
Il Curso de Extensdo em Hematologia Laboratorial, 2012. (Outro, Organiza¢éo de evento)

Bancas
Participacdo em banca de trabalhos de concluséo

Graduacéo

1. GUEDES, G. M. R.; FALCAO, D. A,; SILVA, J. L. C.

Participacdo em banca de Rayssa Leal Borges de Medeiros. Avaliacdo de polimorfismo em
genes inflamatdrios nas alterac8es cerebrovaculares de pacientes com anemia falciforme,
2014

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

2. GUEDES, G. M. R.; SILVA, J. L. C.; MARTINS, D. A. P.

Participacdo em banca de Manuela Andrade Costa. Investigacdo dos polimorfimos no gene
TGFBR3 (rs2038931, rs 7526590) na susceptibilidade a ocorréncia do priiapismo em
pacientes com anemia falciforme, 2014

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco
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