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RESUMO

Introducéo: As neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativo sdo altera¢fes hematoldgicas
de caracteristicas clonais proliferativas que atingem uma ou mais linhagens do grupo mieloide e
incluindo o atrombocitemia essencial e a mielofibrose. Apresentando caracteristicas proliferativas
na producdo de células megacariocitéria, leucocitérias, plaquetas e com similaridade de evolugdo
clinica e alteragdes de vias de sinalizag@es, principalmente na via JAK-STAT. A presenca das
variagBes no gene CALR, modifica a formacdo estrutural e funcional da proteina Calreticulina,
comprometendo as normalidades proliferativas celular na trombocitemia essencial e na
mielofibrose. As variantes gene CALR estdo na regido do éxon 09 e sdo do tipo delecdo de
cinquenta e dois pares de bases (tipo 1) e ou insercdo de cinco pares de bases (tipo 2). Modificando
a composicdo de leitura de bases e dando origem a formacdo de um novo terminal-C estrutural da
proteina, o que contribui para quadros distintos clinicos de trombocitemia essencial e de
mielofibrose. Objetivo: Rastrear alteracBes no éxon 09 do gene CALR em pacientes com
trombocitemia essencial e mielofibrose. Metodologia: foram incluidos no estudo 69 individuos
diagnosticados clinicamente com, trombocitemia essencial (n=61) e mielofibrose (n=8).Dados
laboratoriais obtiveram-se de coletas de amostras durante o seguimento dos individuos. Realizou-
se avaliacdo molecular em Reacdo em cadeia de Polimerase e Sequenciamento de Sanger para
deteccdo de variantes na regido éxon 09 gene CALR. Resultados: na éxon 09 do gene CALR foram
identificadas as variantes rs1555760738 (tipol) e rs765476509(tipo 2). Dos pacientes com TE
(n=61), 4 apresentavam (tipo 1) e 10 com (tipo2), enquanto em MF (n=8), foram identificadas 2
variantes; uma com tipo 1 e outra tipo 2. Ao nivel de distribuicdo, houve uma predominancia de
TE CALR tipo 2. Na andlise entre os subtipos TE, os pacientes com tipo 2, presentando maior
contagem de plaquetas e discretas alteracdes no perfil clinico-laboratorial nos demais investigados.
Aos pacientes com MF, a anélise seguiu de forma descritivas, composto por um individuo CALR
tipol (heterozigose) e um individuo CALR tipo 2 (homozigose) apresentado diferencas
comportamentais laboratoriais em ambas principalmente em producéo de plaquetas. Concluséo:
Na andlise entre os subtipos TE, os pacientes com tipo 2 confirmam a associac¢éo ao fenotipo de
trombocitemia essencial e a elevada producdo de plaquetas. Em relacdo aos individuos de MF, que
inclui uma homozigose raramente relatada, a associacdo ao comportamento clinico-laboratorial
deve ser melhor mais avaliada. Esses achados confirmam que modificaces frameshift gerada por
variantes no CALR altera a estrutura do dominio-C da proteina calreticulina, o que esta envolvido
em processos intermoleculares e uma ativacao constitutiva na formacdo de megacariocitos.

Palavras-chave: neoplasias mieloproliferativas, BCR::ABL1 negativo, frameshift, CALR tipo 1,
CALR tipo 2.



ABSTRACT

Introduction: BCR::ABL1 negative myeloproliferative neoplasms are hematological changes with
clonal proliferative characteristics that affect one or more lineages of the myeloid group, including
essential thrombocythemia and myelofibrosis. Showing proliferative characteristics in the
production of megakaryocytes, leukocytes, platelets and with similar clinical evolution and changes
in signaling pathways, mainly in the JAK-STAT pathway. The presence of variations in the CALR
gene modifies the structural and functional formation of the Calreticulin protein, compromising
cell proliferative normalities in essential thrombocythemia and myelofibrosis. CALR gene variants
are in the region of exon 09 and are of the fifty-two base pair deletion (type 1) and or five base pair
insertion (type 2) type. Modifying the base reading composition and giving rise to the formation of
a new structural C-terminus of the protein, which contributes to distinct clinical pictures of essential
thrombocythemia and myelofibrosis. Objective: To track changes in exon 09 of the CALR gene in
patients with essential thrombocythemia and myelofibrosis. Methodology: 69 individuals
clinically diagnosed with essential thrombocythemia (n=61) and myelofibrosis (n=8) were included
in the study. Laboratory data were obtained from sample collections during the individuals' follow-
up. Molecular evaluation was performed using Polymerase Chain Reaction and Sanger Sequencing
to detect variants in the exon 09 region of the CALR gene. Results: in exon 09 of the CALR gene,
the variants rs1555760738 (type 1) and rs765476509 (type 2) were identified. Of the patients with
TE (n=61), 4 had it (type 1) and 10 had it (type2), while in MF (n=8), 2 variants were identified;
one with type 1 and another with type 2. At the distribution level, there was a predominance of TE
CALR type 2. In the analysis between TE subtypes, patients with type 2, presenting higher platelet
counts and discreet changes in the clinical-laboratory profile in the other investigated. For patients
with MF, the analysis was descriptive, consisting of a CALR type 1 individual (heterozygous) and
a CALR type 2 individual (homozygous) presenting laboratory behavioral differences in both,
mainly in platelet production. Conclusion: In the analysis between TE subtypes, patients with type
2 confirmed the association with the essential thrombocythemia phenotype and the high production
of platelets. Regarding individuals with MF, which includes a rarely reported homozygosity, the
association with clinical-laboratory behavior should be further evaluated. These findings confirm
that frameshift modifications generated by CALR variants alter the structure of the C-domain of the
calreticulin protein, which is involved in intermolecular processes and a constitutive activation in
megakaryocyte formation.

Keywords: myeloproliferative neoplasms, BCR::ABL1 negative, frameshift, CALR type 1, CALR
type 2
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo doencas clonais com caracteristicas
proliferativas e continuas, que acometem uma ou mais linhagem mieloide (1). Apresentam
alteragdes clinicas e celulares de aumento de celulas eritrocitarias, megacariociticas,
plaquetas e formacéo de fibrose medular (2,3).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2022 reclassificou as doencas
mieloproliferativas com base em novos critérios de descobertas que englobavam avaliagdes
clinicas e genéticas (2). As NMPs séo divididas em dois grupos: BCR::ABL-1 positivo,
cuja caracteristica é a presenca da transloca¢do do cromossomo 9 e do cromossomo 22
para formacao do gene hibrido BCR/ABLL, presente na leucemia mieloide crénica (LMC);
e BCR::ABL1 negativo, que nao apresentam o gene hibrido BCR/ABL-1 (2,4).

Das neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR::ABL1 negativo, destacam-se a
policitemia vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose (MF) por
compartilharemcaracteristicas comuns, que incluem distdrbios neoplasicos das células-
tronco hematopoiéticas, aumento ndo regulado dos eritrdcitos, leucécitos ou plaguetas e
tendéncia para formacao de fibrose medular, hematopoiese extramedular ou evolugéo para
leucemia aguda (5). A presenca das variagdes génicas neste grupo favorece modificagOes
funcionais nas proteinas, que promovem alteracGes na producdo e na maturacdo celular e
com ativacdocontinua de via de sinalizacao (6).

As informacOes epidemioldgicas descritas pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) destacam a incidéncia de policitemia vera de 0,84 -1000.000 por habitantes/ano
com pessoas de idade média de 60 anos (2,7). Na TE sdo de 0,2-2,3 para 1000.000 por
habitantes/ano, principalmente mulheres entre 50 e 60 anos (2), enquanto aincidéncia de
MF ¢ de 0,5- 1,5 para 1000.000, atingindo um grupo de terceira idade e ambos os sexos
(2)(8). No Brasil ndo ha registros oficiais dados Epidemiol6gicos sobre essas doencas, de
forma que grande parte das informagOes coletadas sdo estudos realizados por trabalhos
desenvolvidos por instituicdes de pesquisa.

Nos casos da BCR::ABL1 negativo, as variagfes somaticas sao as que impulsionam
o0 desenvolvimento de diferentes fenotipos. Em 2013, dois estudos verificaram variacdo
génicaem uma Unica regido codificante no éxon 09 do gene calreticulina (CALR) em pessoas
com TE e MF; e ndo se identificaram outras variantes no mesmo éxon (4,9,10). Localizado
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no cromossomo 19 (19p13.13), o gene CALR ¢ responsavel por codificar a calreticulina,
uma proteina chaperona do reticulo endoplasmatico que auxilia no armazenamento de
calcio e sinalizacdo, na manutencdo homeostatica celular, na imunidade celular, na
regulacdo da expressdo génica, na autoimunidade e em diversos processos fisioldgicos
vitais (11,12).

A proteina calreticulina é formada por trés dominios estruturais e funcionais:
dominio-N com a ligacdo de um grupo amino; dominio-P; e dominio-C contendo uma
sequéncia de aminoécidos KDEL (lisina, aspartato, glutamato e leucina). As varia¢des no
gene CALR alteram a formacdo da estrutura da proteina, a partir da retiradada sequéncia
de aminoacidos KDEL e gerando um novo terminal-C (12). Embora a proteina calreticulina
ndo seja uma molécula da via de sinalizacdo JAK-STAT, em casos de modificacao
estrutural, a interacdo com o receptor de trombopoetina (MPL) por meio do novo terminal-
C, promove a ativagédo na via JAK-STAT independentemente de ligagOes de citocinas ou
de fatores de crescimento, contribuindo assim para a patogénese de TE e MF (13).

Atualmente estdo descritas mais de 150 variacdes génicas diferentes no gene CALR.
Dentre essas variagdes, as principais identificadas sdo delecdo de 52 pares de bases
(del52), denominada tipo 1, e insercdes de cinco pares de bases (ins5), denominada tipo 2
(14,15). As variacgdes do gene CALR tipo 1 e tipo 2 contribuem para o desenvolvimento
de diferentes caracteristicas fenotipicas, isso ocorre devido a alteracdo na estrutura da
proteina, que ¢ influenciada pela nova composicdo de aminoécidos de cargas basicas e ou
neutras no novo terminal-C (14,16).

Uma analise mais minuciosa dessas patologias permitird compreender se existe uma
correlacdo de variantes do gene CALR, e um possivel contribui¢do para o surgimento da
TE e MF (13,14,17).

Este projeto visa a identificacdo das variantes e a determinacéo de sua frequéncia no
éxon 09 do gene calreticulina (CALR) em pacientes com TE e MF, além de suas possiveis
influéncia ao surgimento da patogénese da doencaem pacientes atendidos na Fundacéo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM). Este estudo
permitird trazer novos direcionamentos de abordagem ao diagndstico e ao prognostico de

TE e MF assim como adicionar novas informagdes sobre variantes do gene CALR.


https://www.omim.org/geneMap/19/316?start=-3&limit=10&highlight=316
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Hematopoiese

A hematopoiese é processos envolvidos na produgéo de células sanguineas a partir
de células-tronco hematopoiéticas (CTH) ou precursoras, assim como suas subsequentes

diferenciac6es, multiplicacdo e maturacdo do desenvolvimento celular (18).

O processo hematopoiético inicia-se nas primeiras semanas do periodo embrionario
no saco vitelino, seguindo em 6rgéo especifico como baco e figado — periodo conhecido
como hepatoesplénico; em seguida, passa a ser realizado na regido esponjosa interna do 0sso
— conhecido como periodo medular —, ap6s o nascimento e durante toda a fase adulta
(18,19). As CTH sdo as unicas células dentro do sistema hematopoiético que possuem um
potencial de multipoténcia, com a capacidade de diferenciar-se em todos os tipos de células
sanguineas funcionais, enquanto a autorrenovacao permite a capacidade das CTH darem

origem a filhas idénticas sem uma diferenciacéo celular (20) (Figura 1).

A presenca das CTH e de células progenitoras na regido da medula dssea (MO) é
essencial para regeneracdo do sistema hematopoiético em pacientes com doencas genéticas,
imunoldgicase/ou hematoldgicas. E a medula 6ssea o local de formagéo das células-tronco
hematopoiéticas e de varias células progenitoras hematopoiéticas, bem como a regulacéo
de funcBes bioldgicas importantes como aautorrenovagdo, a migracéo, a proliferacéo e a
capacidade de multilinhagem (20). Durantea hematopoiese, ocorrem as divisdes das

principais linhagens celulares de progenitores comuns — mieloide e linfoide.

A unidade progenitora mieloide passa a ser responsavel pela producéo das células
de linhagem granulocitica, linhagem eritrocitaria (precursores de hemacias) e linhagem
megacariocitica (precursores de plaquetas); e o progenitor linféide é responsavel pela

producéo de linhagem linfocitaria (21).
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Figura 1: Modelo do sistema hierarquico de autorrenovagao e diferenciacdo. Progenitores multipotentes das
células de grupo: linhagem mieloide e linhagem linféide. Fonte: Zhang, 2019 (20) Adaptado.

As variacdes genéticas comprometem a formacdo e a maturacdo hematopoiéticas
normais e favorecem o aparecimento de alteracBes patolégicas como neoplasias,
leucemias, mielodisplasias, podendo chegar ao estdgio de comprometimento total da
funcdo da medula dssea (4).

Um dos principais fatores para o desencadeamento de mieloproliferacéo celular é a
presenca de variaches em genes que afetam a produgéo de diferentes componentes do
sistema biologico (Figura 2). As variantes génicas sao classificadas como substituicdo de
bases, insercdes e delecbes ou translocacdo de bases nucleotidicas — podendo contribuir

para a impacto clinica das neoplasias mieloproliferativas (4).
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Figura 2: Processo proliferativo Fonte: Idarin, 2022 (22) Adaptado.

2.2 Neoplasias mieloproliferativas

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo um grupo de doencas que apresenta,
proliferagdo monoclonal, heterogénica e continua das células-tronco-hematopoiéticas.
Caracterizada por um aumento na producdo independente de estimulos fisiologicos, pode
afetar uma ou varias linhagens mieldides, incluindo as células granulociticas, eritroides e
megacariociticas (1).

Inicialmente, as NMPs se manifestam com quadro clinico de hipercelularidade
medular, com progressiva maturacdo das células hematopoiéticas e o aumento no
quantitativo de granuldcitos, de eritrocitos e/ou de plaquetas no sangue periférico. A maior
incidéncia esta entre a quinta e a sétima década de vida, embora possa ocorrer alguns
subtipos em criancgas. A taxa de incidéncia anual de todos os subtipos € de seis casos para
100.000 habitantes (2,3,7).

Em 1951, William Dameshek descreveu essa possivel similaridade entre um grupo
de doencas com caracteristicas proliferativas de células hematopoiéticas e sugeriu que
essas enfermidades fossem agrupadas em uma mesma categoria de distdrbios
mieloproliferativos. Propds ainda que essas alteracdes mieloproliferativas compartilhavam
“um estimulo até entdo desconhecido” (4,23). A partir desse fato, surgiram pesquisas de
bases genéticas de patogénese que permitiriam reclassificar as doencas mieloproliferativas
(4).

A ultima edigdo de 2022, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), introduziu
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novos critérios para classificar as neoplasias mieloproliferativas, com base a novos avangos
médicos descritos no “WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues” (2,3). Estes novos parametros envolvem a incorporacdo de dados laboratoriais,
marcadores genéticos e informacdes clinicas, resultando em uma nova restruturacdo de
classificacdo destas doencas (2,3).

As NMPs estdo classificadas em dois grupos, com a presenca ou com a auséncia do
cromossomo Philadelphia (BCR/ABL). No grupo das BCR/ABL positivo, a leucemia
mieloide cronica — LMC (BCR::ABL1 positivo), apresentam a formacgdo do cromossomo
Philadelphia a partir da translocagéo reciproca envolvendo o gene c- abl no cromossomo
9; e 0 gene bcr no cromossomo 22 (2,3,24). E as BCR::ABL1 negativo, que incluem as
demais neoplasias mieloproliferativas como leucemia neutrofilica cronica (LNC), leucemia
mielomonocitica juvenil (JMML), leucemia eosinofilica crénica (LEC-NE), neoplasias
mieloproliferativas ndo classificAveis (NMPI), policitemia vera (PV), trombocitemia
essencial (TE) e mielofibrose (MF) (2,25,26) (Figura 3).

Neoplasias Mieloproliferativas
52 edigdo da Classificacdo dos Tumores Hematolinfoides de 2022

‘ BCR::ABL1 negativo ‘ ‘ BCR::ABL1 positivo

Policitemia vera (PV) ‘ ‘ Leucemia mieldide crénica (LMC) ‘

Trombocitemia essencial (TE) ‘

Mielofibrose (MF) ‘ Pré-fibrotico/estagio inicial
Estagio fibrdtico evidente

Leucemia eosinofilica crdnica, ndo especificada (LEC-NE)

Leucemia neutrofilica crénica (LNC) ‘

Leucemia mielomonocitica juvenil (JMML) ‘

Neoplasia Mieloproliferativa inclassificavel (NMPI)

Figura 3: A nova proposta de Classificacdo das Neoplasias Mieloproliferativas — OMS 2022 . Fonte:
Swerdlow S. et al., Berti et al. (2,3). Adaptado.

Observou-se que, das BCR::ABL1 negativo, a PV, TE e a MF compartilhavam um
estreitamento de relagfes de eventos transicionais de evolucéo, de uma doenga para outra

durante seu curso de evolugdo (19).
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Essas trés doengas BCR::ABL1 negativo apresentam caracteristicas em comum:
uma associacao de eventos clonais de origem tronco-hematopoiética que atingem linhagens
distintas, causados pelas presencas de variagcdes em gene que alteram vias de sinalizagdes
para proliferagdo celular normal(4,27). Dentre as NMPs as BCR::ABL1 negativo, destaca-
se para o presente estudo a TE e a MF.

2.3 Trombocitemia essencial

A trombocitemia essencial (TE) é uma doenga clonal, que afeta a producdo das
células da linhagem mieloide, apresentando aspectos proliferativos que acometem a
linhagem megacariocitica, levando ao aumento de plaquetas circulantes e a uma hiperplasia
medular 6ssea de megacariocitos (19,28).

Em 1934, foi descrita como uma sindrome clinica distinta por Emil Epstein e Alfred
Godel, tendo sido renomeada em 1951 e classificada como neoplasia mieloproliferativa
BCR::ABL1 negativo. Foi classificada segundo bases delineadas por William Dameshek,
de observagfes em pacientes que apresentavam grande quantidade de plaguetas juntamente
com uma hiperplasia de megacaridcitos, sem eritrocitose ou leucoeritroblastose (28).

A trombopoese é o processo de formagdo das plaquetas a partir das células maduras
dos megacariocitos para a circulacdo (29) (Figura 4). Na qual o principal estimulador no
processo de proliferacdo é a presenca do hormoénio chamado trombopoetina, juntamente
com a ligacdo do receptor trombopoetina na superficie celular.

A trombopoetina (TPO) é o horménio estimulante glicoproteico, produzido no
figado e nos rins, sendo responsavel pela regulacdo de producdo dos megacariécitos na
medula éssea e pela sua fragmentacdo em plaguetas. Tendo a plaqueta uma média de vida
de dez dias (30,31). Além disso a molécula TPO contém similaridades estruturais a da
eritropoetina (EPOR), fator estimulante de colénias granulocitarias (G-CSF), fator
inibitério da leucemia (LIF) e interleucinas (IL 3, IL6 e IL11) que favorecem estimulos de
proliferacdo e de maturacdo dos megacariocitos (30).

Codificado pelo gene MPL, localizado no cromossomo 1 na posi¢do 1p34.2, o
receptor de trombopoetina (c-MPL) esta envolvido na via de sinalizagcdo Janus quinase-
transdutora de sinais ativadores de transcricdo (JAK-STAT), desempenhando um papel

importante na renovacdo hematopoiética das células progenitoras CD34+, na diferenciacdo
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megacariocitica e na formacao de plaquetas (13,31).

> P s
Célula- tronco Progenitor i i s
5 S Megacarioblasto Promegacaridcito Megacaridcito Plaquetas
hematopoiética mieldide

Figura 4: Esquema do processo de megacariocitopoese. Fonte: Idarin 2022 (22). Adaptado.

As informacdes epidemioldgicas segundo a OMS, foi observada uma incidéncia
anual de pacientes diagnosticados na regido da Europa e nos Estados Unidos de 0,2-2,3
casos por 100.000 habitantes (2). Estudos epidemioldgicos realizados na populacdo da
Coreia com neoplasia mieloproliferativa revelaram uma alta incidéncia em casos de TE de
2,4 casos para 100.000 habitantes por ano (13), enquanto nos Estados Unidos e na Europa
foi de 0,6 a 2,5 para 100.000 pessoas por ano (32). Dados epidemioldgicos divergem
conforme as diferencas entre género, idade e etnia para cada local estudado (33). No Brasil,
ndo ha registros oficiais para TE até o momento. (33).

Segundo a OMS, os portadores de TE apresentam uma idade mediana que varia
entre 50 e 60 anos, com prevaléncia no sexo feminino, com uma segunda incidéncia por
volta dos 30 anos de idade (2,3). A maioria dos pacientes sdo assintomaticos até seu
diagnostico, mas podem apresentar eventos clinicos como trombose, acidente vascular
isquémico (AV), hemorragias em superficies de mucosas ou vaso- isquemia e presenca de
esplenomegalia e hepatomegalia (33).

Os parametros laboratoriais apresentados para TE sdo um aumento da contagem de
plaquetas, com valores superiores a 450x10° \L, presenca de megacariocitos grandes e
maduros na medula (2,3,25,34). Sua evolucéo tardia para LMA (leucemia mieloide aguda)
e MF secundéria é possivel, porém rara (35).

Um estudo internacional, revelou a taxa de sobrevida de 10 anos e evolugéo de TE
para MF ou LMA ocorre em cerca de 0,8% a 12,3% e 0,7% a 5,8%, respectivamente (35—
37). Com base nas possiveis complicacdes clinicas, a TE € passivel de controle sendo
classificada como uma doenga mieloproliferativa clonal benigna (32).

Recentemente, avancos cientificos tém enriquecido a compreensdo da TE,

envolvido a sinalizagdo e desencadeando a mieloproliferagéo por ativagéo constitutiva de
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complexos formados por fatores de crescimento e seus receptores (6,38).

Estudos genéticos foram realizados em pacientes com TE com o objetivo de
identificar sua possivel origem. A deteccdo de variantes no gene JAK2 (JAK2V617F) foi
inicialmente observada, e estudos complementares revelaram variagdes no gene MPL e no
gene CALR (calreticulina) (28,39).

Observaram-se frequéncias distintas para cada gene. A taxa de pacientes com TE
que carregam a variante JAK2V617F é de 50% a 60%; para o gene CALR, 30%; e, para
casos de MPL, 3%. No entanto 12% dos casos trombocitemia essencial sdo de triplo-
negativo (2) (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo de variantes presente na trombocitemia essencial

Condutor de sinalizacdo ~ Localizacdo  Frequéncia Consequéncia

JAK2(JAK2V617F) 9p24 50-60% TE Aumento dos eritrocitos,
plaquetas e producéo de

granulécitos

CALR 19p13 20-25% TE Aumento na produgdo de
plagquetas

MPL 1p34 2%-3% TE Aumento na producéo de
plagquetas

Fonte: Swerdlow S. et al., (2). Adaptado.

A consequéncia da presenca das variantes sobre a divisdo celular e sua identificacéo
molecular ainda estdo obscuras. Diante desse fato, investigacGes sobre as variagdes génicas
sdo de extrema importancia para complementar um diagndstico genético juntamente com
outros critérios clinicos para a compressao da evolugdo e progressdo da TE em relacéo a

outras neoplasias mieloproliferativas.

2.4. Mielofibrose

A mielofibrose (MF) é uma doenca clonal da transformacéo neoplasica da célula-
tronco-hematopoiética, acompanhada de altera¢Ges reacionais intensas do estoma medular,
com uma fibrose colagénica, osteosclerose e angiogénese (1).

O cirurgido alemao Gustav Heuck, em 1870, foi o primeiro a descrever a MF ou
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metaplasia mieloide agnogénica como um doenga hematologica maligna crénica (40). Em
1940, a denominacdo de metaplasia mieloide agnogénica foi usada pela primeira vez; no
ano de 2001, a OMS utilizou o termo mielofibrose idiopatica cronica e mielofibrose com
metaplasia mieloide; e, em 2006, o Internacional Working Group for Myelofibrosis
Research and Treatment chegou a aceitacdo da nomenclatura exclusiva de MF (41).

Na MF, formacdo da fibrose Ossea surge de alteracbes celulares no ambiente
medular, resultante de fibroblastos anormalmente estimulados e pelos multiplos fatores de
crescimento de citocinas, que sdo estes: TGF- B (fator transformador beta), PDGF (fator de
crescimento derivado de plaquetas), calmodulina, EGF (fator de crescimento epidérmico),
interleucina-1 e FCFR (fator basico de crescimento de fibroblastos) que por sua vez
estimulam a proliferacdo néo clonal de fibroblastos e resultam em fibrose medular (30,42—
44).

A MF afeta ambos os sexos de forma igualitaria, e o aparecimento da patologia
ocorre na faixa etaria de 60 a 70 anos, com incidéncia anual de 0,5 a 1,5 de casos para
100.000 habitantes (25). As caracteristicas clinicas priméarias sdo mais lentas, com
progressao no decorrer do tempo, o que inclui anemia, eventos tromboticos, plaquetopenia
e hematopoiese extramedular. Os sintomas secundarios ou sintomas constitucionais
incluem fraqueza, cansago, palpitagédo, dispneia, tonturas, dor, desconforto abdominal,
perda de peso, sudorese e sangramentos (2,3).

No quadro hematologico, ocorre a proliferacdo clonal das linhagens
megacariociticas, produzindo células de caracteristicas atipicas em tamanho, com alteracdo
do ndcleo/citoplasma, casos de leucopenia e leucocitose; na morfologia das hemacias,
observa-se poiquilocitose, dacridcitos além de eritroblasto e variacdo na quantidade de
plaquetas e macroplaquetas (1,31).

Dentre as manifestagdo mais comuns a MF esta a hepatoesplenomegalia, que resulta
em uma hematopoiese extramedular. Esta atividade ocorre predominantemente ocorre no
baco, produzindo uma hiperplasia na regido da polpa vermelha do 6rgao. Em alguns casos,
a progressdo pode ser fatal, manifestando-se por anemia profunda, hemorragias frequentes
e infeccdes na fase final (31).

Por apresentar uma proliferacdo células mieloides e megacariocitos na medula
0ssea, a clinica da MF ¢é dividida em duas etapas de evolucdo: fase pré-fibrética, que

apresenta caracteristicas de hiperproliferacdo celular na medula Ossea e evolui uma
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quantidade minima de fibrose reticulinica ou colagénica (1-3); e fase fibrdtica evidente,
em que ocorre a substituicdo total do tecido hematopoiético por um tecido rico em fibras
de reticulinicas (1,45). As caracteristicas clinicas da MF sao diversificadas dependendo do
seu grau e da sua evolucéo (25,46).

A MF é uma doenga geneticamente complexa, de proliferacdo anormal, devido a
ativacdo constitutiva de vias de sinalizacdo provocada por rearranjos genéticos que
interferem na funcionalidade de proteinas e nas atividades sinalizadoras (44). No processo
patoldgico, a variante no gene JAK2 (JAK2V617F) estéa presente em 50-60% dos pacientes
afetados pela doenga; 30% estdo associados com gene CALR; 8%, com a variante do gene
MPL; e cerca de 12% sdo casos descritos como triplo- negativo em mielofibrose (2,3)
(Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo de variantes presente na mielofibrose

Condutor de sinalizagéo Localizacéo Frequéncia
JAK2(JAK2V617F) 9p24 50-60% MF
CALR 19p13 30% MF
MPL 1p34 8% MF

Fonte: Swerdlow S. et al., (2). Adaptado.

As informagdes coletadas de relevancia clinica, genética e laboratorial tém sido
constantemente atualizadas e incluidas na classificagdo da OMS, o que permite um
direcionamento na identificacdo e na padronizacao de tratamentos para os casos de TE e

MF trazendo um aumento na confiabilidade e na reprodutibilidade dos diagnosticos (2,3).

2.5 Critérios de diagndsticos da trombocitemia essencial e mielofibrose

A OMS em sua nova edicdo de 2022, estabeleceu padrdes de critérios avaliativos para
o diagnostico da TE e MF, a partir de novas informacdes médicas, critérios moleculares e
caracteristicas morfoldgicas da doenca. Os critérios avaliativos sdo divididos em maiores
e menores (2,3) (Quadro 1).
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Critérios da OMS 2022 para trombocitemia essencial

Critérios maiores

Critérios menores

1. Plaquetas > 450 x 10°/L
2. Bidpsia de MO mostrando proliferacdo principalmente da

linhagem megacariocitica, com aumento do numero e do
tamanho dosmegacariocitos com hiperlobularidade nuclear. Sem
aumento significativo ou desvio a esquerdana granulopoese
neutrofilica ou na eritropoiese e rarissimo aumento pequeno na
fibra reticulinica (de grau 1).

3. Auséncia dos critérios da OMS para LMC BCR-ABL+, PV,
MF, SMD ou outras neoplasiasmieloides.
4. Presenca das mutacOes JAK2, CALR ou MPL

1. Presenga de um marcador
clonal ou auséncia de evidéncia
para trombocitose reativa.

Critérios da OMS 2022 para mielofibrose

pré-fibrdtica

Critérios maiores

Critérios menores

1. Proliferacdo e atipica atividade megacariocitica, sem
fibrose reticulinica, acompanhada do aumento da celularidade
da MO para a idade; proliferagdo granulocitica; e frequente
diminuicédo da eritropoese.

2. Auséncia dos critérios para LMC (BCR- ABL1+), PV, TE,
sindrome mielodisplasica ou outras neoplasias mieloides.

3. Presenga das mutacdes no gene JAK2, CALR ou MPL ou
auséncia dessas mutacdes; presencga de outro marcador clonal ou
auséncia de fibrosereativa.

1. Anemia n&o atribuida a uma
condicdo de comorbidade.

2. Leucocitose > 11 X 10°/L.

3. Esplenomegalia palpavel.

4. LDH elevada (desidrogenase
lactica).

Critérios da OMS 2022 para mielofibro

se evidente

Critérios maiores

Critérios menores

1. Proliferagdo e atipica megacariocitica, acompanhada de
fibrose reticulinica e/ou de fibrose colagénica de graus 2 ou 3.

2. Auséncia dos critérios para LMC (BCR- ABL1+), PV, TE,
de sindrome mielodisplasica ou de outras neoplasias mieloides.

3.Presenca das mutagfes no gene JAK2, CALRou MPL ou
auséncia dessas mutaces; presencade outro marcador clonal ou
auséncia de fibrosereativa.

Presenca de pelo menos um dos

seguintes critérios, confirmados

em duas determinacdes

consecutivas:

1. Anemia néo atribuida a uma

condicdo decomorbidade.

2. Leucocitose > 11 X 10°%/L.

3. Esplenomegalia palpavel.

4. LDH elevada (desidrogenase
lactica).

5.Leucoeritroblastose.

Fonte: Swerdlow S. et al., Berti et al. (2,3). Adaptado.

A inclusdo de estudos genéticos como uma das formas de abordagem para diagnéstico

da TE e MF pela OMS ampliou o poder de observacgéo

estimulam e promovem alterac6es estruturais e funcionais,

dessas variacdes génicas, que

gerando complicacdes durante

0 processo proliferativo celular, principalmente em uma via em comum, conhecida como
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JAK-STAT (13,47).

2.6 Via de sinalizacdo JAK-STAT

Responsavel pela transmissdo de uma multiplicidade de sinais do exterior da célula
para o nucleo, a via de sinalizacdo JAK-STAT permite um mecanismo mais direto na
regulacdo de processos da homeostasia, da hematopoiese, da apoptose e da imunidade
celular (48,49).

A via sinalizacdo JAK-STAT esta dentre as vias mais simples e conservadas, com a
presenca de duas proteinas principais: as JAKs e as proteinas STATS, que atuam
diretamente na regido intracelular nas ligagdes de citocinas (50). Algumas das principais
citocinas e fatores estimulantes presentes e ativos nas doencas proliferativas hematologicas
sdo a EPOR, TPO, G-CSF, prolactina e interferon. E, em casos de auséncia ou de variacao
genética em alguns desses componentes atuantes na via JAK-STAT, compromete-se 0
equilibrio e a sua funcionalidade normal, favorecendo o surgimento de doencas e/ou a
expressdo de mediadores criticos (47).

A ativagdo de JAK-STAT inicia-se pela conexdo de citocinas ou de fatores
estimulantes de crescimento com receptores da transmembrana celular (48) (Figura 5). A
ligacdo resulta na dimerizacdo do receptor e na ativacao subsequente da tirosina quinase
(JAK), que esta associada ao receptor (50). Essas JAKSs ativadas entdo fosforilam residuos
de tirosina na cauda do receptor, promovendo a criagcdo de locais de ancoragem para o
transdutor de sinais e fatores da transcricdo (STAT)(47,50,51) . Assim ocorre a fosforilacdo
das STATSs pelas JAKS, e sdo dimerizadas as STATS, que deixam o receptor seguindo o
caminho ao nacleo, ligando a sequéncia regulatoria especifica para ativar a transcri¢do de
gene (47).

A regulacdo da via JAK-STAT também é mediada por reguladores negativos como a
proteina tirosina fosfatase (PTPs), que retira os grupos fosfatos das JAKs e STATS; as
proteinas supressoras de sinalizacdo de citocinas (SOCS), que se ligam diretamente e
inativam a quinase; e os inibidores de proteina de STATSs ativadas (PIAS), que se ligam a
dimeros STATS fosforilados, o0 que impede o reconhecimento de DNA (47,51)

Existem outras vias de sinalizacdo que podem desencadear atividades oncogénicas
como a fosfatidilinositol 3'-quinase PI3K/Akt/Mtor e a via receptora tirosina quinase RTK

/Ras/MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno), que promovem ainda mais a
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proliferacdo, a sobrevivéncia e a diferenciacdo, alem da resposta imune e inflamatoria
(48,51,52)

Residuo
de
tirosina

Jak2 fosforila
os residuos de
tirosinas do

Recrutamento da

receptor @ STAT e -P Dimerizagio da
ﬂ fosforilagie O == STAT

Residuo de mediada por JAK2

tirosina

Proteina STAT
inativada

Figura 5: Representacdo do mecanismo geral da sinalizacdo da via JAK-STAT. As citocinas ligam-se a
receptores, que sdo constitutivamente ligados a JAKSs, que, ativadas, geram uma mudanca conformacional
no receptor, que permite a autofosforilacdo das duas Jaks ligadas. Estas, por sua vez, fosforilam para gerar
sitios de ligacéo para proteinas STAT. As JAKs também fosforilam as proteinas STAT, que se dissociam
do receptore formam dimeros que se translocam ao ndcleo, onde regulam a expressao génica. Fonte: M.
Bader et al.,2022 (52) e Torres DG et al.,2022 (7). Adaptado.

O processo do surgimento de eventos neoplasicos clonais envolvendo a TE e MF
ainda estd em fase de descricdo sobre o mecanismo proliferativo. Estudos direcionados
para bases genéticas e moleculares revelaram a participacdo da proteina chaperona

calreticulina codificada pelo gene CALR.

2.7 Gene CALR

O gene da calreticulina ou gene CALR (HGNC:1455; Refseq:LRG_828: NCBI:
NG_029662.1) contém 12.981 pares de bases (pb), localiza-se no cromossomo 19

(19p13.13) e possui nove éxons e oito introns (53) (Figura 4).
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Figura 6: Localizacdo e estrutura do gene CALR. Fonte: Autoria prépria.

O gene CALR é responsavel por codificar a proteina multifuncional calreticulina
(CALR) presente no limen do reticulo endoplasmatico (RE), podendo ser encontrado em
células eucaridticas (exceto hemacias, que ndo possuem reticulo endoplasmatico) e nas

regides da membrana celular (54,55).

2.8 Proteina calreticulina

A calreticulina foi descoberta em 1974 por Thomas Ostwald e David MacLennan
durante uma investigagdo de proteinas que se ligavam ao célcio no reticulo sarcoplasmatico
em células musculares. E, durante algum tempo, trabalhos e experimentos com outras
sequéncias conhecidas de diferentes organismos foram desenvolvidas para identificar a
verdadeira identidade da proteina de forma que concluiram que ela apresentava grande
importancia na fisiologia celular (53). O nome “calreticulina” foi dado devido a capacidade
de ligacdo aos ions de célcio e a particularidade de sua localizagdo no reticulo
sarcoplasmatico/endoplasmatico (56).

A proteina calreticulina contém um peso molecular de 46 kDa e é composta por 417
aminoacidos. Sua estrutura € dividida em trés dominios estruturais e funcionais: dominio
N; dominio P; dominio C; e nas extremidades ha um grupo amino (NHs") e um sinal de
retencdo (ER) (11,56) (Figura 7).
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Proteina Calreticulina

DOMINIO-P _ KDEL
I [

1 17 197 308 417

[ 417 Aminoacidos ]

Figura 7: A representacdo dos dominios da calreticulina. Fonte: Andrea P.et al., 2018(53). Adaptado.

A regido denominada dominio-N apresenta uma atividade chaperona envolvida no
dobramento correto de proteinas e na ligagdo estrutural ao grupo amino (NH3*). O local
contém sequéncia de aminoacidos altamente conservada que permite o dobramento
globular de forma estavel e regides funcionais de ligacdo com peptideos, carboidratos, um
local de ligag&o para zinco (Zn 2*) e um local de ligacéo para dissulfeto (11,54).

O dominio-P ou dominio intermediario é responsavel pela funcdo chaperona,
formando um grande braco estendido e interage com outras chaperona dentro do lume do
RE, apresentando uma grande quantidade de aminoacidos do tipo prolina (57). Estaregido
contém areas de ligacdo de alta afinidade por célcio (Ca?*) e baixa capacidade para calcio
(Ca?"), apresentando repeticdes de sequéncias de aminoacidos e estruturas lecitina-like,
responsaveis pela funcdo de enovelamento proteico (11,54). Importante destacar que o
dominio N e P séo responsaveis pela funcdo chaperona (57) .

Responsavel pela atividade de tamponamento, o dominio-C contém multiplas
regides de ligaco de alta capacidade e baixa afinidade com calcio (Ca?*) e esta envolvido
na homeostase celular desse ion. Sua estrutura tem formato de alfa hélice e presenca de
aminoacidos &cidos (cargas negativas) (58). Junto ao dominio-C, temos o sinal de retencao
(ER) com uma sequéncia de peptideos composta de lisina (K), aspartato (D), glutamato (E)
e leucina (L), a qual serve como um sinal de retencéo para o Ca?* no RE (12,54).

A funcdo exercida pela proteina CALR em processos celulares depende de sua
localizacdo. Na regido intracelular, atua como proteina de ligacdo ao célcio dentro do
reticulo endoplasmatico, no dobramento das proteinas recém-sintetizadas para que
exercam suas funcgdes intracelulares corretamente e na regulacdo da transcricdo dentro do

nucleo da célula (59). Juntamente com outras chaperonas e fatores de dobramento para a
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montagem do complexo de histocompatibilidade da classe 1 (MHC1) e retém complexos
montados incompletos (11). Na homeostase, a calreticulina atua na regulacdo e
armazenamento nas ligacdo de calcio (Ca2+) pelos dominios-P e -C; e na neutralizacdo
osmotica em niveis altos de cloreto de sddio (NaCl) e uréia (CHsN2O). Contribui também
no desenvolvimento do coracédo, na diferenciacdo celular e adipécitos (53,58)

Na regido extracelular, a proteina CALR pode ser encontrada na area do citosol
citoplasmatico e na superficie celular (54,55), envolvida na regulacéo de adesao celular por
presenca de sequéncia de sinais do dominio estrutural, em processo de traducao, expressao
génica e nuclear (54). Na superficie da célula a proteina CALR contribui tanto para a
apresentacdo de antigeno, quanto para a ativacdo do complemento, remocdo das células
apoptoticas, imunogenicidade da morte de células cancerosas e cicatrizacdo de feridas (11)
(Figura 8).

EXPRESSAO NA SUPERFICIE 1)
CELULAR

ATIVIDADE CHAPERONA

Morte celular imunogénica
Cancer

J Qualidade da proteina
-~ ~ \ MHC Classe 1
\
EXPRESSAO CITOPLASMATICA ‘|
1
Adesao celular I
Tradugdo l' :
Expressdo genética / C- dominio
Exportagdo nuclear
EXPRESSAO DE MATRIZ EXTRA CA *+ HOMEOSTASIA
CELULAR

Diferenciagao de adipdcitos
Cardiogénese
Resposta ao estresse celular

Cicatrizagdo de feridas
Remodelacéo e reparagdo de tecidos

Figura 8: Umresumo das fungdes da calreticulina e seus efeitos na satide e nos sistemas relacionados a
doencas. Fonte: Wang W-A et al., 2012. (58). Adaptado.

Com a presenca de diferentes feno6tipos de doencas e com a auséncia de variantes
de gene JAK2 (JAK2V617F) e de gene MPL em neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1
negativo, prop0s-se que variagbes em gene CALR contribuam para o surgimento de
alteragdes na via de sinalizagdo JAK-STAT e para a formacéo da patogénese da TE e MF
(59-61).
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2.9 Variantes no gene CALR

Em 2013, duas equipes de pesquisas distintas, liderado por Nangalia J. et al e
Klampf et al, realizaram uma analise gendbmica de exoma completo por rastreio. E
constataram que os pacientes com TE e MF, que ndo apresentavam variantes em genes
JAK2 e MPL, expressavam variantes no gene CALR.

Essas variantes consistiam em mutacdes somaticas, dos tipos delecdo de bases e
insercdo de bases nitrogenadas na regido do éxon 09 do gene, provavelmente envolvidas
no surgimento dessa neoplasia (9,10).

As variacdes genéticas identificadas do gene CALR no éxon 09 estdo
especificamente associadas a TE e MF (10). E tém um efeito comum de um frameshift
(alteram a sequéncia de leitura) de 11 pb, representado por insercao e/ou por delecdo, o que
afeta a matriz de leitura dos aminoacidos para a formacdo de um novo terminal-C (16).
Consequentemente, a formacéo inicial da proteina calreticulina apresentard modificacdes,
trazendo uma atividade anormal nas ligacGes de calcio, gerada por mudanca de quadro
estrutural e funcional do dominio-C, e ativacdo constitutiva da via JAK -STAT ao
interagir ao receptor MPL conferindo autonomia no crescimento celular das células
progenitoras e precursoras megacariociticas e granulociticas (10,53,59,62).

A proteina CALR selvagem é composto por aminoacidos acidos (cargas negativas).
No surgimento de variantes no gene CALR, a proteina construida terd um novo dominio-
C, aminoacidos basicos (cargas positivas) polipeptidios ricos em metionina e arginina, e a
retirada da sequéncia KDEL (lisina-acido aspartico-acido glutdmico-leucina) resultara na
perda da funcdo original proteica, além da retencdo da calreticulina no reticulo

endoplasmatico devido ao novo terminal- C (13,53,63,64) (Figura 9) (Tabela 3).
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[ Calreticulina selvagem ]

(NH;*) DOMINIO- N DOMINIO- P DOMINIO- C KDEL

Insercdes/delecdes
[ Calreticulina com variante ] no éxon 09

(NH;*) DOMINIO- N DOMINIO- P DOMINIO- C

NOVO
TERMINAL

Figura 9: Comparacdo estrutural de CALR selvagem e CALR com variantes. As setas nas pontas
demonstram o limite da sequéncia de aminodcidos de CALR afetados (com altera¢do no quadro de leitura)
para 0s CALR ndo afetados. Fonte: Grinfeld J. et al.,2022 (63).

Tabela 3: Descricdo das alteracdes estruturais do dominio-C da proteina calreticulina.

Proteina Dominio-C Sinal de Retencao
calreticulina~ Aminoacidos e Presenca da sequéncia KDEL
sem variante negativos e Sequéncia normal

e Composta por 27 aminoacidos

calreticulina Aminoacidos ¢ Remocdo da sequéncia KDEL
com variante positivos e Formagéo de novo terminal- C
e Composta por 36 aminoacidos

Fonte: Clinton A. et al., 2016 (59). Adaptado

Até o momento, foram descritas mais de 150 variantes genéticas no éxon 09 do
gene CALR. Dessas variantes, mais de 85% deles correspondem a delecédo de 52 bp (del52)
e a uma inser¢do de cinco pares de bases (ins5) (13,14,65); e sua distribuicdo varia de
acordo com o subtipo de neoplasia mieloproliferativa (66). Essas variantes podem se
diferenciar em (tipol) del52 (c.1092_1143del/ p.L367*46) e (tipo2) ins5
(c.1154_1155insTTGTC / p.K385fs*47) (10,14,67) (Figura 10 e 11).
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(NH*) DOMINIO- N DOMINIO- P DOMINIO- C KDEL

aa kn)

---------------------------------------- 17

Calreticulina
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>

DEL 52 [QDEE ---------------- QRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA ]

INS 5 [QDEEQRLKEEEDKKRKEEEEAEDRRMMRTKMRMRRMRRTRRXMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA ]

Figura 10: Sequéncia de CALR selvagem e variantes tipo | e tipo Il. O frameshift (residuos de aminoacidos
com deslocamento de quadro em negrito) dentro do éxon 09 gera um novo terminal-C, sendo comum a todas
as mutagdes de deslocamento de quadro, e substitui a maior parte do dominio C selvagem, envolvido no
armazenamento de célcio. O sinal de recuperagdo ER (KDEL) também é perdido. Fonte: Prins D. et al., 2020
(67)Adaptado.

CALRETICULINA DELEGAO

CALRETICULINA INSERCAO

CALRETICULINA SELVAGEM

Figura 11: Visualizacdo da proteina estrutural 3D entre: CALR selvagem (A), CALR com del52 (B) e CALR
com ins5 (C). Fonte: Jaiswal A. et al.,2021 (68)

A variante CALR tipo 1 eliminam todos os aminoacidos acidos (cargas negativos)
do novo terminal- C, enquanto as do variante CALR tipo 2 retém aproximadamente a

metade dos amino&cidos carregados negativamente (61)(7). A classificacdo em tipo 1 —
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delecdo de 52 pb esté associada a um fendtipo de mielofibrose; enquanto o tipo 2 — uma
insercdo de cinco pb esta associada a fenotipo da trombocitemia essencial (13,65)(Tabela
4).

Tabela 4: Variantes no éxon 09 do gene CALR

CALR  Variagéo Terminal-C Mudanca de Aminoacido Clinica
nucleotideo
CALR  Delegdo Elimina quase €.1092_1143del p.L367*46 mielofibrose
Tipol (52bp)  todos os
aminoécidos

negativamente
CALR  Insercdo Retém a metade c¢.1154 1155insT  p.K385fs*47 trombocitemia
Tipo2 (5bp) dos aminoacidos TGTC essencial
carregados
negativamente

Fonte: Choi M-AJ. et al.,2020 (13) e Klampfl T. et al.,2013(10). Adaptado.

Na TE e MF é encontrada uma correlagdo da presenca das variantes CALR, que
contribuem para o aumento na ativagdo via JAK-STAT e para a proliferacdo
megacariocitica (56,63), no entanto alguns pontos do mecanismo molecular detalhado da
atividade de CALR mutada ainda permanecem desconhecidos (69).

As variantes alteram a formatacao estrutural do dominio-C da proteina (os locais de
ligacdo Ca2+), afetando os locais de ligacédo de Ca2+ e prejudicando diferentes sinalizagdes
dos muitos processos celulares, interrompendo trés dos sitios de fosforilacdo dependentes
de JAK2. Essa interrupcdo sugere que as proteinas mutadas possam ligar-se ao Ca2+
ineficientemente respondendo a ativacdo JAK2 (9,10). A atividade independente da TPO
gera uma proliferacdo anormal das células e uma interacdo intramolecular entre as
proteinas de CALR que contém o dominio-C mutante para formacdo de um complexo
homomultimérico, sendo um pré-requisito para ligacdo e ativacdo do receptor c-MPL
(69,70)(Figura 11).
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Figura 12: Comparacao de estrutura de CALR sem mutagdo e CALR mutada. CALR mutada uma mudanga
estrutural ao novo terminal-C, que promove a ligagdo entre CALR mutante com o receptor C-MPL. Fonte:

Araki. M. et al 2018 (69); Edahiro Y ET et al., 2020 (71). Adaptado

Usando ensaios de transcricao e de proliferacdo (72), observou-se que 0 mecanismo
molecular de transformacéo celular gerada pela proteina CALR mutada induz a ativagdo
de uma série de receptores de citocinas que sinalizam por meio da via JAK-STAT (62,72).
Ainda que a proteina CALR ndo seja uma molécula ativadora direta de sinalizacdo JAK-
STAT, a calreticulina interage com o receptor c-MPL por meio do novo peptideo do
terminal-C, independentemente da presenca da citocina TPO.

Na CALR selvagem o dominio-P bloqueia a ligacdo do dominio- N ao receptor c-
MPL, no entanto esse efeito inibitorio € modificado a partir da formacao do novo terminal
-C reforcada pelas cargas positivas, permitindo assim que o novo dominio- N interaja com
0 dominio extracelular do receptor c-MPL, o que confere assim um crescimento
independente por citocinas (14,53).

Esse processo independente, acaba gerando a principal causa de megacariocitose
em neoplasias mieloproliferativas com CALR mutada (13,14). Além disso, a proteina
CALR mutada pode causar discreta ativacdo G-CSFR e induzir a secrecdo de citocinas por
mondcitos (73).

Reforcada pelas cargas positivas do novo terminal-C, a dindmica na sinalizacéo da
proteina CALR mutada inicia-se com uma interacdo de forma anormal na ligacdo N-
glicosilado do dominio extracelular do receptor c-MPL no reticulo endoplasmatico. Ligado
pela CALR mutada, o receptor c-MPL ser& exportado para a superficie celular gerando a

ativacdo sem a necessidade de indugdo por citocina TPO, o que leva a dimerizagdo e a
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ativacdo da via JAK-STAT. A ativacao constitutiva do receptor c-MPL pela CALR mutada
resulta na ativacdo de JAK2 e de outras vias ERK 1/2 e STATSs (14). Esse efeito oncogénico
depende tanto do terminal-C da CALR mutada quanto da presenca do c-MPL (6,71)(Figura
12).
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Figura 13: Interacdo da CALR com receptor de trombopoetina: CALR interage com ¢c-MPL por meio do

reconhecimento de N-glicano imaturo em MPL no reticulo endoplasmatico (RE); o complexo MPL entdo se
move para a superficie da célula por meio do aparelho de Golgi. A CALR mutada, juntamente com o c-MPL,
acumula na superficie da célula, onde inicia a ativacao das JAK2. 1sso resulta na ativacdo persistente das vias
STATSs, da proteina quinase ativadora por mitogénio (MAPK/ERK) e de fosfatidilinositol-3 quinase (P13K)
/ AKT. Fonte: Araki M. et al., 2020 (14) e Varghese LN et al., 2017 (73). Adaptado.

2.10 Classificagao clinica das variantes CALR

As variacdes do gene CALR encontram-se em conjunto com outras mutacdes JAK2 e
MPL, representando a segunda alteracdo molecular no grupo das NMPs(66)No entanto
estudos iniciais identificaram que as variages no gene CALR contribuiam para o quadro
clinico distinto associado as modificacdes geradas da calreticulina em comparacédo a outras
variantes presentes nas neoplasias mieloproliferativas (67).

O trabalho realizado por Marty et al.(74) demonstrou a diferenca de efeitos por
expressdo envolvendo as variantes CALR tipo 1 e tipo 2 por modelagem retroviral em

camundongos que expressavam CALR del52 (tipo 1), que desenvolveram rapidamente
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trombocitose e em seguida evoluiram para condi¢cdo semelhante a MF, diferentemente dos
camundongos que expressavam CALR insb (tipo 2), que tinham um fenétipo de TE com
leve propensdo a progressdo da doenca. Essas observacdes sugeriram que as diferencas
entre as variantes CALR podem ter diferentes efeitosem humanos (65). No Brasil, o estudo
realizado com base no levantamento de variantes de CALR em pacientes NMPs demonstrou
a alta prevaléncia de variantes tipo 1 em 50% incluindo TE e MF e 40% para o tipo 2 em
pacientes brasileiros (75).

A existéncia de variantes do gene CALR tipo 1 e CALR tipo 2 proporciona expressoes
fenotipicas distintas em casos de TE e MF, dentre elas a presenca de megacaridcitos
maduros na area medular e a deteccdo de variantes CALR em CTH (76,77) Na tabela as
seguir descreve algumas apresentacdes clinicas entre 0s dois grupos de neoplasias (Tabela
5).

Tabela 5: Aspectos clinicos associados as variantes CALR tipo 1 e tipo 2

CALRTIPO 1 CALR TIPO 2
Variantes Delecéo de 52 pb Insercdo de 5 pb
Prevaléncia MF TE
Clinico (TE) Contagem baixa de plaquetas Contagem mais alta de plaquetas

baixo risco de trombose

Clinico (MF) Esplenomegalia, leucocitose e Esplenomegalia, leucocitose e
anemia. anemia.
Plaquetas mais altas Plagquetas mais baixas
Presenca de blastos circulantes
Pés TE -MF Risco aumentado Menor probabilidade
Prognostico geral TE Semelhante ao tipo 2. Semelhante ao tipo 1.
Progndstico geral MF Melhor Pior

Fonte: How J. et al., 2019 (16) .Adaptado.

Desde a descoberta e a identificacdo das variantes do gene CALR, diversos estudos
foram desenvolvidos com o objetivo de investigar o mecanismo e os resultados da doenca
em termos de trombocitose, transformacdo mielofibrética/leucémica e sobrevida global.

Para os pacientes de TE que contém a variante CALR, a caracterizacdo clinica é mais
heterogénica, com dados laboratoriais que revelaram leucocitose, baixa hemoglobina e
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elevada contagem de plaquetas, maior sobrevida de trombose, com predominancia de
ocorréncia em jovens e do sexo masculino (13,78,79).

Em pacientes com MF, a presen¢a da CALR mutada revela uma associagéo de sobrevida
maior em relagdo aos pacientes com variantes JAK2 e MPL. Os casos da progressao da
doenca TE para MF estariam restritos as variantes CALR tipo 1 (67,80). Os pacientes com
MF com variante do tipo 1 apresentam grande probabilidade de desenvolverem fibrose
Ossea, diferentemente da possibilidade de essa transformacdo mielofibrética ocorrer
naqueles do CALR tipo 2.(65). E mais expressiva sua predominancia em jovens, com menor
incidéncia de anemia, leucocitose e aumento de plaquetas (16).
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3. JUSTIFICATIVA

A calreticulina € uma proteina chaperona funcional, atuante em diversos processos
fisiolégicos e patologicos em nosso organismo. Em 2013, houve a identificacdo da
presenca de variantes no gene CALR no éxon 09 em pacientes com trombocitemia
essencial e mielofibrose. A presenca dessas variantes compromete a normalidade da
estrutura e da funcdo da proteina, a partir da eliminagdo da regido de ligacdo de calcio,
contribuindo para a formacdo de uma nova estrutura, que permite a estimulacdo continua
de proliferacédo celular por ativacdo constitucional da via de sinalizacdo JAK/STAT.

A identificacdo da frequéncia dessas variantes durante o curso clinico da trombocitemia
essencial e da mielofibrose tem contribuido muito para a elucidacdo do mecanismo
evolutivo dessas neoplasias mieloproliferativas. Porém alguns projetos de pesquisa ainda
sdo limitados em alguns paises. No Brasil, essa restricdo de informacdes, prejudica a
identificacdo genética de variantes e a incidéncia por regido.

O desenvolvimento deste projeto de pesquisa tem como objetivo principal identificar e
construir um perfil clinico e analisar uma possiveis influéncia das variantes génicas do gene
CALR para desenvolvimento da trombocitemia essencial e da mielofibrose em pacientes
atendidos na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM). O trabalho visa contribuir com novas informacdes genéticas, possibilitando
aprimoramentos na abordagem clinica médica, incluindo um direcionamento mais preciso
para o desenvolvimento de protocolos e futuros testes de diagnosticos especificos para

essas condigoes.
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4. OBJTIVOS

4.1. Objetivo geral

Rastrear alteracdes no éxon 09 do gene CALR em pacientes com trombocitemia
essencial e mielofibrose assistidos na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (HEMOAM).

4.2 Obijetivo especifico

4.2.1 Determinar o perfil clinico-epidemioldgico de pacientes.
4.2.2 Determinar a frequéncia das variantes no éxon 09 no gene CALR.

4.2.3 Categorizar as variantes identificadas em substituicdo de bases, insercéo,
delecéo.

4.2.4 Investigar uma possivel correlagdo da presenca das variantes com 0s aspectos
clinicos e moleculares dos pacientes

4.2.5 Investigar uma possivel influéncia das variantes com aspectos clinicos e

moleculares dos pacientes.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Tipo e area de estudo

O estudo foi Observacional Descritivo-Transversal, realizado na cidade de Manaus-
Amazonas, desenvolvido na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM).

5.2. Populacéo de estudo

A populacéo de estudo foi composta por livre demanda de individuos atendidos na
FHEMOAM, recrutados no periodo entre julho de 2021 e julho de 2022, com diagndstico
clinico de neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPs) BCR::ABL1 negativo:
trombocitemia essencial (CID 47.3) e mielofibrose (CID 94.5).

Este estudo faz parte de um projeto principal intitulado “Caracterizagdo molecular de
pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas”, o qual foi submetido ao Comité de
Etica e Pesquisa (CEP) da Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (FHEMOAM) e aprovado com o numero de Parecer 4.450.813 e Certificado de
Apresentacdo de  Apreciacio Etica (CAAE) identificavel pelo  numero
39991420.6.0000.0009 (Anexo 9.2), como estabelecido pelas normativas da Resolucéo n.°
466, de 12 de dezembro de 2012, a qual trata sobre as diretrizes e as normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, e respeitando as diretrizes da
Declaracéo de Helsinque e de Boas Praticas Clinicas (GCP). Os dados obtidos durante a
pesquisa sao mantidos em anonimato durante todo o periodo estabelecido e serdo utilizados
apenas para fins investigativos.

A pesquisa demostrou uma demanda segura e bem fundamentada, para a composi¢ao
das amostras e na execucao da analise pois, de acordo com os dados registrados no sistema
iDOCTOR (acesso em 21 de dezembro de 2021), a populacdo com diagndstico clinico para
participar da pesquisa de Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas foi de 61 casos para
trombocitemia essencial e 8 casos de mielofibrose, totalizando 69 casos.

Algumas amostras utilizadas fizeram parte do projeto de mestrado intitulado

“Caracterizagdo molecular de variantes no gene JAK2 em pacientes com neoplasias
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mieloproliferativas cronicas BCR-ABL1 negativo”, realizado pela MSc. Dania Isamary
Gutiérrez Torres, do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia.
Foram separadas somente os tubos de material bioldgico dos pacientes com trombocitemia
essencial e mielofibrose para ser realizada a analise molecular de pesquisa de variantes do
gene CALR.

5.3. Recrutamento dos pacientes

Com o auxilio da recepcdo, de médicos hematologistas e de consulta no sistema
iIDOCTOR, os pacientes foram contactados por meio de telefonemas, cujo primeiro contato
é uma apresentacdo do pesquisador, seguido de uma breve conversa sobre a proposta do
projeto. Em seguida, o paciente foi convidado a participar da pesquisa, e a coleta agendada
para 0 mesmo dia em que o participante da pesquisa, fosse em sua consulta marcada com
0 medico hematologista a qual faz o seu acompanhamento. A participacdo desses
individuos foi realizada mediante explicacdo detalhada da pesquisa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 9.1), com apresentacdo do documento
de identificacdo do pesquisador e esclarecimento de todas as duvidas para, em seguida, a
realizacdo da assinatura do documento, sendo uma cdpia entregue ao participante; e outra

copia ficara guardada com a equipe da pesquisa.

5.4. Critérios de inclusdo, ndo inclusdo e exclusao

Os pacientes incluidos no estudo tiveram o diagndstico clinico em prontuario de NMPs
BCR::ABL1 negativo, de ambos os sexos, com idade a partir de 18 anos e atendidos na

Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (figura 14).
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(E) inclusto N

o1 Diagnéstico clinico 01 Amostra coletadas insuficiente.
v" Trombocitemia Essencial (CID 47.3)
v’ Mielofibrose (CID 94.5) 02 Hemolisadas e coaguladas

02 Idade e Género
v Masculino e feminino. 03 | Dados incompletos de prontuarios

v’ Maiores de 18 anos ) o
o4 Indisponibilidade de acesso do

03 Inclusdo prontudrio.
v" Aplicagdo do TCLE
¥" Voluntaria a participagao. / Critérios de ndo inclusdo e exclusio A

Figural4: Critérios de inclusdo, ndo incluséo e excluséo

Foram excluidos do projeto pacientes que ndo apresentam as informacdes necessarias
para a caracterizacao clinica e laboratorial da possivel NMPs ou optam por desistir da

pesquisa, como é estabelecido no TCLE.

5.5. Aspectos éticos

Este estudo fez parte de um projeto principal intitulado “Caracterizagao molecular de
pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas”, o qual foi submetido ao Comité de
Etica e Pesquisa (CEP) da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (FHEMOAM) e aprovado com o nimero de Parecer 4.450.813 e Certificado de
Apresentagdo de  Apreciacio Etica (CAAE) identificavel pelo  numero
39991420.6.0000.0009 (Anexo 9.2), como estabelecido pelas normativas da Resolucédo n.°
466, de 12 de dezembro de 2012, a qual trata sobre as diretrizes e as normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, e respeitando as diretrizes da
Declaracao de Helsingque e de Boas Praticas Clinicas (GCP). Os dados obtidos durante a
pesquisa foram mantidos em anonimato durante todo o periodo estabelecido e serdo

utilizados apenas para fins investigativos.

5.6. Fluxograma de trabalho

As atividades foram divididas em diversas etapas, das quais as principais estéo

demonstradas na Figura 15 e descritas nas fases seguintes:
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Triagem e selecao i Obtencdo da amostra | Andlise genética Anadlise e resultados
Identificacdo do Coleta de amostra de - Andlise de resultados
. [ ' r—  Analise molecular ! -
paciente ! sangue ' 1 de prontuarios

Encaminhamentodo ! N—
L. i — Identificacdo i i
médico ! : i Caracterizacdoda

[ PCR
! populagdo do estudo

Contato por telefone I Separacao

l ——— Armazenamento Sequenciamento
i i .—— éxon 09 do gene
Agendamento para ‘ CALR — Analise estatistica
coleta
Apresentagdodo T Extracdo de DNA Identificacdo de
projeto ao — variantes do gene
participante — Purificacdo : ‘ CALR
Categor.izagﬁo
| Quantificagdo ; ! das variantes
' Assinaturado TCLE ' Frequéncia das
| Armazenamento : : variantes

Figura 15: Fluxograma de atividades do projeto. Observa-se uma divisdo de quatro categorias de atividades
(captacdo de pacientes, obtencdo da amostra, analise molecular e estatistica) necessarias para obtencdo dos
resultados esperados. Fonte: Autoria propria

5.7 Coleta de dados do prontuério

Quanto aos dados contidos em prontuarios, foram consultadas informacGes
relacionadas ao género, idade, dados laboratoriais bioguimicas e homeostaticas, assim
como informacBes de eventos trombo-hemorrdgicos e hemorragicos e casos de
transformacédo mielofibrotica/leucémica. Esses dados foram coletados em um instrumento
de coleta de dados (Anexo 9.3) em formato digital para melhor organizagdo e manuseio
dos dados, bem como para montagem de banco de dados para posterior analise estatistica.

5.8. Coleta de sangue e armazenamento

Nas amostras de sangue periférico foram coletadas por puncéo venosa: trés tubos
com sistema a vacuo contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), dois tubos de Citrato
de Sddio (Citrato de Sodio Tamponado 0,105 mol/L (3,2%) utilizados para prova de
coagulacdo e dois tubos contendo o ativador de codgulo jateado na parede do tubo, para
acelera o processo de coagulacao, e gel separador para obtengédo de soro (BD Vacutainer®
SST® Il Advance®) nas analises bioquimicas e sorolégicas. Nas coletas de amostras
sanguineas, foram usadas em testes moleculares e controle de exames laboratoriais dos

pacientes. Em seguida, a amostra foi aliquotada em criotubos, e identificadas com o cédigo
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do paciente e armazenadas a -80°C.

5.9. Extracdo de DNA

As extracdes de DNA foram realizadas com reagente Brazol. Inicialmente, o
descongelamento das amostras e a identificagdo dos microtubos utilizado a foram
utilizados durante o processo. Em seguida, adiciona-se 200uL de sangue total com EDTA
num tubo previamente rotulado, seguido da adi¢do de 400uL de Brazol gelado (4°C) e
agitacdo no vortex até a sua homogeneizacdo completa. Conseguinte, adicionam-se 100uL
de cloroférmio gelado (4°C), mistura-se no vértex e centrifuga-se a uma velocidade de
10.000rpm por 12 minutos, em temperatura ambiente. Apos centrifugacéo, verificam-se as
fases nas amostras, fazendo-se a transferéncia do sobrenadante para um tubo novo de 1,5
mL previamente rotulado. No novo tubo, adicionam-se 500uL de etanol 100% gelado,
fazendo homogeneizacdo no voértex até observar o precipitado. Faz-se a centrifugacédo
novamente a 10.000rpm por 15 minutos, em temperatura ambiente e, logo apds essa etapa,
descarta-se 0 sobrenadante, vertendo o microtubo em papel absorvente para retirar o
excesso de etanol. 500uL de etanol a 100% gelado sdo adicionados ao tubo, agitando por
dez segundos no vortex, e uma nova centrifugacdo a 10.000rpm por 12 minutos, em
temperatura ambiente, € realizada. Descarta-se 0 sobrenadante e retira-se 0 excesso de
alcool com a pipeta e coloca-se no banho-seco a 56°C por dez minutos. Por ultimo,
adicionam-se 100ulL de agua ultrapura gelada para ressuspender o botdo de material
geneético por agitacdo no vortex.

A quantificacdo do material extraido foi realizada por espectrofotometria com o
Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), aferindo-se as relagdes
260/280 e 230/260, sendo que esta Ultima mensura também a qualidade da amostra. Em

seguida, o material serd armazenado (-80°C) até a realizacdo das analises moleculares.

5.10 Anélise molecular

5.10.1 Desenho de oligonucleotideos iniciadores

Foram preparados oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para
investigacao das variantes de interesse. O delineamento da regido foi realizado com base

na sequéncia de referéncia do gene CALR (NC_000019.10) de interesse disponibilizada
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pelo NCBI (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). As sequéncias do gene
foram armazenadas no software Geneious (Biomatters, v6.0.6), com o qual foi realizado
um mapeamento da sequéncia do gene de referéncia, o que facilita a selecdo da area de
desenho dos oligonucleotideos e a futura analise genética.

Apos selecdo da area génica, fez-se a elaboragéo dos iniciadores na ferramenta on- line
OligoAnalyzer (disponivel em: https://www.idtdna.com/calc/analyzer) considerando as
concentracbes de oligonucleotideos (0,25puM), magnésio (2,5mM), sodio e
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ambos a OmM). Caracteristicas estruturais e
termodindmicas como tamanho, temperatura de melting (Tm), Selfdimero (SD),
Heterodimero (HD) e Harpin (H) também foram avaliadas nessa mesma ferramenta. Em
seguida, as sequéncias dos primers passaram por analise no PrimerBlast (disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), outra ferramenta do NCBI utilizada
para mensurar a especificidade dos iniciadores com os alvos de interesse. O conjunto de

primers foi desenhado conforme ilustrado na Figura 16.

CALR  SEQUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDEO TAMANHO  START  STOP  TEMPERATURA GC%
(BASES) (=C)

FW1 GGC GTAACAAAG GTGAGGC 19 10019 10037 63.6 °C 57.9%

RW1 CAG CAACCT CTCTAG CAATAG C 22 11008 10987 63 °C 50 %
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MOSRO0ET exon] BOUOVELSY exon 2 RIMGROWEY ex0on 3 pIRELIUEY exon 4 WRGMeLEY exon 5 MMOBiNIT exon 6 MFREBIME exon 7 MO exon B MOTSRONIS exon 9

GGCETAACAAAGGTGAGGCCTGGTCCTGGTCCTGATGTCGGGGGCGGGCAGGGCTGGCAGGGGGCAAGGCCCTG
AGGTGTGTGCTCTGCCTGCAGGCAGCAGAGAAACAAATGAAGGACAAACAGGACGAGGAGCAGAGGCTTAAGG
AGGAGGAAGAAGACAAGAAACGCAAAGAGGAGGAGGAGGCAGAGGACAAGGAGGATGATGAGGACAAAGAT
GAGGATGAGGAGGATGAGGAGGACAAGGAGGAAGATGAGGAGGAAGATGTCCCCGGCCAGGCCAAGGACGAG
CTGTAGAGAGGCCTGCCTCCAGGGCTGGACTGAGGLCTGAGCGCTCCTGCCGCAGAGCTGGCCGCGCCAAATAAT
GTCTCTGTGAGACTCGAGAACTTTCATTTTTTTCCAGGCTGGTTCGGATTTGGGGTGGATTITGGTTTTGTTCCCCTC
CTCCACTCTCCCCCACCCOCTCCCCGCCCTTTTTTTTTTITTTITTITITAAACTGGTATTTTATCTTTGATTCTCCTTCAGCCC
TCACCCCTGGTTCTCATCTTTCTTGATCAACATCTTTTCTTGCCTCTGTCCCCTTCTCTCATCTCTTAGCTCCCCTCCAACT
TGGGEGGGCAGTGGTGTGGAGAAGCCACAGGCCTGAGATTTCATCTGCTCTCCTTCCTGGAGCCCAGAGGAGGGCA
GCAGAAGGGGGTGGTGTCTCCAACCCCCCAGCACTGAGGAAGAACGGGGCTCTTCTCATTTCACCCCTCCCTTTCTC
CCCTGCCCCCAGGACTGGGCCACTTCTGGGTGGGGCAGTGGGTCCCAGATTGGCTCACACTGAGAATGTAAGAACT
ACAAACAAAATTTCTATTAAATTAAATTTTGTGTCTCCCTCCTGTGTCTCCTTCTGGGGAAAGACAGACTTAAGGAAA

CCCAGCAGTGGTCTTTTTGGGGGGGGGGGGGGTTTCCAGTATATCTCCTTTITCAGCTATTGCTAGAGAGGTTGLTG
- NN NN NN NENEEES

€.1092_1143del €.1154_1155insTTGTC

GCAGCAGAGARACAAATGAAGGACAAACAGCACGAGGAS CAGAGGCTTAAGGAGGAGGAAGAAGACAAGAAACGCAAAGAGGAGGAGGAGECAGAGGACAL GLAGGATGATGA

Figura 16: Estratégia para o desenho dos primers. Oligonucleotideos iniciadores (em azul), sequéncia
amplificada (em preto).Apresentando em destaque abaixo as variantes mais frequentes descrita pela
literatura. Fonte: Autoria propria.

5.10.2 Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificacdo do material genético sera realizada por meio de uma reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR) com volume final de 50uL de reagdo contendo 50-100ng de DNA
gendmico e reagentes descritos na Tabela 7. Sera utilizada dgua ultrapura para completar
0 volume supracitado. Para amplificacdo dos fragmentos, segue 0s seguintes parametros
de ciclagem: 94°C por 5 minutos; 94°C por 30 segundos; 60°C por 30 segundos; 72°C por
1 minutos por 35 ciclos e finalmente 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR serdo
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio para
visualizagéo do fragmento em fotodocumentador UV light Gel DocTM XR + System (Bio-
Rad Corporation, Hercules, CA, USA). (Tabela 7).
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Tabela 6: Volume e concentracdo dos reagentes utilizados na reacdo de PCR

Reagente Volume na reagéo Concentracéao
final
Tampao (10x) 5,0 uL 1x
MgCI2 (50 mM) 2,5uL 1,5 mM
dNTP (10 mM) 1,0 uL 0,2 uM
Iniciadores (10 uM) 2,0 uL (cada iniciador) 0,4 uM
Taq (5 U/uL) 0,2 uL 0,2 Unidade
DNA 1uL 300 ng
Agua pura 0.5.q
Total 50 pLL

5.10.3 Purificacdo da PCR com polietilenoglicol (PEG)

Apos a amplificacdo, o material foi purificado com polietilenoglicol (PEG) visando a
remogdo de nucleotideos e de iniciadores ndo incorporados na PCR que podem interferir
na reacdo de sequenciamento. Antes do procedimento, o amplicon e o etanol 80% foram
armazenados a -80°C e -20°C, respectivamente, liga-se o banho-maria seco a 37°C,
separam-se as placas de sequenciamentos ou tubos de 1,5mL, e prepara-se PEG a 20% (10g
de PEG 8000 e 7,3g de NaCl). Faz-se a transferéncia do PEG para o tubo ou placa de
sequenciamento, adicionando o amplicon em seguida. Posteriormente, agita-se a placa
suavemente por dez segundos e incuba-se a 37°C por 15 minutos. Apo6s a incubacéo,
centrifuga-se a 2.500 rcf (forca centrifuga relativa) por 15 minutos em caso de tubo; ou
2.200 rcf em caso de placas, todavia, nos dois casos, a centrifugacao ocorre em temperatura
ambiente. Em seguida, descarta-se 0 sobrenadante e adicionam-se 125ul de etanol 80%
gelado e em seguida centrifuga-se a 1450 rcf por dois minutos a 4°C. Depois de centrifugar,
descarta-se o sobrenadante, deixa-se secando a 60°C por dez minutos (em caso de placas)
ou 37°C entre 20-50 minutos (em casos de tubos), para remover residuos de etanol. Apos
a secagem, adicionam-se 20uL de agua ultrapura, homogeneiza-se e armazena-se a -80°C.
Antes de armazenar as amostras a -80°C, armazena-se entre 4-5°C por algumas horas para
melhor eluicdo de DNA. Por altimo, quantificam-se as amostras pelo menos trés dias ap0s
precipitacdo, passando do freezer (-80°C) a geladeira 4-5°C pelo menos duas horas antes

da quantificacéo.
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5.10.4 Sequenciamento

Aproximadamente cerca de 20-40ng de produto de PCR purificado foram aplicados
nesta reacdo de sequenciamento. O sequenciamento de nucleotideos foi realizado usando
0 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City,
Califdrnia), e os primers desenhados para o presente estudo. Foram utilizados a quantidade
nessa reacdo como descrito na Tabela 8. A eletroforese capilar serd realizada no
sequenciador de DNA ABI 3130 com o polimero POP-7TM.

Tabela 7: Volume e concentracdo dos reagentes utilizados para o sequenciamento.

Reagente Volume final da reacéo
Produto purificado 1 uL (20-40ng)
BigDye® Terminator v3.1 0,5 uL
Oligonucleotideos iniciadores 1,0 ul
(3,3uM)(foward ou reverse)
Tampéo (5x) 2,0 uL
Agua pura 0.5.q
Volume final 50 pLL

As sequéncias foram inicialmente analisadas com o software Sequencing Analysis
(Applied Biosystems, v5.3.1), com uma avaliacdo secundaria, realizada no Geneious
(Biomatters, v6.0.6) para construir contigs em compara¢do com a sequéncia do gene de
referéncia do CALR (GenBank ID: NC_000019.10).

5.11 Categorizacao das variantes e analise das novas variantes identificadas

As variantes identificadas no éxon 09 foram categorizadas em substituicdo de bases,
delecdo e insercdo. A frequéncia das categorias de variantes sera calculada e apresentada
por meio de porcentagem.

Variantes ndo descritas na literatura serdo avaliadas quanto a possiveis impactos na
funcdo da proteina, com uso das ferramentas Polyphen2 (Polymorphism Phenotyping v2)
(ADZHUBEI et al., 2010; ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013) e SIFT (Sorting
Intolerant From Tolerant) (VASER et al., 2016). Esses algoritmos sdo utilizados para

prever o efeito que a variante pode causar na estrutura e na funcao de uma proteina humana,
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utilizando anélises evolutivas estruturais e comparativas. A analise gera uma pontuagdo
(score) que varia de 0.0 a 1,0. No Polyphen2 variantes com pontuac@es de 0,0 a 0,15 séo
consideradas benignas, enquanto variantes com valores acima de 0,15 sdo preditas como
prejudiciais. Para o SIFT, variantes de 0,0 a 0,05 s&o consideradas deletérias, enquanto
variantes acima de 0,005 s&o consideradas toleraveis.

5.12 Andlise estatistica

Variaveis categoricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%);
e as variaveis numéricas serdo expressas por média + desvio padrdo e mediana (Md) e
intervalo interquartilico [11Q].

Utilizando o programa Graphpad Prism software v.8.0.1.( GraphPad Software). Foi
aplicado o teste de normalidade para ambas as categorias, observando as distribuicdes . Na
associacOes de variaveis qualitativas entre os dois grupos foram testados Man- Whitney
(paramétrico) entre 2 grupos e para os dados numérico o teste Kruskall- Wallis (ndo
paramétrico) para comparagdes de mais de um grupo e PoOs-Teste de Multiplas
Comparacdes (Dunn’s). NoOs consideramos o p valor <0,05 estatisticamente significativo

para todos os testes.

5.13 Riscos e beneficios

O projeto possui riscos, limitados ao aparecimento de hematomas pds-coleta de sangue
e possiveis desconfortos no local da puncao, como exposto no TCLE no momento de sua
aplicacdo. Ressalta-se que a coleta foi realizada por profissionais do laboratério da
fundacdo HEMOAM, os quais sdo qualificados e aptos para a execucdo do processo. Os
beneficios principais estéo relacionados a caracterizacdo molecular dos pacientes incluidos
nos estudos, o que levara a uma melhor compreensdo sobre os achados genéticos

envolvidos nas NMPs e sua importancia para a terapéutica e 0 manejo.
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Ne Atividades Lk 02/2021
Jan Fev | Mar Abr | Mai | Jun Jul | Ago | Set Out Nov | Dez
01 | Créditos — Disciplinas F F F F F F F F F F F F
02 | Revisdo Bibliogréfica F F F F F F F F F F F F
03 | Coleta de amostras F F F F F
04 | Desenho dos primers F F
05 Elabora(;gq do PrOjetO F F e E F
para qualificacdo
N° Atividades 01/2022 02/2022
Jan Fev | Mar | Abr | Mai | Jun Jul | Ago | Set Out Nov | Dez
01 | Qualificacdo F
02 | Revisdo Bibliografica F F F F F F F F F F
03 Créditos — Disciplinas F F F F F F F F F F
04 Coleta de amostras F F F
05 | Extracdo de DNA F F F F F
06 | Padronizacdo da PCR F
PCR e sequenciamento
07 | do éxon 09 do gene F F = =
CALR
N Atividades 01/2023
Jan Fev | Mar Abr | Mai | Jun Jul | Ago | Set Out Nov | Dez
PCR e sequenciamento
01 | do éxon 09 do gene F F F F
CALR
Organizacéo e
03 tabulagdo dos F F F
resultados
04 Andlises Estatisticas F F F
05 Redacdo da dissertacdo F F F
Elaboracéo dos artigos F
06 b F
e relatorios
07 Defesa publica F

(F): Finalizada (AR): A Realizar




5.15. Equipe de pesquisa

56

Integrantes do projeto Instituicdo | Formacdo académica | Funcao no projeto
01 | Erycka Alves de Mesquita HEMOAM Farmacéutica- Execucdo do projeto
Bioguimica
02 | Lucivana Prata de Souza Mourdo | HEMOAM Bidloga, Dra. Orientadora
03 | Andréa Monteiro Tarragd HEMOAM Farmacéutica- Coorientadora
Bioquimica, Dra.

04 | George Allan Villarouco da Silva | HEMOAM Bidlogo, Dr. Analise molecular

05 | Allyson Guimarées da Costa HEMOAM Enfermeiro, Dr. Analise estatistica

06 | Adriana Malheiro Alle Marie HEMOAM Bidloga, Dra. Colaboradora

07 | Dania Isamary Gutiérrez Torres HEMOAM MSc. Biomédica Coleta de amostras
bioldgicas

08 | Deborah Canté de Aquino HEMOAM Bidloga Coleta de amostras
bioldgicas

09 | Emanuela Vitoria Barbosa Alves HEMOAM Biomédica Coleta de amostras
bioldgicas

10 | Jhemerson Fernandes Paes HEMOAM Biomédico Coleta de amostras
bioldgicas

11 Miliane Araujo de Sousa HEMOAM Biomédica Coleta de amostras

bioldgicas
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5.16 Financiamento e Infraestrutura

O projeto possui financiamento proprio e foi realizado nos laboratérios
Multidisciplinar de Pesquisa e Laboratorio de Gendomica (HEMOAM). Leituras de
Sequenciamento foram realizadas no Laboratério de Gendémica no Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Estado do Amazonas (UFAM) e da
Fundacao Oswaldo Cruz - Instituto Lednidas e Maria Deane (FIOCRUZ-AM).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

ASPECTOS CLINICOS, LABORATORIAIS E PERFIL DE VARIANTES NO
EXON 09 DO GENE CALRETICULINA (CALR) EM PACIENTES COM
TROMBOCITEMIA ESSENCIAL E MIELOFIBROSE DO ESTADO DO
AMAZONAS, BRASIL.

Erycka A. Mesquita 1, Deborah Canté de Aquino?, Jnemerson Fernandes Paes?, Dania G. Torres?
Emanuela Vitdria Barbosa Alves?, Miliane Araljo de Sousa?, landara Maira Lopes de Souza?,
Rosangela Santos de Abreu?, Cristina Mesquital?, Nelson Abrahim Fraiji 12, George A, V. Silva?,
Andréa M. Tarrag6*?, Lucivana P. de Souza Mourao

1Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia, Universidade do Estado do
Amazonas (UEA), Manaus 69850-000, AM, Brasil.

2Diretoria de Ensino e Pesquisa, Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM), Manaus, Brasil.

*Autor correspondente: Lucivana Prata de Souza Mourédo, PhD, Laboratério de Genética
Humana, Escola Superior de Ciéncias da Salde, Av. Carvalho Leal, 1777 - Cachoeirinha, Manaus
- AM, Cep.: 69065-001, E-mail: Ipsouza@uea.edu.br

Introducgdo: Variantes no éxon 09 gene CALR foram identificadas em trombocitemia
essencial (TE) e mielofibrose (MF). Uma delecdo de 52 pares de base (tipo 1) e uma
insercdo de 5 pares de bases(tipo 2) sdo as variantes mais frequentes. Objetivo: O presente
estudo, visou identificar essas variantes indels em individuos com trombocitemia essencial
(TE) e mielofibrose (MF) e avaliar as caracteristicas clinicas e laboratoriais em relacéo
aos tipo 1/tipo 2. Metodologia: foram incluidos no estudo 69 individuos diagnosticados
clinicamente com, trombocitemia essencial (n=61) e mielofibrose (n=8). Dados
laboratoriais obtiveram-se de coletas de amostras durante o seguimento dos individuos.
Realizou-se avaliacdo molecular em Reacdo em cadeia de Polimerase e Sequenciamento
de Sanger para detec¢do de variantes na regido éxon 09 gene CALR. Resultados: na éxon
09 do gene CALR  foram identificadas as variantes rs1555760738 (tipol) e
rs765476509(tipo 2). Dos pacientes com TE (n=61), 4 apresentavam (tipo 1) e 10 com
(tipo2), enquanto em MF (n=8), foram identificadas 2 variantes; uma com tipo 1 e outra
tipo 2. Ao nivel de distribuicdo, houve uma predominancia de TE CALR tipo 2. Na anélise
entre os subtipos TE, os pacientes com tipo 2, presentando maior contagem de plaquetas e
discretas alteracbes no perfil clinico-laboratorial nos demais investigados. Aos pacientes
com MF, a analise seguiu de forma descritivas, composto por um individuo CALR tipo 1
(heterozigose) e um individuo CALR tipo 2 (homozigose) apresentado diferencas
comportamentais laboratoriais em ambas principalmente em producdo de plaquetas.
Concluséo: Esses achados confirmam, que modificacfes frameshift gerada por variantes
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no CALR altera a estrutura do dominio-C da proteina calreticulina, estando envolvida em
processos intermoleculares e uma ativacdo constitutiva na formacao de megacariocitos.

Palavras chaves: Neoplasias mieloproliferativas, BCR::ABL1 negativo, frameshift,
CALR tipo 1, CALR tipo 2.

1.INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) é um grupo de doencgas caracterizadas pela
proliferacdo continua das células tronco-hematopoiéticas, dentre as quais as células de
linhagem mieloides (1-4). As NMPs caracterizam-se quanto ao aumento da producéo
celular e alteragbes no estagio de maturacdo, provavelmente em reposta fatores
estimuladores (4-6). Das alteragcdes clinicas e laboratoriais(7,8), geralmente sdo
apresentadas por hipercelularidade na medula Ossea com progressdo fibrética,
hematopoese extramedular, e casos de evolugédo para leucemias aguda (5,9)

Novos avangos na area molecular permitiram a compreensdo dos diferentes caminhos
envolvidos no desenvolvimento das NMPs BCR::ABL1 negativo (2,4,10). Nota-se uma
sinalizacdo alterada de citocina atribuida pela presenca de variantes de genes (10-12),
conduzindo a ativacdo direta ou indireta da via de sinalizacdo JAK-STAT. Esta ativacao
esta incorporada nas ligacOes do receptor da eritropoetina (EpoR) caracteristica comum em
mutacOes somaticas na tirosina quinase JAK2, ao receptor da trombopoetina (Tpo-R)
também descrito como MPL e na proteina chaperona calreticulina (CALR)(11,13,14)

A patogénese desses subgrupos de NMPs BCR::ABL1 negativa ficou bem mais
esclarecida ap0s identificacdes de variagdes somaticas em genes, que contribuem como
mieloestimuladores para a progressao de doenca, alterando niveis de estrutural e funcional
de proteinas e receptores (15-17). Fato observado a partir de mutacGes frameshift
observadas exclusivamente em pacientes com TE e MF no éxon 09 do gene da calreticulina
(CARL), responsavel por codificar a proteina calreticulina (CALR) (15,17,18).

A calreticulina é uma proteina multifuncional e exerce a funcdo de chaperona para
muitas glicoproteinas recém-sintetizadas destinadas a secrecdo e inser¢cdo na membrana
plasmatica (13,19-21), atividade de equilibrio homeostatico (22,23), proliferacao celular e

de forma indireta auxiliando em via de sinalizacéo de citocinas, diferenciacdo e apoptose
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(24,25). Possui 417 aminoéacido e é constituida pelos dominios: Dominio-N de estrutura
globular, com aminoacidos altamente conservados e de ligacdo de lectina acoplado a um
amino terminal-N; Dominio-P rico em aminoacidos prolina (P) com regides de ligacéo
com alta afinidade e baixa capacidade de ligagdo para Ca2+, e um Dominio-C(carboxil
terminal-C) que atua na atividade chaperona e formada por aminoacidos acidos com baixa
afinidade e alta capacidade Caz+. Ao final do Dominio-C, segui uma sequéncia de quatro
aminoéacido: lisina(K), aspartato(D), glutamato(E) e leucina (L) formando o sinal KDEL
(15,23,26,27)

As variantes no gene CARL ocorrem ap6s o cdédon 352 do éxon 09, e sdo relatadas
como a segunda alteracdo genética mais frequente nos casos mieloproliferativos de TE e
MF (5,17,21). Estudos demostraram que as variantes génicas mais presentes nestes casos
sdo: tipo 1, uma delecdo de 52 pb (c.1099_1150del; p.Leu367Thr*46); tipo 2, uma inser¢ao
de 5 pb (c.1154_1155insTTGTC; p.Lys385Nfs*47)(28), levando a uma reestruturacéo na
sequéncia de aminoacidos no domino C da proteina mutada, em que 0s aminoacidos
negativos sdo substituidos por aminoacidos neutros e de cargas positivas, e a retirada do
sinal de retengdo KDEL(17,18,29).

Essa mudanca estrutural confere a proteina calreticulina alteragdes em ligacdo ao
receptor da trombopoetina (MPL) uma ativagédo independente de citocinas favorecendo a
sinalizacdo via JAK-STAT de forma continua, contribuindo para a patogénese dessas
neoplasias (3,14,30,31)

Varios trabalhos descrevem diferentes fendtipos e evolucéo clinica associado ao tipo
de variante do CALR (tipo 1 e tipo 2) (28,32,33). Neste trabalho, realizou-se o rastreio de
variantes génicas no gene CALR em pacientes confirmados com Trombocitemia essencial

e Mielofibrose.

2.MATERIAS E METODOS

2.1 Populacéo de estudo e amostras

Foram incluidos pacientes com diagnostico confirmado com trombocitemia essencial
e com mielofibrose seguindo os critérios definidos pela OMS (2017), na Fundacéo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), entre o periodo
Agosto 2021 a 2022 (2,4).
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2.2 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio HEMOAM
sob numero de parecer 4.450.813. Inclusdo prévia de todos 0s pacientes no estudo, todos
0s respectivos pais ou responsaveis legais leram e assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido. Esse estudo foi realizado de acordo com as diretrizes da Declaracdo de
Helsingque e Resolucdo 466/12 de Conselho Nacional de Saude para pesquisas envolvendo

seres humanos.

2.3 Coleta e dados clinicos e laboratoriais
As informacdes sobre os dados clinicos, laboratoriais e demogréaficos (como idade e
sexo) foram obtidas dos prontuérios eletronicos da propria Fundacgdo HEMOAM.

2.4 Amostra biologica e extracdo de DNA

As amostras de sangue venoso coletadas em tubos com EDTA (BD Vacutainer®
EDTA K2). O DNA foi extraido com Brazol (Lgcbio, Brasil) conforme orientagbes do
fabricante. Em seguida armazenado a -80°C para garantir sua estabilidade e integridade até

0 momento da analise.

2.5 PCR e Sequenciamento de Sanger

Para amplificacdo da regido do éxon 09 do gene CALR, foram desenhados primers
cujas sequéncias estdo apresentadas na tabela 01, seguindo os parametros recomendados
pelas ferramentas Primer-BLAST-NCBI e OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com, permitindo
a amplificacdo de 990 pb de todo éxon 09 e areas adjacentes por meio da técnica de PCR

convencional usando um termociclador (Applied Biosystems™ ProFlex™),

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para a amplificacdo do éxon 09 do gene CALR.

Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho Inicio Parada Produto
(bases) (pb)
FW GGC GTA ACAAAGGTGAGGC 19 10019 10037 990

RW CAG CAACCTCTCTAGCAATAGC 22 11008 10987
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Para a reacdo de PCR utilizou-se um volume final de 25 uL, sendo usado 50-200 ng
de DNA, Tampdo (1x), Magneésio (1.5 mM) , Primer (0.4 mM), dNTP mix (0.2 mM) e
TAQ Polimerase (1U/reacdo). Os parametros de ciclagem de 94 °C por 5 minutos; 94 °C
por 30 segundos; 60 °C por 30 segundos (anelamento); 72 °C por 1 minutos por 35 ciclos
e 72 °C por 7 minutos. O fragmento de 990 pb foi visualizado em gel de agarose a 1,5%.

Para analise do sequenciamento, os produtos da PCR foram purificados por meio do
protocolo com polietilenoglicol (PEG)(34-36). Para a Reacdo de Sequenciamento de
Sanger foi usando H20 ultrapura, tampao 5x, primer [3.3 Mn], DNA e reagente BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA) seguindo as especificagdes do fabricante. Os
produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados mediante o protocolo de
EDTAV/Etanol, para posteriormente realizar a leitura no sequenciador automatico 3500 XL
Genetic Analyzer® (Applied BioSystems, USA).

Para a analise de dados as sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas mediante
software Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher Scientific, S&o Paulo,
Brazil]) e somente as sequéncias de boa qualidade foram usadas para analise de variantes.
Software Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) foi usado para obter contigs e compara-los
com a sequéncia de referéncia Homo sapiens CALR (calreticulina) (NCBI

NC_000019.10). A amostra com variante rara foi sequenciada e confirmadas duas vezes.

2.6 Analise estatistica

Variaveis categoricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%).
Variaveis numéricas continuas foram expressas por mediana e intervalo interquartil [11Q].
Foi aplicado o teste de normalidade para ambas as categorias, no intuido de analisar as
distribuicbes. Na associacOes das variaveis qualitativas entre os dois grupos foram testados
Man-Whitney entre 2 grupos e o teste Kruskall- Wallis para comparaces de mais de dois
grupo. Consideram-se o p valor <0,05 estatisticamente significativo. A andlise estatistica
realizou-se através do programa Graphpad Prism software v.8.0.1.(GraphPad Software).

3.RESULTADOS
Caracteristicas clinico-epidemioldgico e laboratoriais
Esse estudo incluiu 69 pacientes da FHEMOAM sendo 88,4% (n=61) com TE e 11,6%

com MF (n= 8). Observou-se uma predominancia significativa de pacientes TE do género
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feminino (78,69%), com média de idade de 57,3 (16,53) anos. Foram observados casos de
esplenomegalia em 16,39%, eventos tromboticos em 24,59% e hemorragicos em 22,95%.
Em pacientes com MF houve uma predominancia do género masculino (62,50%), com
média de idade de 61,8 (11,19) anos. Dos pacientes com mielofibrose, 62,50%
apresentaram esplenomegalia. Ndo foram registrados casos de eventos tromboticos ou
hemorragicos nesse grupo de pacientes. As principais caracteristicas clinicas e as

diferencas observadas estdo relacionadas na tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas epidemiolégicas e clinica dos pacientes com TE e MF.

Dados epidemioldgicos

TE (n=61) MF (n=28)
Idade (anos) média (desvio padrdo) 57,3 (16,53) 61,8 (11,19)
Masculino, n (%) 13 (21,31%) 5 (62,50%)
Feminino, n (%) 48 (78,69%) 3 (37,50%)

Dados clinicos

Esplenomegalia
Sim 10(16,39%) 5 (62,50%)
Né&o 51(83,61%) 3 (37,50%)
Eventos Trombdticos
Sim 15 (24,59%) 0 (0,00%)
Né&o 46 (75,41%) 8(100,00%)
Eventos Hemorragicos
Sim 14 (22,95%) 0 (0,00%)
Né&o 47 (77,05%) 8(100,00%)

Abreviacdes. TE: trombocitemia essencial, MF: mielofibrose
Valor absoluto (n) e Frequéncia relativa (%) aplicado na tabela 2

Nos parametros hematoldgicos, observou-se uma ligeira diminuigdo na producao de
linhagem eritrocitaria em pacientes TE e MF. No grupo de pacientes TE, os valores de Hto
e Hb mantiveram-se dentro dos padrdes de referéncia, ao contrario dos pacientes MF, que
apresentaram niveis reduzidos de Hematocrito e Hemoglobina. Além disso, os indices
hematimétricos, como e, demonstraram aumento significativo no grupo TE em comparagéo
ao grupo MF.

Os valores de WBC estavam dentro dos intervalos normais. A contagem de plaquetas
foi maior em pacientes com TE, porém permaneceu dentro dos limites estabelecidos pela
Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) quando comparada aos pacientes com MF.

Observou-se uma reducdo no percentual de linfocitos. As analises bioquimicas

revelaram concentragdes significativamente mais elevadas de DHL (desidrogenase lactica)
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e AU (&cido urico) em individuos com MF em comparagdo com TE. Em relag&o aos valores
homeostaticos, foi observado que os dados da MF apresentaram diferencas estatisticamente
significativas em comparacdo com TE. Os resultados do fibrinogénio mostraram valores

normais tanto em TE quanto em MF. Todos dados laboratoriais estdo descritos na tabela 3.



Tabela 3. Caracteristicas laboratoriais de pacientes TE e MF.

Dados hematologicos

Hemograma TE (n=61) MF (n=8) Valores de referéncia p-valor
RBC x mm 3 3,75[3,24 - 4,54] 3,25[2,80 - 4,72] 3,9-53 0,3022
Md[11Q]
Hto- hematdcrito (%) 37,70 [34,60 - 42,10] 30,30 [23,35 - 38,73] 36-48 0,0141
Md[1Q]
Hb- hemoglobina (g/dL) 12,60 [11,60 - 13,90] 9,500 [7,42 - 12,00] 12-16 0,0093
Md[11Q]
VCM (fL) 103,8 [93,70 - 112,7] 86,35 [78,68 - 92,98] 80-100 0,0005
Md[1Q]
HCM (pg) 33,50 [30,10 - 36,70] 28,50 [24,68 - 29,03] 27-33 <0,0001
Md[11Q]
CHCM (g/dL) 32,40 [32,00 - 33,60] 31,30 [30,48 - 33,48] 32-36 0,2680
Md[11Q]
WBC x mm 3 5,370 [3,950-7,110] 9,115 [4,470 - 13,37] 3.600-11.000 0,0970
Md[11Q]
PLT x mm 3 452,0 [323,0 -534,5] 305,5 [134,3 - 480,5] 150.000-400.000 0,0648
Md[1Q]
Neutrofilos segmentados (%) 61,90 [56,00- 68,80] 68,00 [22,25 - 77,70] 40-78 0,6553
Eosinofilos (%) 2,00 [1,20 - 2,85] 3,500 [1,25 - 6,00] 1-5 0,1496
Basofilos (%) 0,70[0,40 - 1,00] 0,00 0-2 <0,0001
Mondcitos (%) 5,00 [3,90 - 6,00] 2,400 [1,25 - 5,50] 2-10 0,0259
Linfocitos (%) 29,40 [22,75 - 35,55] 15,00 [11,00- 28,23] 20-50 0,0115
Dados bioquimicos
TE (n=61) MF (n=18) Valores de referéncia p-valor
LDH (U/L) 420,0 [354,5-495,5] 904,5 [488,2- 1276] 214 - 450 (M) 0,0059
Md[11Q] 195 - 453 (F)
AU (mg/DlI) 4,00 [2,80-4,80] 6,850 [4,35- 8,00] 3,5-7,2 (M) 0,0031
Md[11Q] 2,6 -6,0 (F)

Dados homeostaticos
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TE (n=61) MF (n=8) Valores de referéncia p-valor
TAP (seg) 11,30 [10,80-12,25] 13,85 [13,13 - 14,25] 10-12 <0,0001
INR 0,97 [0,920 - 1,045] 1,18 [1,12 - 1,29] 09-1,1 <0,0001
TTPa (seg) 29,80 [27,85 - 33,10] 36,15 [32,13 - 40,70] 30- 35 0,0026
Fibrinogénio (mg/dL) 291,0 [239,0-369,0] 302,0 [210,5 - 443,5] 180-350 0,8361

Na tabela 3 os valores de mediana [intervalo interquartil (IQR)] séo fornecidas: WBC= Contagem de glébulos brancos, RBC= contagem de glébulos vermelhos, Hba=
hemoglobina, Hto= hematécrito, VCM= Volume corpuscular médio, HCM= Hemoglobina corpuscular média, CHCM= Concentra¢éo da hemoglobina média e PLT=
Plaquetas.

Valores de mediana [intervalo interquartil (IQR)] sdo fornecidas: LDH= Lactato Desidrogenase, UA= Acido Urico.

Valores de mediana [intervalo interquartil (IQR)] sdo fornecidas: TAP=Tempo de atividade da Protrombina, INR= Raz&o de Normalizada internacional, TTPa= Tempo de
Tromboplastina parcial ativada.

Valores de referéncia seguidos conforme a instituigdo de pesquisa, p valor <0,05 = valor de significativo. Teste Man-Whitney aplicado na tabela 3
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Identificacdo das variantes no éxon 09 em pessoas com TE e MF.

Identificou-se variantes na regido do éxon 09 do gene CALR. As variantes
rs1555760738, rs765476509 foram classificadas como patogénicas de acordo com a
plataforma ClinVar-NCBI (37)A variante COSV57129834 foi classificada como benigna
na plataforma VARSOME (38). Durante a analise, também foi identificada a variante
rs1049481 (G>C,T), localizada na regido 3'UTR (regido ndo traduzida) do éxon 09, e foi
classificada como benigna conforme a plataforma VARSOME?2 (38). Todas as variantes

identificadas na presente pesquisa estdo descritas no quadro 1.



Quadro 1. Identificacdo de variantes no éxon 9 do gene CALR em pacientes com TE e MF.

68

Localizagdo Variacao ID Cosmic* ID da variante dbSNP* | Variacdo na | Significado Tipos de
proteina** clinico** variacao **
€.1092_1143del52 (TIPO 01) COSV57116546 rs1555760738 p.L367Tfs*46 patogénico Delecéo -
Frameshift
€.1154 1155insTTGTC (TIPO 02) COSV57116551 rs765476509 p.K385Nfs*47 | patogénico Insercéo-
frameshift
Exon 9 do gene CARL | c.1154 1155insATGTC (TIPO 02) COSV57118194 rs765476509 p.E386Cfs*46 | patogénico Insercéao-
frameshift
€.1155 1156insTGTCG (TIPO 02) COSV57117852 rs765476509 p.E386Cfs*46 | patogénico Insercéo-
frameshift
c.1099C> A COSV57129834 p.L3671 benigna Substituicdo de
bases
Regido 3° UTR NC_000019.10:12943966:G:C rs1049481 benigna Variante de
NC_000019.10:12943966:G:T transcrigdo
G>C,T génica

*Registro das variantes encontradas descrito de acordo: ID Cosmic (COSMIC ) e ID da variante (dbSNP)
**\/ariacdo de proteina, significado clinico e tipo de variagdo descritos de acordo com as plataformas CLINVAR e VARSOME
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Os resultados da analise do éxon 09 do gene CARL indicam a distribuicdo das
variantes genéticas no gene CALR nas duas neoplasias mieloproliferativas, com uma maior
prevaléncia da variante do tipo 2.

Dos pacientes TE, 23% apresentaram variantes CALR, dos quais 28,6% apresentaram
variantes tipo 1 (c.1099 1150del) e 71,4% com variantes tipo 2 (c.1154 1155insTTGTC,
€.1154 1155insATGTC, c¢.1155 1156insTGTCG). Dos pacientes com MF, 25%
apresentaram a variante CALR, desses 01 apresentou a variante CALR tipo 1
(c.1099 _1150del) em heterozigose e 01 a variante CALR tipo 2 (¢c.1154_1155insATGTC)
em homozigose (Tabela 04).

A variante rs1049481 (G>C,T), localizada na regido 3’UTR, foi identificada em 49,3%
da amostra total. Dos pacientes com essa variante, 85,3% sdo TE e 14,7% sdo MF.
Verificou-se um individuo da amostra com MF com duas variantes: CALR tipo 2 e
rs1049481. A variante benigna COSV57129834 (¢.1099 C > A) foi identificada em um
paciente com TE. A variante ndo descrita ¢.1144-1254del (110pb) foi identificada em um
paciente com TE (Tabela 04).

Quanto a variante rs1049481 na populacdo em estudo, constatou-se que 65,5% dos
pacientes com TE apresentaram geno6tipo GT e 34,5% gendtipo TT. Quanto aos pacientes
com MF, 60% apresentaram gendtipo TT e 40% genotipo GT. Informacdes detalhadas

sobre a distribuicfes desses genotipos na populacdo sdo apresentadas nas tabelas 4.

Tabela 4. Distribuicéo das variantes no éxon 09 do gene CALR em pacientes com TE e MF

Grupo Variagdo no cDNA TE (n=61) MF (n=8) Total
Tipo 1 €.1099_1150del 4 1 5
€.1154_1155insTTGTC 9 - 9
Exon 9 do Tipo 2 €.1154_1155insATGTC - 1 1
gene CALR
€.1155_1156insTGTCG 1 - 1
Outros c.1099C> A 1 - 1
TE MF
Regido 3’ rs1049481 10 (34,5%) TT | 3(60,0%) TT 13
UTR (G>CT) 19(65,5%) GT | 2(40,0%) GT 21

Abreviacbes. TE: trombocitemia essencial, MF: mielofibrose e UTR : untranslated region.
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A analise dos resultados incluiu a comparacgdo entre pacientes com variantes CALR
tipo 1, tipo 2 e pacientes sem variantes. Nessa analise, considerou-se apenas as variantes
no éxon 9 do gene CARL classificadas como patogénicas. N&o se descarta a possibilidade
de haver outras variantes presente nas MNPs, ndo estudadas na presente pesquisa (Tabela
5).

Analise das variantes tipo 1 e 2 no éxon 9 do gene CALR em TE

Quanto ao género, observou-se que os pacientes com TE, tanto com a variante tipo 1
e variante tipo 2, sdo predominantemente mulheres. A média de idade da populagdo com a
variante tipo 1 foi 58,5 anos e com a variante tipo 2 foi de 60,5 anos, enquanto 0s pacientes
gue ndo apresentaram nenhuma variante tiveram idade média de 56,5 anos (Tabela 05).

Verificou-se que as contagens de globulos vermelhos, hematdcrito e hemoglobina,
indices hematimétricos, volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina
corpuscular media apresentaram-se dentro do esperado na clinica de TE e MF, sem
diferencas entre individuos com e sem variantes.

A contagem plaquetéria revelou que os individuos com as variantes CALR tipo 1 e
CALR tipo2 apresentaram um aumento significativo em relagéo ao grupo negativo para as

variantes (tabela 5).



Tabela 5. Comparacdo das caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com TE
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Variaveis Valores de Tipo 1 Tipo 2 Negativo p-valor p-valor p-valor p-valor
referéncia (n=4) (n=10) (n=16) tipolvs  tipolvs tipo 2 vs
tipo2 negativo  negativo
Homens/ Mulheres, n (%) 1/3 4/6 4/12 - - - -
Esplenomegalia, n (%) 2 1 4 - - - -
Eventos trombéticos, n (%) 1 1 2 - - - -
Eventos hemorragicos, n (%) 0 4 4 - - - -
Idade (anos) 58,50 60,50 56,50 0,924
[45,00-77,25] [44,00 - 76,75]  [42,50- 76,00]
RBC (x mm 3) Md [11Q] 3,9-53 3,78 3,83 3,90 0,876 >0,9999 >0,9999 >0,9999
[3,41 - 3,91] [3,19- 4,66] [3,28 - 4,55]
Hto (%) Md [11Q] 36-48 35,50 37,25 40,45 0,353 0,9537 0,4534 >0,9999
[33,78-37,38] [34,23-41,555]  [34,55-4193]
Hb (g/dL) Md [11Q] 12-16 11,45 12,35 13,05 0,159 0,5220 0,1673 >0,9999
[10,20 - 12,25] [10,90- 13,80] [12,15-13,98]
VCM (fL) Md [11Q] 80-100 92,35 105,3 100,3 0,505 >0,9999 0,9839 >0,9999
[88,85-108,8] [87,78-107,1] [89,23-119,9]
HCM (pg) Md [11Q] 27-33 30,00 33,90 33,85 0,323 >0,9999 0,4865 >0,9999
[26,85-35,33] [28,20-35,58] [29,80 - 38,35]
CHCM (g/dL) Md [11Q] 32-36 31,65 32,25 33,30 0,347 >0,9999 0,4907 >0,9999
[30,29 -33,38] [31,80-33,28] [32,08 - 33,78]
WBC (x mm 3) Md [11Q] 3.600-11.000 7.650 5.130 4.830 0,411 >0,9999 0,5596 >0,9999
[3,743-10,41] [3,710-7,350]  [3,060 - 5,753]
PLT (x mm3) Md [1IQ] 150.000-400.000 547.500 589.500 459.500 0,046 >0,9999 0,5225 0,0543

[346,8 - 683,3]

[504,5- 828,8]

[308,3- 512,8]

Valores de referéncia seguidos conforme a institui¢do de pesquisa.

p valor <0,05 = valor de significativo . Teste Kruskall- Wallis e p6s Teste de Mltiplas ComparagGes de Dunn, aplicado na tabela 5



72

Analise das variantes tipo 1 e 2 no éxon 9 do gene CALR em MF

Nos pacientes com MF, identificou-se dois pacientes com variantes, sendo um com o
subtipo 1 e outro com subtipo 2. Os dois pacientes sdo do género masculino, possuem idade
54 anos (CALR tipo 1) e 47 anos (CALR tipo 2). Os individuos negativos para variantes
CALR em MF apresentaram faixa etaria média de 71,5 anos.

Na apresentacao clinica, a esplenomegalia estava presente nos dois pacientes com
variantes CALR, juntamente com um paciente negativo para as variantes. Nao foram
evidenciados casos de eventos trombo-hemorrégicos no estudo.

Os resultados hematologicos mostraram que os pacientes CALR tipo 1 e os negativos
apresentaram normalidades para RBC, Hto, Hba. Por outro lado, o paciente com CALR
tipo 2 (em homozigose) apresentou niveis muito baixos em RBC, Hto e Hba.

Em relacéo as plaquetas, observou-se um aumento na contagem para o paciente CALR
tipo 1 (em heterozigose), enquanto houve uma diminui¢do para o paciente com a variante
CALR tipo 2 (em homozigose). Pacientes com MF sem a variante apresentaram esse indice

dentro dos valores de referéncia. Os resultados séo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Comparacgdo das caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com MF.

Variaveis Valores de Tipo 1 Tipo 2 Negativo p-valor
referéncia (n=1) (n=1) (n=2)
Homens/ Mulheres, n (%) 1(H) 1(H) 1/1
Esplenomegalia, n (%) 1 1 1
Idade (anos) 54 47 71,50 0,500
[69,00- 74,00]

RBC x mm3 3,9-53 5,10 3,10 4,74 >0,999
Md [11Q] [2,970 - 6,520]
Hto (%) 36-48 40,40 23,20 39,15 0,833
Md [11Q] [27,10 - 51,20]
Hb (g/dL) 12-16 12,30 7,000 12,85 0,833
Md [11Q] [8,500 - 17,20]
VCM (fL) 80-100 79,20 74,80 84,85 0,833
Md [11Q] [78,50 - 91,20]
HCM (pg) 27-33 24,10 22,60 27,50 0,500
Md [11Q] [26,40 - 28,60]
CHCM (g/dL) 32-36 30,40 30,20 32,50 0,500
Md [11Q] [31,40 - 33,60]
WBC (x mm3) 3,600-11,000 4,360 12,040 12,240 0,833

Md [11Q] [8,180- 16,30]
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PLTsx mm3

Md [11Q]

150,000-400,000 522,000 106,000 275,00
[219,0 - 331,0]

0,500

Valores de referéncia seguidos conforme a instituicdo de pesquisa

p valor <0,05

= valor de significativo . Teste Kruskall- Wallis aplicado na tabela 6

Discusséo

Variantes no éxon 09 do gene CALR comprometem a estrutura e funcionalidade da
proteina, principalmente exercida no dominio C, que desempenha fungdes essenciais, como
a ligacdo de célcio, retencdo da calreticulina no reticulo endoplasmatico e crescimento
celular (39-41). Essas variantes resultam em mudangas na sequéncia de aminoacidos e a
remodelagem do dominio C, levando a eliminacdo da sequéncia KDEL(17,42,43). Essa
estrutura variante permite que a calreticulina saia do reticulo endoplasmatico e se ligue aos
receptores da trombopoietina na membrana celular, ativando via de sinalizacdo JAK-
STAT(24,44,45). Embora o processo ainda ndo esteja totalmente compreendido, essa
alteracdo estd associada a proliferacdo anormal de megacaridcitos e a producdo de
plaquetas presentes, caracteristicas observadas em paciente com TE e MF(17,27,44,46).

Nesse estudo, foram incluidos 61 pacientes com TE e 8 pacientes com MF, com o
objetivo de investigar variantes presentes no éxon 09 do gene CALR nesses pacientes e
possivel associacdo com caracteristicas clinicas e laboratoriais.

Investigacgéo e identificacdo de variantes no gene CALR, desempenham um papel
fundamental no diagndstico preciso de TE e MF, permitindo obter respostas cruciais
relacionadas ao controle proliferativo dessas neoplasias mieloproliferativas, fornecendo
uma base sélida para a compreensdo do surgimento da patogénese e o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas direcionadas e eficazes para TE e MF.

Ao analisar o perfil dos pacientes do presente estudo, foi observado uma
prevaléncia de pacientes do género feminino no grupo de TE e faixa etaria predominante
entre a sexta e sétima década de vida (47,48). Por outro lado, o grupo de MF teve maior
predominéncia de pacientes masculinos, com idade média de 61,8 anos. Esses dados
corroboram com os indicadores alcancados pela OMS(2,4,49). Além disso, maior
prevaléncia do género feminino em pessoas com TE também foi observada em outros
estudos (50,51), assim como em MF, onde estudos também mostram maior prevaléncia no
género masculino (49,52,53).

Em relacdo as manifestacGes clinicas, os casos de esplenomegalia presentes nos
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grupos de MF e TE séo consistentes com essas patologias (2,4,54,55)

Em relacdo ao evento trombo-hemorragicos em TE, esses achados estdo de acordo
com as caracteristicas clinicas conhecidas da TE, que frequentemente envolve um aumento
anormal no nimero de plaquetas no sangue, predispondo alguns eventos trombéticos e
hemorragicos(56,57). De forma geral, na avaliagdo hematoldgica, todos os pacientes
atenderam a um perfil normal de producéo de linhagem eritrocitaria. Embora tenha sido
observado um aumento na contagem de plaquetas, os valores permaneceram dentro dos
parametros da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) (2,4), assim como os dados
encontrados relacionados a bioquimica e homeostaticas(21,58). Esses dados,
possivelmente, refletem ao tratamento terapéutico, cuja analise ndo faz parte do escopo
dessa pesquisa.

Em relacdo aos MF, os pacientes apresentaram um perfil laboratorial de alteracdes
de producédo eritrocitaria e elevada quantidade de leucdcitos, assim como 0s niveis
bioquimicos e homeostaticos normalmente visto para esta patologia. Foram identificadas
alteracdes de producdo de plaquetas, porém isso pode ocorrer ou ndo como descrito em
outros trabalhos (2,52,54).

As variantes identificadas por Klampf T (17) e Nangalia J (18) no éxon 09 do gene
CARL foram tambem identificadas na populacdo em estudo. Além disso, foi identificada
outra variante de substituicdo de base (c. 1099 C > A) classificada como benigna pelo banco
de dados genéticos VVarsome(38). E importante ressaltar que a identificacdo nao se limitou
a area do éxon 09, pois identificamos uma variante de transcricdo génica (rs1049481) na
regido 3'UTR, cujo significado clinico no site ClinvVar-NCBI é descrito como
benigno(59,60).

Nossos achados sobre a distribuicdo das variantes no gene CALR na populacao
estudada estdo em concordancia com a literatura. Um estudo coordenado por Sun C et. al,
identificou variantes CALR em 30% da populagéo com TE (61). Rumi E et al, com 24,5%
em TE (55) e Lin N et al, que encontrou 20% em TE e 28% em MF(62)Enquanto, Safavi
M. et al, com 26,3% de pacientes com NMPs com variantes para o gene CALR (63). E no
Brasil em pacientes com MF, revelou que 37% tiveram variantes no gene CALR (64). Esses
estudos reforcam a importancia da investigacdo genética para o apoio ao diagndstico.

A distribuicdo dessas variantes difere de acordo com a neoplasia. Geralmente é
encontrada a prevaléncia da variante tipo 01, rs1555760738 (c.1099 1150del), em
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individuos com MF, enquanto a variante tipo 02, rs765476509 (c.1154 1155insTTGTC),
sdo distribuidas entre os dois grupos TE e MF (5,52).

Categorizado como CALR tipo 2, a rs765476509 no presente estudo foi observada
com maior prevaléncia em pacientes com TE, corroborando com o observado nos estudos
de Witold Prejzner et al., e Rattarittamrong E. et al.,(65,66), no Brasil por Neto P et al., e
Monte-Mor B et al., (67,68). No entanto trabalhos como de Pan Y. et al, Sun C et al.,
Gulbay G. et al., Safavi M. et al., Tefferi et al., e Pietra et al. relatam inversdo da frequéncia
de distribuicdo, com maior prevaléncia da variante CALR tipo 1 nas populacdes
respectivamente estudadas (32,49,51,61,63,69).

Associando essas variantes aos dados clinicos, os pacientes com a variante tipo 02
com TE apresentaram aumento de plaquetas, dados também semelhantes em outros estudos
(32,51,53,67,68,70). Observou-se que os subtipos de variantes ndo apresentaram um
impacto profundo entre os demais resultados laboratoriais, confirmando com outros
estudos realizados (49,51,66,69).

Entre nossas amostras de pacientes com MF, a analise seguiu de forma descritiva
devido ao nimero limitado de amostra disponivel. Foram identificados dois individuos
com variantes CALR de subtipos diferentes, sendo CALR tipo 1 em heterozigose e CALR
tipo 02 em homozigose, sendo essa considerada uma varia¢do rara em NMPs (17,18).

Ao avaliarmos o paciente com a variante tipo 01 em relacdo ao paciente com a
variante tipo 02, observa-se que o segundo possui alteracdo nos dados RBC, Hto, Hb,
VCM, HCM, CHCM e trombocitopenia significativa. Esses dados nos levam a supor que
a variante tipo 02 em homozigose pode contribuir para uma maior gravidade evolutiva da
doenca e ainda considerando-se se tratar de um paciente jovem (47 anos) (52,68,71).

Destaca-se que no paciente com a variante tipo 01 houve aumento significativo de
plaquetas e que 0s pacientes sem variantes apresentaram os dados supracitados dentro dos
parametros de referéncia(68). Estudos posteriores devem ser realizados para essa
investigacao.

As observacdes encontradas em nosso estudo estdo em consonancia com trabalhos
ja descritos em MF. Tefferi et al., demostrou em dois estudos diferentes que CALR tipo 2
esta mais associado a quadros clinicos mais complexos, incluindo leucocitose, presenca de
blastos, esplenomegalia palpavel e menor sobrevida (72,73), resultados também

observados nos estudos de Li et al., e Kim H et al.,(28,74) No entanto, Pietra et al, ndo
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encontrou diferengas significativas nos pardmetros clinicos e laboratoriais entre 0s
subtipos de variantes em MF relacionado a idade, hemoglobina , leucdcitos, blastos e
plaquetas (32).

Pouco se conhece sobre os mecanismos real que induz a ativagdo constitutiva
independente de citocinas em células hematopoiéticas. A teoria indica que a presenca de
variantes 0 CALR tipo 2, retenha trechos mais logos de aminoacidos acidos (cargas
negativas) em relacdo a CALR selvagem, gerando uma neutralizacdo de cargas eletrénicas
pela entrada de aminodcidos basicos (cargas positivas). Enquanto CALR tipo 1 gera
encurtamento da sequéncia de aminoacidos de cargas negativas alterando a estrutura hélice
do dominio formando proteinas mais alterada, impactando nas ligacfes de ions de calcio
citoplasmatico, de ligagdo direta ao receptor MPL contribuindo para a patogénese da TE e
MF (5,15,17,32,73,75,76).

Considerando MF, tendo somente duas representac6es de subtipos de variantes, ndo
podemos fechar uma distribuicdo e perfil clinicos e genético da populacdo estudada.
Estudos adicionais em populacdes maiores devem ser realizados para se determinar a
frequéncia de variantes em TE e MF, assim como a influéncia terapéutica utilizada ao
tratamento (53,77,78). Deve-se considerar, ainda, 0 estudo em pacientes em inicio do
tratamento para melhor avaliagdo dos pardmetros clinicos e laboratoriais.

Os dados do presente estudo mostram a importancia da caracterizacdo genética de
pacientes com TE e MF para apoio ao diagnostico e avaliagdo do prognostico visando
melhores estratégias de tratamento, tendo em vista que as variantes possivelmente estdo

associadas a alteracGes nas plaquetas.
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7. CONCLUSOES

Nesse estudo,os pacientes TE incluidos, foram encontradas variantes na regido do éxon
09 do gene CALR, dentre essas as de identificadas como rs1555760738 (uma delecao de
52 pares de base) e rs765476509 (insercdo de 5 pares de bases). Com predominio da
rs765476509. Enquanto em grupo de MF, evidenciadas somente duas variantes uma
heterozigose e outra homozigose; rs1555760738 e rs765476509 respectivamente.

Individuos TE com as variantes rs1555760738 e rs765476509, ambas demostraram o
aumento de plaquetas acima dos valores de referéncia, tendo o destaque para niveis mais
elevados com a rs765476509. Aos individuos com TE com a rs1555760738, tiveram
alteracdes discretas no perfil clinico-laboratorial.

Os pacientes MF, os individuos com as variantes rs1555760738 e rs765476509
apresentaram perfil clinico-laboratorial divergentes, o que indica a necessidade de mais

estudos para compreender melhor o perfil destes grupos.
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9. ANEXOS
9.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Fundacdo Hospitalar
de Hematologia

e Hemoterapia

do Amazonas

§ HEMOAM

TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Conforme Resolucio N° 466/12 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

O presente documento visa convida-lo para participar no projeto de pesquisa que tem por
titulo:*“Caracterizacio molecular de pacientes com neoplasias mieloproliferativas
cronicas”, sendo a pesquisadora responsavel: Dra. Andréa M. Tarragd e colaboradores.
Assim, o estudo tem como objetivo caracterizar as alteragdes genéticas que estdo presentes
em pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas: Leucemia mieldide cronica

(LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose primaria (MP).

JUSTIFICATIVA: Mediante da sua participacdo nesta pesquisa, a Fundagao Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia de Amazonas- HEMOAM permitira oferecer ferramentas no
diagnostico/prognostico em pacientes que sejam atendidos na Fundacao com doencas no
sangue chamadas neoplasias mieloproliferativas cronicas. Assim como compreender novos
conhecimentos que provocam grande impacto no acompanhamento do tratamento destas
doencgas. No Estado de Amazonas ndo existem pesquisas sobre estudo molecular de
Neoplasias Mieloproliferativas cronicas, que identifiquem alteragdes em genes denominados
JAK2, MPL e CALR, importantes no desenvolvimento de doencas no sangue (neoplasias
mieloproliferativas cronicas).O estudo proposto abrange seres humanos; portanto envolve

certos riscos/ desconfortos e beneficios, os quais sdo apresentados a seguir:

RISCOS E DESCONFORTOS: Sua participagdo nesta pesquisa niao esta associada a
nenhum tipo de risco, os unicos desconfortos estao associados ao processo de coleta do
sangue, manifestando uma possivel apari¢cao de hematoma, sangramento no sitio de pungao,
ardor causado pelo alcool, lesao de nervo (raramente), nauseas, vomitos ou desmaios.
Ressalta-se que a equipe de coleta de amostras € altamente qualificada, os quais possuem
manuais e treinamentos para identificar e tratar reagdes que possam surgir durante ou apos

extragao do sangue.
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BENEFICIOS: Os beneficios indiretos da sua participagdo nesta investigagdo estio
direcionados ao estudo molecular (material genético) de doengas no sangue chamadas
neoplasias Mieloproliferativas cronicas na populagdo Amazonense e a aquisi¢ao de novos
conhecimentos que provocam grande impacto no monitoramento e tratamento destas
doengas. Com 1sso, a realizagao desta pesquisa contribuira a aplicagao de ferramentas
diagnosticas/prognosticas a favor da populagao em estudo; nao originando nenhum tipo de

beneficio direto ou remuneracao de nenhuma espécie para os participantes desta pesquisa.

Em caso de vocé aceitar participar do estudo, serdo realizados os seguintes

procedimentos:

PROCEDIMENTO DE COLETA DO SANGUE/ ANALISE LABORATORIAL: Sera
extraida uma amostra de sangue, limpando o sitio de puncao com algodao e alcool,
empregando agulhas e tubos plasticos novos e estéreis. As amostras do sangue serao
coletadas em quatro tubos (um com tampa azul, um com tampa amarela e dois com tampa
roxa), utilizando um volume de sangue acorde as indicagdes do fabricante. Ao finalizar a

puncao, a amostra se armazenara em condigoes Otimas até sua analise laboratorial.

REVISAO DE PRONTUARIOS MEDICOS: Serio revisados os seus prontuarios médicos
tanto nos arquivos fisicos como nos arquivos digitais (arquivos armazenados no sistema do
HEMOAM) para obten¢ao de dados clinicos como Sexo, Idade, diagnostico (CID= Codigo
estabelecido para uma determinada doenga) resposta ao tratamento e quadro clinico
manifestado.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia,
devera falar para alguém da equipe da pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia,
podera contactar diretamente Dra. Andréa Monteiro Tarrago, pesquisadora responsavel pelo
estudo, através do telefone 92) 99136-0001 ou por e-mail

andrea_s_monteiro@hotmail.com. Nos lhe daremos toda assisténcia integral e gratuita e que

for necessaria para garantir seu bem-estar e do seu acompanhante. A equipe da pesquisa ira
garantir que vocé receba assisténcia imediata para reparacao a dano (caso tenha quaisquer
tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios), sofridos no decorrer de sua

participacao na pesquisa, previsto ou nao neste documento.
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Apos conhecer os procedimentos que serao realizados para desenvolver o estudo,

vocé devera saber o seguinte:

VOLUNTARIEDADE: Sua participacao neste estudo é totalmente voluntaria. Vocé tem o
direito a recusar-se a participar ou retirar-se do estudo em qualquer momento, sim que esta
decisao afete a qualidade de atendimento médico (ou de outra indole) no HEMOAM. Cabe

mencionar, que vocé nao perdera nenhum direito legal por assinar este documento.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais
referentes a participagdo neste estudo permanecerdao confidenciais durante o
desenvolvimento da pesquisa toda, ndo sendo divulgados de forma a declarar a sua
identidade. Assim mesmo, os dados obtidos de testes realizados poderao ser utilizados de
forma anénima para publicagdes cientificas ou ser apresentados em uma reunido cientifica.
Em caso de duavidas, dentincias ou reclamacoes sobre a sua participagao e sobre questdes
éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM); e-mail:
cephemoam(@gmail.com; enderego: na Av. Constantino Nery, 4397-Chapada, Bloco A, 2°
andar, Sala 13 (CEP-HEMOAM), Chapada, Manaus - AM; telefone: (92) 3655-0114. O
horério de funcionamento do CEP ¢ de 8 as 14 horas, de segunda a sexta-feira.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado
(sangue) sera utilizado somente para o que se propoe neste estudo e solicitamos a sua
autorizagao para armazenamento de material para estudos futuros. Garantimos que toda nova
pesquisa a ser realizada utilizando as amostras armazenadas sera submetida a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa — CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa — CONEP.

Desta forma, o Sr. (a) autoriza que o seu sangue seja guardado para pesquisas futuras
relacionadas com o estudo de alteracoes genéticas que desenvolvem doengas no sangue?

( )Sim ou ( )Nao
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CONSENTIMENTO POS-INFORMACAQO

Apos ter recebido informacgdes claras, eu concordo em participar do estudo em

questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador) (Impressao dactiloscopica)

Manaus, / /
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9.2 PARECER CONSUBSTANCIADO DO PROJETO CARACTERIZACAO
MOLECULAR DE PACIENTES

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W mo
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE PACIENTES COM NEOPLASIAS
MIELOPROLIFERATIVAS CRONICAS

Pesquisador: ANDREA MONTEIRO TARRAGO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 39991420.6.0000.0009

Instituicdao Proponente: Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.450.813

Apresentacao do Projeto:

As Neoplasias Mieloproliferativas crénicas sdo doencgas clonais causadas pela proliferagcdo aberrante de
células hematopoiéticas na medula éssea. Caracterizam-se por rearranjos genéticos cujos produtos atuam
nas principais vias de transducao de sinais celulares (JAK/STAT, a via PI3K-AKT e proteinas da via MAPK)
que conduzem a uma superproducdo simples ou multilinear dos elementos eritréides, mieldides e
megacariociticos. Entre as neoplasias mieloproliferativas crénicas mais frequentes destacam: Leucemia
Mieldide Crénica (BCR-ABL1 +), Policitemia Vera, Trombocitemia Essencial e Mielofibrose Primaria; estas
ultimas classificadas como BCR-ABL.

As neoplasias mieloproliferativas crénicas representam um grupo heterogéneo de

doencas clonais da célula progenitora hematopoiética, sendo caracterizadas por proliferacédo elevada, mas
com diferenciacdo e maturacao relativamente preservadas.

Nos ultimos anos, diversos estudos permitiram a descoberta das bases moleculares

dessas doencas, que tém, em comum, a ativacdo constitutiva da tirosinoquinase decorrente de mutagdes
adquiridas pela célula-tronco hematopoética.

Sabe-se que a detecgcdo de mutagdes nos genes JAK2, MPL e CARL e o conhecimento de fatores genético
individuais podem contribuir para uma melhor avaliagdo prognéstica dos pacientes com NMC que, apesar de
diagnodstico definido respondem de forma diferente durante o curso do tratamento. Assim, ao conhecer o
background genético dos pacientes espera-se tracar um perfil

Endereco: Av. Constantino Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)

Bairro: Chapada CEP: 69.050-002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cep@hemoam.am.gov.br
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Continuacéo do Parecer: 4.450.813

clinico baseadas nas variantes encontradas nesta populagdo a fim de que biomarcadores moleculares
sejam utilizados para ajudar a controlar o avanco da doenca.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar molecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas crénicas: Leucemia mieloide
crénica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose primaria (MP).
Objetivo Secundario:

+ Rastrear a translocagdo BCR-ABL1 p210 mediante analise de transcritos b2a2 e b3a2,;

* Determinar a frequéncia de mutagdes nos genes JAK2 (JAK2V617F, éxon 12), CALR (mutagdes éxon 9) e
MPL (mutagdes éxon 10); « Avaliar a presenca simultanea da mutagcdo BCR-ABL1 e JAK2V617F;

* Identificar o haplétipo do gene JAK2 (pesquisa do alelo G pelo SNP rs10974944);

* Avaliar a associagdo da presenca do alelo G com a mutacdo V617F do gene JAK2;

+ Associar as mutagdes nos genes JAK2, MPL e CALR com caracteristicas clinicas e laboratoriais.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos da pesquisa caracterizam-se por perda de amostras, de informagdes dos pacientes e quebra de
sigilo. A fim de evita-los, as amostras serdo identificadas e armazenadas corretamente tornando-se viaveis
para estudos futuros. Os dados pessoais dos participantes da pesquisa serdo armazenados em planilha do
software Microsoft Excel, acessivel somente aos pesquisadores do estudo em estado de sigilo e garantindo
a nao utilizacdo das informacgdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Beneficios:

Os beneficios da participacado nesta investigagcao estédo direcionados ao estudo molecular das neoplasias
Mieloproliferativas crénicas BCR-ABL1 negativas na populagdo Amazonense, a compreensao de novos

achados genéticos que geram grande impacto no manejo e tratamento destas malignidades hematolégicas.

Com isso, a realizagdo desta pesquisa contribuira a aquisicdo de ferramentas diagnésticas/progndsticas a
favor da populagao alvo.

Endereco: Av. Constantino Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)

Bairro: Chapada CEP: 69.050-002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cep@hemoam.am.gov.br
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Projeto bem delineado, metodologia coerente com objetivos e cronograma.
Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1)Folha de rosto anexada a PB;

2)Cartas de anuéncia anexadas a PB;

3)Termo de Consentimento Livre e Esclarecido anexado a PB;

4)Instrumento da Pesquisa junto com o projeto anexado a PB;

)
)
)
)
5)Riscos: Anexados a PB;
6)Beneficios: Anexados a PB;
7)TCUD anexado a PB;
8) Curriculo lattes do pesquisador responsavel anexado a PB.
)

9) Cronograma: Adequado.

Recomendacoes:

Vide conclusdes ou pendéncias.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O projeto é importante para caracterizar molecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas
cronicas: Leucemia mieloide crénica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e
Mielofibrose primaria , sendo viavel do ponto de vista ético e de acordo com a Resolugdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude (CNS).

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1658907 .pdf 18:46:29
TCLE / Termos de | TCLEfinal.pdf 04/12/2020 | ANDREA Aceito
Assentimento / 18:46:00 |MONTEIRO
Justificativa de TARRAGO

|Auséncia
Qutros AndreaTarrago.pdf 02/12/2020 |ANDREA Aceito
18:05:17__|MONTEIRO
Projeto Detalhado / |projeto.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Brochura 16:49:52 [ MONTEIRO

Endereco: Av. Constantino Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)
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Investigador projeto.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito
16:49:52 | MONTEIRO

TCLE / Termos de |tcle.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito

Assentimento / 16:42:42 |MONTEIRO

Justificativa de TARRAGO

Auséncia

Outros teud.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito
16:38:18 | MONTEIRO

Declaracédo de hemoam.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito

Instituicdo e 16:35:37 |MONTEIRO

Infraestrutura TARRAGO

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito
16:29:12  [MONTEIRO

Outros labgen.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
16:23:30 | MONTEIRO

Outros SAME.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
16:23:05 | MONTEIRO

Declaracédo de Emanuela.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 16:20:31 MONTEIRO

Declaracédo de Lucivana.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 16:20:05 | MONTEIRO

Declaracédo de Wanessa.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 16:17:36 | MONTEIRO

Declaragdo de Nelson.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 16:17:18 | MONTEIRO

Declaragdo de Dania.pdf 09/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 16:16:56 | MONTEIRO

Declaragdo de Miliane.pdf 06/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 18:14:02 | MONTEIRO

Declaragéo de Juliana.pdf 06/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 18:13:26 | MONTEIRO

Declaracéo de Adriana.pdf 06/11/2020 |ANDREA Aceito

Pesquisadores 18:12:50 | MONTEIRO

Declaracédo de Allyson.pdf 06/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 18:12:19 | MONTEIRO

Declaracédo de Andrea.pdf 06/11/2020 | ANDREA Aceito

Pesquisadores 18:12:01 MONTEIRO

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néao

Enderego: Av. Constantino Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)

Bairro: Chapada
UF: AM
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SONIA REJANE DE SENNA FRANTZ
(Coordenador(a))
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INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA

~ IDENTIFICACAO DE VARIANTES NO EXON 09 DO GENE CALRETICULINA (CALR) EM PACIENTES COM TROMBOCITEMIA
ESSENCIAL E MIELOFIBROSE
Cédigo | Genero | Idade | Neoplasia | Esplenomegalia | ,  EVeNtos Eventos | ppc | Hto | Hba | VCM | HCM | CHCM | WBC | PQT | TP | INR | TTPa | FIB | LDH | AU

hemorréagicos

tromboticos
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9.4 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA EXTRACAO DE
DNA COM REAGENTE BRAZOL

1.0. Fase pré-extracao de DNA:

1) Separar as amostras que serdo extraidas e descongelar naturalmente;

2) Certificar que o banho-maria estd na temperatura ideal de 56°C;

3) Verificar a disponibilidade de microtubos de 2.,0 mL e 1,5 mL e identifica-los;
4) Verificar se existe quantidade suficiente de etanol 100% e cloroférmio;

5) Separar caixa com gelo para manter os reagentes (todos devem ser mantidos no gelo).

2.0. Fase de extracido de DNA:

1) Pipetar 200 pL (microlitros) da amostra de sangue em um microtubo de 2,0 mL,
devidamente identificados. A amostra deve ser homogeneizada antes de pipetar. Em
algumas situacdes € possivel pipetar o buffy coat.

2) Adicionar 400 uL de Brazol gelado (4°C) e agitar no vortex até a amostra adquirir
aspecto homogéneo;

3) Adicionar 100 pL de cloroformio gelado (4°C) e misturar no vortex até a amostra
adquirir uma coloracao “cor de chocolate”;

4) Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C);

5) Apos a centrifugacado, retirar o microtubo cuidadosamente da centrifuga e verificar se a
solucdo esta dividida em duas partes;

6) Pipetar cuidadosamente a fase superior (SOBRENADANTE) e transferir para tubos de
1,5 mL identificadores corretamente.

3.0. Fase de precipitacio do DNA gendmico:

1) Adicionar 500 pL de etanol 100% gelado (armazenado a 4°C), homogeneizar no vortex
e observar a formagdo de um precipitado. O precipitado ¢ usualmente visualizado em 30 —
60 segundos;

2) Centrifugar por 15 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C);

3) Descartar o sobrenadante e adicionar novamente 500 pL de etanol 100% gelado
(armazenado a 4°);

4) Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A;

5) Descartar o sobrenadante;

6) Remover o etanol residual com pipeta e colocar no banho seco 56°C por 10 minutos;

7) Adicionar 100 pL de agua destilada estéril em cada tubo (H20dd) — OBS.: adicionar
primeiro 50 puL, ver a concentragdo e, se necessario, adicionar mais 50 pL em casos em que
a concentracdo esta alta. Se estiver baixa (abaixo de 50 ng) adicionar apenas 50 pL.
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IMPORTANTE: verificar se ndo ha residuo de etanol antes de adicionar agua
destilada estéril para diluir o DNA (residuos de etanol podem inibir 0 DNA);

8) Quantificar o DNA gendmico no Nanodrop;

9) Separar uma aliquota de 5 pL para correr em gel de agarose a 1%;

10) Armazenar o DNA purificado a 4°C ou -20°C
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9.5 PROTOCOLO - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE: EXON 09 GENE

CALR

1. Dados do primer

Primer qu,u_er;?;a Tm | Amplicom
éxon 09 FW GGC GTA ACAAAG GTGAGG C 60°C 990 bb
éxon 09 RW CAG CAACCTCTCTAGCAATAGC P

2. PCR
MIX PARA PCR
Regentes Concentracao da reacao 1 reacdo (VF =25 uL)
H.O - 11,05
Tampao (10x) 1x 2,5
MgCl, (50Mm) 1,5mM 0,75
Primer FW (10 uM) 0,2 uM 1
Primer RV (10 uM) 0,2 uM 1
dNTP mix (10 mM) 0,2 mM 2,5
TAQ 5U/uL 0,04 U 0,2
DNA > 30 ng 6 ng/ul
TOTAL - 25 L (24 uL + 1 uL DNA)

3. Programacdo do termocilador

CICLAGEM PARA PCR- CALR
Temperatura Fase Tempo Ciclos

94°C Desnaturagéo inicial 5 minutos 1
94°C Desnaturacao 30 segundos
60°C Anelamento 30 segundos 35
72°C Extensdo 1 minuto
72°C Extensao final 7 minutos 1
4°C 0 - -

Ao final: Correr as amostras em gel de Agarose ao 1,5 % corado com brometo de etidio
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9.5.1 PRODUTOS OBTIDOS DAS REAGCOES EM CADEIA DA POLIMERASE -
ELETROFORESE

HEEPREERRRE S R

Figura 1: Amplificacdo do extremo 3" da regido codificante do gene CALR determinada pelo fragmento de
990 pb. Linha L: Ladder 100 pb; Linha B: Branco; Linhas 1-16: amostras de pacientes incluidos no
estudo.

Figura 2: Amplificagdo do extremo 3" da regido codificante do gene CALR determinada pelo fragmento de
990 pb. Linha L: Ladder 100 pb; Linha B: Branco; Linhas 17-29: amostras de pacientes incluidos no
estudo.
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Figura 3: Amplificacéo do extremo 3" da regido codificante do gene CALR determinada pelo fragmento de
990 pb. Linha L: Ladder 100 pb; Linha B: Branco; Linhas 17-29: amostras de pacientes incluidos no

estudo.

Figura 4: Amplificacéo do extremo 3" da regido codificante do gene CALR determinada pelo fragmento de
990 pb. Linha L: Ladder 100 pb; Linha B: Branco; Linhas 62-88: amostras de pacientes incluidos no
estudo.
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Figura 5: Amplificacéo do extremo 3" da regido codificante do gene CALR determinada pelo fragmento de
990 pb. Linha L: Ladder 100 pb; Linha B: Branco; Linhas 90-102: amostras de pacientes incluidos no

estudo.

93 101 103 104 106 B

Figura 5: Amplificacéo do extremo 3" da regido codificante do gene CALR determinada pelo fragmento de
990 pb. Linha L: Ladder 100 pb; Linha B: Branco; Linhas 84-106: amostras de pacientes incluidos no
estudo.
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9.6 PROTOCOLO: PRECIPITACAO DE PRODUTO DA PCR COM
POLIETILENOGLICOL (PEG)

A precipitacdo com PEG atua como meétodo de purificacdo da PCR com objetivo de
remocao de oligos e nucleotideos ndo incorporados na PCR que poderiam interferir na
reacdo de sequenciamento. Apresenta um bom rendimento, podendo utilizar somente 0,5-
1 ul da amostra na reacédo de sequenciamento. O método ndo é recomendado para PCR com
bandas inespecificas ou como primer-dimers.

Antes de iniciar o procedimento:

- Armazene etanol 80% a -20 C. (utilizar etanol 80% ou preparar a partir de etanol absoluto
C1V1=C2V2, sendo V1 meu X)

-Programe o banho-maria seco a 37° C.

-Prepare placas de sequenciamento ou tubos de maximo 1,5 mL.

-Em caso necessério, preparar o PEG 20% W\V PEG 2,5 M NaCl) Para sua preparacéo,
usar:

10 g de PEG 8000

7,3 g de NaCl

Adicione 35 mL de ddH20. Agite para solubilizar o PEG durante 20 min ou até solubilizar.
Ap0s agitacdo, completar o volume para 50 mL com ddH20.

Procedimento:

1-Transfira o volume do PEG no tubo de 1,5 mL ou na placa de sequenciamento.
*LEMBRE-SE: O volume de PEG a ser adicionado deve ser igual ao volume da PCR.
Neste caso 20 uL + 20 uL.

2-Transfira o volume do amplicon no tubo de 1,5 mL ou na placa de sequenciamento. 3-
Agite suavemente por 10 seg (em caso de ser tubo) e incube a 37° C por 15 min.

4-Ap0s incubacdo, centrifugue a 2500 rcf (6000 rpm) por 15 min a temperatura ambiente
em caso de ser tubo. Em caso de ser placa centrifugar entre 2200-2500 rcf por 25 min a
temperatura ambiente.

5-Descarte 0 sobrenadante (por inversdo da placa) e adicione 125 uL de etanol 80% gelado
e em seguida centrifugue a 1450 rcf (4500 rpm) por 2 min a 4° C.

6-Descarte o0 sobrenadante, dei um spin com a placa invertida e deixe secando a 60°C por
10 min para remocdo de residuos de etanol. Deixe a placa sem adesivo. Em caso de tubos,
a secagem pode ser a 37°C entre 20-50 min.

7-Certifique a auséncia de residuos de etanol e adicione H20 milli Q ou ultrapura,
adicionando o mesmo volume inicial da PCR (20 uL). *LEMBRE-SE: Amostras com
banda fraca ou pouca quantidade de amostra devem ser ressuspendidas em menor
quantidade de H20, 12 uL de agua.

8-Homogenice e armazene a amostra a -80°C. *LEMBRE-SE: Antes de armazenar as
amostras a -80°C, armazene a 4-5°C por algumas horas para melhor eluicdo de DNA.

9- Quantificar as amostras pelo menos 3 dias apds precipitacdo, passando do freezer (-

80°C) a geladeira 4-5°C pelo menos 2 H antes da quantificacéo.
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9.7 PREPARACAO DO MASTEX MIX PARA SEQUENCIAMENTO

1- Preparar o mapeamento de amostras, colocando as amostras por duplicata (metade da
placa para leitura de Primer Forward e a outra metade para leitura do Primer Reverse),
sendo o nosso protocolo de trabalho o seguinte,

2- Aliquota do Primer-Forward e do primer reverse utilizados na PCR. (Calcular a
quantidade a utilizar segundo nimero de amostras).

3- Preparar os tubos com os seguintes reagentes;

Mix de Reacéo de Sequenciamento ( Sanger)

Reagente 1 Reacdo Vol (1uL) 22 Reagoes (Vol uL)
H20 ultrapura 4,5 99
Tampéo 5X 2,0 44
Primer [3.3 Mm] 1,0 22
BigDye 0,5 11
DNA 2,0/1,5/1,0 2
TOTAL por pogo/tubo 10 10

4- Apbs mescla, levar para termociclador e preparar a seguinte programacao de ciclagem:

Stage 1 96°C por 1 min 1 ciclo
96°C por 10 seg
Stage 2 55°C por 15 seg 15 ciclos
60°C por 1 min, 15 seg
96°C por 10 seg
55°C por 15 seg
Stage 3 60°C por 1 min, 30 seg 5 ciclos
55°C por 15 seg
60°C por 1 min, 15 seg
96°C por 10 seg
Stage 3 55°C por 15 seg 5 ciclos
60°C por 1 min, 30 seg
96°C por 10 seg
Stage 4 55°C por 15 seg 5 ciclos
60°C por 2 min
Stage 5 4°C, 1 ciclo
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9.8 PURIFICACAO DO SEQUENCIAMENTO (METODO EDTA/ETANOL)

1- Apos reacdo de sequenciamento, centrifugar a placa a 2000 rpm x 2 min a 4°C.
2- Em cada pogo, adicionar:
-2,5uL de EDTA (125 mM)
- 25 uL de etanol 100% gelado
3- Realizar um spin e incubar a temperatura ambiente e protegido da luz por 15 min.
4- Centrifugar a 2000 rcf x 45 min a 4°C.
5- Inverter a placa na pia para descartar material ndo aderido na reagéo e centrifugar a placa
invertida a 100 rcf x 1 min.
6- Adicionar 35 uL de etanol 70% (temperatura ambiente) em cada poco.
7- Centrifugar a 1650 rcf por 15 min a 4°C.
8- Inverter a placa na pia para descartar material ndo aderido na reacao e centrifugar a placa
invertida a 100 rcf x 1 min.
9- Secar a placa no termociclador a 60°C x 10 min (OBSERVACAO: Colocar a placa sem
tampa).
10- Armazenar a -20°C as placas até realizar leitura no sequenciador. As placas podem
ficar até 1 més. Em caso de ler no mesmo dia ndo congelar.

9.9 PREPARACAO DE AMOSTRAS PRE-LEITURA NO SEQUENCIADOR

Prepare o termociclador ou termobloco a 95°C.

1-Nas amostras que foram armazenadas a -20°C, adicione 10 uL de Formamida em cada
pOGoO.

2- Realizar um breve spin na placa.

3- Aquecer a placa no termociclador a 95°C por 1 minuto.

4- Ler no sequenciador. (Em caso de ndo ser lidas nesse momento congelar a -20°C)
LEMBRE-SE de manter sempre a placa protegida da luz.
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9.10 VARIANTES IDENTIFICADAS POR SEQUENCIAMENTO DE SANGER

A A _ K =QeEE K =Dm K Q D
‘{“»‘ \
Ly A{“\“ 3(\(\&“1* [y W\l

p.L367Tfs*46 €.1099_1150del

p-K385Nfs*47  c.1154_1155insTTGTC

K ISR A EERENDEE K K

r," A f\
y

4 1
GGA

p.E386Cfs*46 c.1155_1156insTGTCG

EEENTE.CROSSRST ROSK

fil f [ i = R
|l ) Noall afd \
gl bl AWV

p.E386Cfs*46 c.1154_1155insATGTC

Figura 17: Eletroferograma com presenca das variantes CALR. (A) variante tipo 1 (delecdo de 52 pares de bases;
€.1099_1150del); (B) variantes tipo 2 (insercdo de 5 pares de bases; ¢.1154_1155insTTGTC ); (C) variantes tipo 2
(insercdo de 5 pares de bases; ¢.1155 1156insTGTCG); (D) variantes tipo 2 ( inser¢do de 5 pares de bases;
¢.1154_1155insATGTC) encontrado neste estudo.
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Figura 18: Eletroferograma de alguns pacientes mostrando a presenga das variantes rs1049481 G> C, T. (A)
Heterozigose G/T e (B) Homozigose TT



