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RESUMO

As neoplasias mieloproliferativas cromossoma de Filadélfia negativas (NMP-Ph’) sdo patologias
hematopoiéticas cronicas caracterizadas pela expansdo clonal de células mieléides maduras, de
linhagem diferente consoante o subtipo de doenca. Com a revisdo da classificacdo das
neoplasias mieldides cronicas pela OMS em 2016, a subcategoria das NMP-Ph inclui a
Policitemia vera (PV), a Trombocitemia essencial (TE), Mielofibrose priméaria (MFP) e
Mielofibrose primaria pré-fibrética (pre-MFP). A histdria natural destas doencas é caracterizada
por uma hematopoiese extramedular e complicages trombohemorragicas, sendo que os eventos
potencialmente mais graves sdo a evolucéo para mielofibrose ou a transformacdo em leucemia
mieldide aguda. A informacdo gendmica tem tido um papel principal na descoberta das
mutacBes promotoras dos mecanismos fisiopatoldgicos destas patologias, tendo comegado com
a descoberta das mutagdes da tirosina cinase JAK2 (mutagdo JAK2V!'F e no exdo 12), no gene
do recetor da trombopoietina (MPL) e diferentes tipos de mutacGes do gene da calreticulina
(CALR).® O surgimento das técnicas de nova geracdo na sequenciacdo de genes, permitiu a
identificacdo de novas mutacgdes adicionais, nomeadamente em genes envolvidos na regulacéo
epigenética ou sinalizacdo intracelular, mas que ndo sdo especificas das NMP-Ph". Foi ja
identificada uma assinatura de “alto risco molecular” em doentes com MFP, composta por
mutagbes em cinco genes (ASXL1, EZH2, IDH1, IDH2 e SRSF2) que predizem pior
sobrevivéncia global e risco aumentado de transformacgdo leucémica. Veremos de que forma
estas alteraces genéticas contribuem e influenciam o prognostico dos doentes com NMP-Ph-, e
como a informagéo de variaveis clinicas e/ou moleculares é utilizada na elabora¢édo dos modelos
de prognostico. O Trabalho Final exprime a opinido do autor e ndo da FML.

Palavras-chave: neoplasias mieloproliferativas; cromossoma Filadelfia negativas; fatores de
risco; prognostico; estratificagdo do risco;

ABSTRACT

Philadelphia chromosome negative myeloproliferative neoplasms (MPN-Ph’) are chronic
myeloproliferative neoplasms characterized by clonal expansion of an abnormal hematopoietic
progenitor cell, of different myeloid lineage depending on the disease subtype. With the 2016’s
WHO revised classification of chronic myeloid neoplasms, MPN-Ph- is an operational sub-
category which includes Polycythemia vera (PV), Essential thrombocythemia, Primary
myelofibrosis (PMF), and prefibrotic Primary myelofibrosis (pre-PMF). Their natural history is
characterized by extramedullary hematopoiesis, thrombo-hemorrhagic complications, but the
most potentially aggressive events are a propensity to transform into myelofibrosis and
leukemic transformation into acute myeloid leukemia. Genomic information has played a major
role in the discovery of principal pathogenetic driver mutations of MNP-Ph", beginning with the
JAK2 tyrosine kinase (JAK2V®'F and exon 12), thrombopoietin receptor gene (MPL) and
different types of calreticulin’s gene mutations (CALR). The development of next generation
sequencing has allowed the identification of several additional acquired mutations in Ph-
negative MPNs, namely epigenetics regulators, intracellular signaling, or spliceosome genes’,
however these mutations are not restricted to MNP-Ph". A “high molecular risk” signature was
recently identified in patients with PMF, composed by mutations in five genes (ASXL1, EZH2,
IDH1, IDH2 e SRSF2), who have significantly shorter overall survival and enhanced risk of
transformation to acute leukemia. We shall see how these genetic alterations affect and
determine the MNP-Ph patients’ prognosis, and how this information is translated into
prognostic models. This Final Work expresses the author’s opinion and not that of FML.

Keywords: myeloproliferative neoplasms; Philadelphia chromosome negative; risk factors;
prognosis; risk stratification;



Lista de abreviaturas:

CALR Mutacéo gene calreticulina
HMR High molecular risk
HR Hazard ratio

IWG-MRT International Working Group-Myeloproliferative Neoplasms Research
and Treatment

JAK?2 Janus Kinase 2

JAK2V6L'F  Mutacdo V617F no gene da Janus Kinase 2
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OR Odds ratio

pre-MFP Mielofibrose primaria pré-fibrotica
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TE/ET Trombocitemia essencial
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INTRODUCAO

Nos altimos 50 anos tem havido
diversa investigacdo na area das
neoplasias  mieloproliferativas
(NMP), nomeadamente sobre a
leucemia  mielGide  cronica
(LMC).® O progresso clinico
noutros tipos de NMP tém sido
mais limitado, mas tem havido
novos avangos, nomeadamente
terapéuticos, em  algumas

patologias.®

O sistema de classificacdo dos
tumores hematopoiéticos pela
Organizagdo Mundial de Salde
(OMS)  foi

revisto. As NMP cromossoma

recentemente

LChronic myeloid neoplasms J

Myeloproliferative neoplasms (MPN)
Chronic myeloid leukemia (CML), BCR-4BL1"
Chronic neutrophiic leukemia (CNL)
Polycythemia vera (PV
Primary myeiofiorosis (PMF)
PMF, prefibrotic/early stage
PMF, overt fibrotic stage
Essential thrombocythemia (ET)
Chronic eosinophilc leukemia, not otherwise specited (NOS)
MPN, unclassifiable
Mastocytosis
Myeloid/lymphoid neoplasms with eosinophilia and rearrangement of
PDGFRA, PDGFRB, or FGFR1, or withPCM1-JAK2
Myeioid/lymphoid neoplasms with POGFRA rearrangement
Myeloid/lymphoid neoplasms with PDGFRE rearrangement
Myeloid/lymphoid neoplasms with FGFR1 rearrangement
Provisional entity: MyeloidAymphoid neoplasms with PCM1-JAK2
Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms (MDS/MPN)
Chronic myelomonocytic leukemia (CMML)
Atypical chronic myeloid leukemia (aCML), BCR-ABLT-
Juvenile myelomonocytic leukemia (JMML)
MDSAIPN wih ring sideroblasts and thrombocytosis (MDS/MPN-RS-T)
MDSMIPN, unclassifiable
Myelodysplastic syndromes (MDS)
MDS with single ineage dysplasia
MDS with ring sideroblasts (MDS-RS)
MDS-RS and single Ineage dysplasia
MDS-RS and muRiineage dysplasia
MDS with mutineage dyspiasia
MDS with excess biasts
MDS wih isolated del(Sq)
MDS, unclassifiable

Provisional entity: Refractory cytopenia of childhood

. . . 6 Myeloid neoplasms with germ line predisposition
de Filadelfia negativas (NMP- Tabela 1: Classificacdo OMS 2016 das neoplasias mieldides,
Ph), também designadas por in Tefferietal (2017) ©9

“BCR-ABLI negativas”, ¢ uma subcategoria operacional do grupo das NMP, que inclui
a Policitemia vera (PV), a Trombocitemia essencial (TE), Mielofibrose priméaria (MFP)

e Mielofibrose Primaria pré-fibrética (pre-MFP).® (ver tabela 1)

As NMP-Ph- sdo patologias hematopoiéticas cronicas caracterizadas pela expansao
clonal de celulas progenitoras hematopoiéticas mieldides, de linhagem diferente
consoante o subtipo de doenca, de forma independente dos mecanismos de regulacao e

que n3o apresentam displasia.®

A PV é uma patologia caracterizada por um aumento da massa de eritrocitos, que esta
associada principalmente a proliferacdo de células estaminais da linhagem eritroide da
medula 6ssea (MO).®) A TE caracteriza-se pela expansdo clonal da linhagem
megacariocitica na MO e contagem elevada de plaquetas no sangue periférico.®A MFP
apresenta um fendtipo heterogéneo, que se caracteriza pela proliferacdo anormal de

megacaridcitos, fibrose da medula 6ssea e citopenias variaveis.”



A historia natural destas doencas é marcada por uma predilecdo da hematopoiese
extramedular, pela presenca de complicacGes trombohemorrégicas, e a evolugcdo para

mielofibrose ou sofrerem uma transformagao leucémica (TL).®

A informacdo gendémica tem tido um papel principal na descoberta de mutacdes
promotoras dos mecanismos fisiopatologicos das NMP-Ph". Esse conhecimento tem
evoluido bastante nos ultimos 13 anos, desde a descoberta da mutacdo V617F no gene
JAK2 (JAK2Ve'Fy em 2005. Desde entdo, outras mutacBes somaéticas tém sido
identificadas, tais como as alteracdes recorrentes no gene do recetor da trombopoietina
(MPL), mutacdes do exdo 12 no gene JAK2, e mais recentemente em 2013, diferentes
tipos de mutagbes do gene da calreticulina (CALR).® Estas mutacdes sdo consideradas
as mutacOes classicas do fendtipo da doenga, uma vez que a expressdo destes genes
mutados em células da linhagem mielGide, provoca um crescimento acelerado ou
independente da acdo de citocinas nessas células, que € identificado nos doentes com
NMP-Ph~®

A mutacdo JAK?2 esta presente na maioria das NMP-Ph-, sendo que a JAK2V617F esta
presente em 95% dos doentes com PV e em 50-60% dos doentes com TE e MFP,
enguanto que a mutacdo JAK?2 do exdo 12 em 3% dos doentes com PV e ausente na TE
e MFP. Cerca de 20-30% dos doentes com TE e MFP sé&o caracterizados pela presenca
da mutacdo CALR e 3-5% pela mutacdo MPL. Os restantes 5-10% dos casos de TE e
MFP ndo apresentam nenhuma destas mutacdes, e representam um subgrupo

denominado “triplo negativo” (TN).©

No entanto, 0 ambiente mutacional das NMP-Ph é bastante mais complexo, e inimeras
novas mutacOes adicionais tém sido encontradas em genes envolvidos na regulagdo
epigenética, sinalizag@o intracelular ou na “maquinaria” de splicing dos genes. Estas
mutacdes adicionais, tanto podem ocorrer num periodo precoce da evolugéo da doenca,

como num estadio mais tardio.®

Para a realizacdo deste trabalho foi feita uma pesquisa bibliografica de artigos

cientificos publicados na PubMed (https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/pubmed/) com vista a

realizacdo de uma revisdo bibliografica sobre o tema das NMP-Ph’, com especial
incidéncia nos fatores de prognostico destas patologias. Pretende-se que este trabalho
represente uma ferramenta de auxilio a deciséo clinica na area das NMP-Ph", focando

aspetos relativos aos critérios de diagnostico, prognostico e estratificacdo de risco.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

Em 2001 a OMS introduziu critérios de diagnostico na classificacdo das NMP-Ph", que
foram atualizados em 2008, passando a incluir as mutacGes genéticas moleculares
(JAK2 e MPL) para além dos critérios laboratoriais e morfoldgicos (ver tabela 1 em
anexo). Da aplicacdo destes critérios emergiu uma nova epidemiologia clinica de
doentes com NMP-Ph".® A classificacdo da OMS das NMP-Ph~ foi novamente
atualizada em 2016 (ver tabela 2 e 3).

Polycythemia vera (PV)? Essential thrombocythemia (ET)®

Major criteria

1 Hemoglobin > 16.5 g/dL(men)Hemoglobin > 16.0 g/dL (women)or Platelet count >450x 10°/L
Hematocrit > 49% (men) Hematocrit > 48% (women) orincreased red
cell mass (RCM)*

2 BM biopsy showing hypercellularity for age with trilineage growth BM biopsy showing proliferation mainly of the megakaryocyte lineage
(panmyelosis) including prominent erythroid, granulocytic and with increased numbers of enlarged, mature megakaryocytes with
megakaryocytic proliferation with pleomorphic, mature hyperlobulated nuclei. No significant left-shift of neutrophil granulopoiesis
megakaryocytes (differences in size) or erythropoiesis and very rarely minor (grade 1) increase in reticulin

fibers®

3 Presence of JAK2 or JAK2 exon 12 mutation Not meeting WHO criteria for BCR-ABL1T + CML, PV, PMF, MDS, or other

myeloid neoplasms

4 Presence of JAK2, CALR or MPL mutation

1 Subnormal serum C’yt’VODO;DI?n level Presence of a clonal marker (e g.,, abnorma karyotype) or absence of

evidence for reactive thrombocytosis

PV diagnosis requires meeting either all three major criteria or the first two major criteria and one minor criterion
ET diagnosis requires meeting all four major criteria or first three major criteria and one minor criterion

“More than 25% above mean normal predicted value

dGrading of BM fibers

Tabela 2: Critérios diagnosticos da OMS 2016 para PV e TE, in Barbui et al (2018) 2

As principais alteracdes introduzidas em 2016 nos critérios diagnostico foram:

1. Introducéo de novos fatores moleculares, nomeadamente a mutacdo CALR, nos
critérios major de diagndstico da TE, pre-MFP e MFP;0)

2. Inclusdo da morfologia da MO como critério major de diagndstico; (ver tabela 4)

3. Diminuicéo do limiar dos valores de hemoglobina e hematdcrito no diagndstico
da PV. Estes novos valores de cut-off permitem fazer melhor a distingédo entre
TE com mutacao JAK2 e PV, introduzindo o conceito de PV “mascarada” (tipo
de PV que inicialmente se apresenta como TE, mas que depois se revela como
verdadeira PV);?



Primary myelofibrosis (PMF)?

Prefibrotic/early PMF (pre-PMF)

Overt PMF

Major criteria

1 Megakaryocytic proliferation and ;lepia", without reticulin fibrosis >
grade 1, accompanied by increased age-adjusted BM cellularity,

granulocytic proliferation and often decreased erythropoiesis

2 Not meeting WHO criteria for BCR-ABLT + CML, PV, ET, MDS, or other
myeloid neoplasm
3 Presence of JAK2, CALR, or MPL mutation or in the absence of these

i
mutations, presence of another clonal marker® or absence of minor

reactive BM reticulin fibrosis®
Minor criteria

1 Presence of one or more of the following, confirmed in two

consecutive determinations:

« Anemia not attributed to a comorbid condition
« Leukocytosis > 11 x 10%/L

- Palpable splenomegaly

« LDH level above the upper limit of the institutional reference range

Megakaryocyte proliferation and atypia® accompanied by either reticulin

and/or collagen fibrosis (grade 2 or 3)

Not meeting WHO criteria for BCR-ABL1 + CML, PV, ET, MDS or other

myeloid neoplasm
Presence of JAK2, CALR, or MPL mutation or in the absence, the presence of

another clonal marker® or absence of evidence for reactive BM fibrosis'

Presence of one or more of the following confirmed in two consecutive

determinations

« Anemia not attributed to a comorbid condition

« Leukocytosis > 11 x 107/L

- Palpable splenomegaly

« LDH level above the upper limit of the institutional reference range

« Leukoerythroblastosis

Tabela 3: Critérios diagnésticos da OMS 2016 para MFP e pre-MFP, in Barbui et al (2018) @2

As consequéncias mais relevantes

na correta identificacdo da

morfologia da MO s&o:

distingdo entre TE e pre-

MFP através de uma rigorosa

Grading

MF-0 Scattered linear reticulin with no intersections (crossovers)
corresponding to normal BM

MF-1 Loose network of reticulin with many intersections,
especially in perivascular areas

MF-2 Diffuse and dense increase in reticulin with extensive
intersections, occasionally with focal bundles of thick o
fibers mostly consistent with collagen, and/or focal
osteosclerosis*

MF-3 Diffuse and dense increase in reticulin with extensive

intersections and coarse bundles of thick fibers
consistent with collagen, usually associated with
osteosclerosis*

Tabela 4: Classificagéo da fibrose da MO,

in Passamonti et al (2016) @V

avaliacdo das caracteristicas da
bidpsia da MO. Em < 5% dos
casos

a pre-MFP pode ndo

apresentar fibrose da reticulina, e nesta situacdo pode apresentar um fenotipo

tipico da TE;(*)

e distincdo entre pre-MFP e MFP com base no grau de fibrose da reticulina (grau

<1 para pre-MFP e grau > 2 para MFP). Estes avancos na caracterizagdo da MO

permitiram reconhecer a pre-MFP como uma entidade autonoma em relacéo a

MFP;(12

e reconhecimento da PV com baixos niveis de hemoglobina;®

Esta melhoria da acuidade diagndstica das NMP-Ph- trazida pela classificagdo da OMS

em 2016, tem influéncia no outcome e prognéstico dos doentes, como veremos mais

adiante. No entanto, ainda hoje persiste alguma discussdo em relacdo a estes novos

critérios de diagnostico.*?



FATORES DE PROGNOSTICO

Para as diferentes NMP-Ph™ podemos identificar diferentes fatores de progndstico, quer

de natureza clinica (ver tabela 5), quer de natureza molecular (ver tabela 2 em anexo).

PV ET PMF

Age >60 Age >60 Age >65

Prior history of thrombosis Prior history of thrombosis Hemoglobin <10 g/dL

Leukocytosis (WBC > 15 x 10”/L) Leukocytosis Leukocyte count >25,000/mL

Abnormal karyotype (WBC > 11 x 10°L) Circulating blast cells >1%

Increased bone marrow fibrosis (grade ~ Splenomegaly Presence of constitutional
>1) symptoms

Splenomegaly Unfavorable karyotype®

Platelet count <100,000/mL

Transfusion need

Bone marrow fibrosis grade >2

* Unfavorable karyotype includes complex karyotype or one or two abnormalities that include +8, ~7/7q-, —5/5¢-.

12p-, inv.(3), or 11q23

Tabela 5: Listagem de fatores clinicos de prognéstico adverso na PV, TE e MFP, in Zhou et al (2017) 4

Policitemia Vera

A maior complicacdo dos doentes com PV é o risco aumentado de ocorréncia de
eventos tromboéticos (venosos ou arteriais). As causas de morte mais comuns Sao

eventos cardiovasculares, tumores solidos e TL.13)

Os fatores de risco clinicos independentes para a SG sdo: idade > 60 anos e historia
prévia de eventos tromboticos.*® @5 O risco de complicagdes tromboéticas é

significativamente reduzido quando € atingido um valor do hematdcrito < 45%. 19

Como ja vimos anteriormente, cerca 95% dos doentes com PV tem mutacdo JAK2V6L'F,
enquanto que cerca de 3% da populagdo negativa para esta mutacdo, apresenta uma
mutacio no exao 12 do gene JAK2. Ao contrario da mutacdo V1'%, a mutacio no exdo
12 é especifica da PV.*"



Mutation order & Véarios estudos analisaram 0s

HBS1L/MYB Otheg;egneer:“ne subclonal selection e
iming o . .
Gender STAT1 signaling Phenotypic mutations presentation efEItOS CeIUIareS na mUtagaO
e.g. NF-E2

JAK2V8IF nas  populacdes de

células  hematopoiéticas  (em

diferentes estadios de

High JAK2V617F allele burden . . ~ ,
JAK2V617F homozygosity diferenciacdo), e concluiram que
e d

Figura 1: Continuum fenotipico entre PV e TE (JAK2V6!7F) esta estava associada a um
in Grinfeld et al (2017) © aumento de células progenitoras

da linhagem eritroide/megacariocitica e granulocitica/macrofagica.®

Os doentes com mutagdo JAK2 exdo 12 ndo aparentam ter uma diferenga significativa
no risco de trombose, transformacdo de doenca ou sobrevivéncia global (SG) quando

comparados com a mutacdo JAK2V6L7F (7)

Em 2005, um estudo mostrou que os pacientes com TE JAK2V8Y'F* apresentavam maior
risco de transformacio da doenca.'® Estudos subsequentes verificaram que a TE
(JAK2V®1'F) tinha caracteristicas clinicas similares a uma forma ligeira de PV. Ao
apresentarem também semelhancas ao nivel do perfil biologico, poder-se-a apontar para
um modelo em que as duas patologias formam um continuum, com o fendtipo preciso a

ser determinado por um conjunto de variaveis.‘® (ver Figura 1)

Inicialmente os estudos dividiam os doentes com PV como heterozig6ticos para
mutacdo JAK2V6F quando apresentam <50% alelos com mutacdes, e homozigoticos
guando essa percentagem era >50% (medicdo era realizada com recurso ao ADN
granuldcitos). No entanto, estudos subsequentes analisaram a carga de alelos mutantes
como uma variavel continua, e verificaram que uma maior carga de alelos JAK2V617F
era associada com um fen6tipo mais agressivo da PV.® O género do doente é um fator
independente no que diz respeito a variabilidade da carga mutacional JAK2V®'’F em

que as mulheres tém uma menor carga mutacional que os homens.*%

Os percursores homozigoticos para JAK2V®1'F estdo presentes em aproximadamente
80% doentes com PV.?% No entanto, dados mais recentes apontam para o facto de que a
aquisicdo de homozigotia nédo é suficiente para desenvolver o fen6tipo de PV, pelo que
existira um passo mais importante que provoca a expansdo clonal de uma dessas

coldnias.@?



As mutacdes JAK2 na linha germinativa, que afetam gene V6% (V617 nodem ser causa
de trombocitose hereditaria, mas parecem ter menos consequéncias na fungdo da JAK2
do que a mutacéo V61"F.?D No entanto, ha um hapl6tipo constitucional especifico JAK2,
designado 46/1 e que esta presente na linha germinativa, que esta fortemente associado
ao desenvolvimento de NMP-Ph- JAK2V8Y'F  bem como ao aumento da carga dos

alelos JAK2V®1"F a0 longo do tempo.®??

O desenvolvimento de técnicas de sequenciacdo genética de nova geracdo permitiu a
identificacdo de varias mutacdes adicionais nas NMP-Ph™ (ver Tabela 6). Apesar de nao
serem especificas das NMP-Ph", poderdo ser a explicacdo que faltava na promoc¢édo da
expansao clonal das colonias com mutacdo JAK2. As mutacdes TET2 e DNMT3A
foram identificadas em doentes com PV em que ndo havia percursores JAK2V6'F

homozigoticos.®)

Tefferi et al (2016) identificou que cerca de 53% dos doentes com PV tinham uma ou
mais mutacfes para além da mutacdo JAK2. As mutacGes mais frequentes encontradas
foram TET2 e ASXL1. As mutagfes ASLX1, SRSF2 e IDH2 (com uma prevaléncia
combinada de 15%) estavam associadas a menor SG (mediana 7.7 vs. 16.9 anos).?%

(ver Figura 2 em anexo)

Uma descoberta recente

Gene PV (%) ET (%) MF (%) Blast phase (%)

LNK [240-242] 25° 0-7 0-6 10 verificou que, ndo s6 a
TET2 [105,243,244] 10-16 <5 7-17 17-32 . . -
DNMT3A [245-247] 3-7 <5 2-15 14-17 combinacdo de mutacdes
ASXL1 [247-250] 2-7 <5 13-32 18-33

SRSF2 [251-254] <5 <5 6-17 19-33 é importante na
EZH2 [249,255256] <5 <5 7-13 <5

CBL[|4/7.l.47’.3>5/—.35?|| <5 <5 0-8 6-9 determlnagéo do balango
IDH1/2 [260,261] <5 <5 <5 9-22

SF3B1 [247,252,262] <5 <5 <5 <5

subclonal e fen6tipo, mas

"JAK2-negative idiopathic erythrocytosis.

Tabela 6: Frequéncias das outras mutagdes adicionais nas NMP-Ph tambem a ordem da sua
além JAK, MPL e CALR, in Grinfeld et al (2017) ® aquisicdo. Em pacientes

com ambas as mutacfes JAK2 e TET2, a aquisicdo da mutacdo JAK2 anterior a
mutacdo TET2 aumentava a probabilidade de expressdo de um fenétipo de PV em vez
TE. Também se correlacionava com uma maior proporcao de clones homozigdticos para

JAK2VEITF o aumento do risco trombético.®

Trombocitemia essencial

As mutacdes JAK2V6F CALR e MPL estdo presentes em aproximadamente 85% dos

doentes com TE, com frequéncias respetivas de 58%, 23% e 4%.4



Num estudo conduzido pelo IWG-MRT foram identificados como fatores de risco para
a SG: idade >60 anos, leucocitose >11 x 10%L e historia prévia de eventos
tromboGticos.?® Noutro estudo do mesmo grupo, a presenca de fatores de risco
cardiovasculares ou da mutagdo JAK2V6L'F tinham um risco acrescido para ocorréncia

eventos trombéticos.?”

Aproximadamente 5-25% dos doentes com TE tem esplenomegalia na altura do
diagnostico.® Andriani et al (2016) verificou que doentes com esplenomegalia eram
mais jovens, predominantemente do sexo masculino e apresentavam uma carga superior
do alelo JAK2V!'F, Esse doentes tinham uma maior taxa de eventos trombéticos, em
relacdo aqueles que ndo apresentavam esplenomegalia (15.7% vs. 8.6%, p=0.003), e
risco cumulativo para trombose a 5 anos também superior (9.8% vs. 4.4%, p=0.012).%®

Haider et al (2016) registou que doentes com esplenomegalia tinham eventos

trombGticos mais precocemente, mas que este fator no tinha impacto na SG.?%

Uma meta-analise realizada em doentes com TE, em 2015, mostrou que o risco de
trombose é quase duas vezes superior em doentes com a mutagio JAK2V61F em relagéo
aos doentes sem essa mutacdo (OR 1.83-1.92). E que esse risco tanto era acrescido para

eventos tromboticos de origem arterial como venosa. %

Num estudo retrospetivo, a homozigotia para a mutagdo JAK2V®'F foi considerado
como fator de risco independente para a recorréncia de eventos trombéticos (HR 6.15),

enquanto que o risco foi semelhante entre doentes heterozigéticos e wild type.GY

Outra mutacdo que afeta estes doentes, é a mutacdo MPL, que esta presente em 3-15%
dos casos.® Em relagdo ao risco trombotico estima-se que a incidéncia cumulativa a 5
anos seja a volta de 9%.%2 Num estudo de cohort prospetivo, as mutagdes MPL n&o
foram preditivas da ocorréncia de tromboses, hemorragias major, transformacéao

mielofibrética ou tiveram impacto na SG.G?

Mais recentemente foram descobertas mutagdes no gene da calreticulina (CALR), que
esta presente em 67-71% dos doentes com TE sem mutages JAK2V®'F e MPL. A
calreticulina é uma proteina que desempenha um papel importante na proliferacdo
celular, diferenciagdo e apoptose. As mutagdes ocorrem no exao 9, e consistem numa
delecdo 52-bp (mutacdo CALR tipo 1) ou numa insercdo 5-bp (mutagdo CALR tipo 2).
Em resultado destas alteragbes ha um aumento da ativacdo da via JAK-STAT.® (ver

figura 1 em anexo)



Na TE a frequéncia da mutacdo CALR tipo 1 é de 49% e CALR tipo 2 é de 34%. A
mutacdo CALR tipo 1 esta associada a um fendtipo de mielofibrose e alto risco de
transformacéo da TE, enquanto que a de tipo 2 revela um quadro clinico mais indolente,

com baixa propensdo para transformac&o mielofibrética e eventos tromboéticos.®

Klampfl et al (2013) identificou uma vantagem na SG dos doentes com TE e mutacao

CALR, comparativamente aos doentes com mutagdo JAK2V617F (34)

Tefferi et al (2014) observa que a diferenca na mediana da SG dos doentes com TE e
mutacdo JAK2 (19 anos) ou CALR (20 anos) ndo é significativa (p=0.32).%

Os doentes com TE e carga mutacional elevada para CALR apresentam um fendtipo
mais proliferativo. Foi encontrada também uma correlacdo positiva com aumento da

frequéncia de esplenomegalia e maior propenséo para transformacéo em mielofibrose.®

Em relacdo as varias mutacdes adicionais presentes nas NMP-Ph", Tefferi et al (2016)
identificou como mais frequentes na TE as mutacGes TET2 e ASLX1, e as mutagdes
com prognostico adverso SH2B3, SF3B1, U2AF1, TP53, IDH2 e EZH2, (prevaléncia
combinada de 15%) que estdo associadas a uma diminuicdo da SG (mediana 9 vs. 22

anos).®¥ (ver Figura 3 em anexo)

Algumas muta¢bes como TET2, IDH1/2, DNMT3A, TP53 e N/Kras parecem ocorrer
preferencialmente nos Gltimos estadios do curso da doenca.®

Mielofibrose priméria

A MFP tem o pior progndstico de entre as NMP-Ph", com sobrevivéncia média estimada
em cerca de 6 anos. As principais causas de morte devem-se a infecdes e hemorragias

resultantes da faléncia progressiva da MO.®¥

A grande variabilidade fenotipica da MFP deve-se largamente a grande heterogeneidade
do seu painel mutacional. ) A complicagio potencialmente mais séria da MFP é a TL,

podendo evoluir para LMA em cerca de 10-20% dos doentes.#

A maioria dos doente com MFP, cerca de 90%, tém pelo menos uma das mutagdes
promotoras classicas: JAK, CALR e MPL. A mutacdo JAK2V®!'F é a mais frequente
(50-60%), seguida pela mutagdo CALR (25-30%) e por ultimo a MPL (3-5%).44 (ver
tabela 7). A relevancia fenotipica das mutacdes promotoras estd bem estabelecida. A
mutacdo JAK2V61'F esta associada a uma idade avancgada, enquanto que os doentes com

mutacdes CALR apresentam menor idade.®
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Mutational Phenoty pic Prognostic
Mutation frequency implications implications
JAK2V617F 50-60% Older age Compared with CALR+, MPL+, and
Higher hemoglobin level triple-negative cohorts
Higher WBC count Intermediate overall survival
Lower PLT count
Highly thrombophilic
CALR 20-25% overall Compared with JAK2V617F +-: Compared with JAK2V617F+ and friple-

CALR type 1/like
Exon 9, 52-bp
delefion

CALR type 2/like
Exon 9, 5bp
insertion

MPL
Predominantly
MPLWS51 5L and
W515K

Triple-negative

Up to 74% cases of
JAK2/MPL
unmutated

.70% of CAIR
mutations

~15% of CAIR

mutations

6-7%

10-15%

Less thrombophilic

Compared with JAK2V617F 4

Younger age

Less frequent anemia
Less frequent leukocytosis
Higher PLT count

Compared with CALR type 1-+:

Higher WBC count
Higher circulating blast%

Compared with JAK2V617F 4

Less thrombophilic

Older oge

Lower hemoglobin level
Lower WBC count
Lower PLT count

Compared with JAK2V617F +:

Less thrombophilic

negative cohorts (type 1/2 variants
confounded):
Lower DIPPS plus scores
Lower rates leukemic transformation
Superior overall survival

Compared with JAK2V617F/CAIR type 2/
MPL-mutated or triple-negative:
Superior overall survival

Compared with CALR type 1+
Higher DIPPS plus scores
Inferior overall survival

Compared with JAK2V617F+, CALR+ and
triple-negative cohorts:
Intermediate overall survival

Compared with JAK2V617F/CALR/
MPL+ cohorts:
Higher IPSS scores
Higher rates leukemic transformation
and inferior overall survival

Tabela 7: Suméario das mutagBes promotoras cléssicas, e suas implica¢des prognosticas na MFP.
in Szuber et al (2018) ™

O grau de fibrose da MO néo era previamente descrito como fator de prognostico.
Guglielmelli et al (2016) constatou que um grau de fibrose >2 estava associado com
incidentes  adversos

como sintomas

anemia, leucopenia, trombocitopenia,
constitucionais e esplenomegalia mais extensa. Doentes com alto grau de fibrose tinham
maior probabilidade de ter as mutacdes somaticas ASXL1 e EZH2, as quais tém um
efeito deletério na SG. O grau de fibrose predizia a SG dos doentes, independentemente

do seu status mutacional.®”)

Li et al (2016) também verificou que o grau de mielofibrose constituia um fator de risco
independente da SG em doentes com MFP. Os doentes com grau mielofibrose 2 e 3
tinham uma taxa de mortalidade superior a dos doentes com mielofibrose grau 0 e 1
(31.2% vs. 13.1%, p<0.001).6®)

Enquanto que a homozigoticidade para JAK2V61'F é a mais comum em doentes com PV,
a carga mutacional do alelo JAK2V6'7F é extremamente baixa em células estaminais

hematopoiéticas. Na MFP ou mielofibrose pds-PV/TE esse valor é mais elevado.®?

Uma carga mutacional baixa do alelo JAK2V®'’F tem sido associada a menor SG e
sobrevivéncia livre leucemia (SLL) nos doentes com MFP. No entanto, enquanto alguns

estudos tém associado a presenca mutacdo JAK2V6F a pior SG e a um risco mais
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elevado de TL, outros apresentam resultados contraditorios, defendendo que a mutagédo

é muitas vezes perdida na progressio para a fase blastica da doenca.®®

Uma nova investigagdo mostrou que, a idade avancada e a carga mutacional do alelo
JAK2VOLF >5004 estdo associados a niveis plasmaticos aumentados da proteina C-
reativa e a um padrdo de progressdo da doenca. Estes dados sugerem uma potencial
relagdo entre a frequéncia do alelo mutado, um microambiente inflamatério e a
evolugdo da MFP.¢0

De facto, a MFP tem sido considerada com uma “fase acelerada” das NMP-Ph". A
evidéncia cientifica existente suporta que a aquisicdo da mutacio JAK2V6YF é um

evento tardio na histdria natural das NMP-Ph-.41

A mutacdo MPL em doentes com MFP ocorre frequentemente no gene WSUK e é de

forma geral mutuamente exclusiva em relacdo a mutagdo JAK2V617F (39)

A mutacdo CALR foi descoberta em 56-88% dos doentes com MFP sem mutacdo
JAK2/MPL. Todas as mutaces CALR descritas até a data, tipo 1 e 2, parecem ser
também mutuamente exclusivas das mutacdes JAK2V6F ¢ MPL.GY A frequéncia da
mutacdo CALR tipo 1 é de 66% e de 12% na de tipo 2.

Em dois grandes estudos de doentes com MFP, verificou-se que a mediana da SG era de
17.7 anos com a mutacdo CALR, de 9.2 anos com a mutacdo JAK2, 9.1 anos com
mutacdo MPL e de apenas 3.2 anos nos doentes TN. Ambos demonstraram um efeito
favoravel da mutacdo CALR na SG e SLL, e que os doentes pertencentes ao grupo TN
tinham a pior SG e SLL.“? ©3) Na figura 2 podemos ver a variacdo das curvas de SG,
em relacdo as mutacdes JAK2/MPL/CALR e TN.®4

Overt-PMF

1.0 1 Pre-PMF 1.0 1
L e

T X CALR type1
1! ‘ \_‘ 0.8

1 0.6 1
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CALR type2 CGALR e

044 TN

o
S
i

Overall survival
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«— JAK2/MPL

CALR type2
0.2 S 0.2 4
™
0.0 1 P<.0001 0.0 4 P<.0001
T T T L} T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Years Years

Figura 2: Impacto das mutacGes promotoras classicas na SG, in Guglielmelli et al (2017) “4
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Uma meta-analise que analisou o impacto do tipo de mutacdo CALR na SG,
demonstrou que os doentes com mutagdes CALR tipo 2 tém pior SG em relacdo aos
doentes com mutagdes CALR tipo 1 (HR 1.8, p=0.046).4®

Outra meta-analise em doentes com MFP e mutacdo JAK2 ou CALR, evidenciou que 0s
doentes com mutacdo CALR tinham menor risco de desenvolver esplenomegalia (OR
0.47) e eventos tromboticos (OR 0.52), mas ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa em relagio ao risco de TL.“®)

Vannucchi et al (2013) desenvolveu uma assinatura de “alto risco molecular” (HMR)
num estudo em doentes com MFP. As muta¢bes ASXL1, EZH2, IDH1, IDH2 e SRSF2
predizem pior SG. Pelo que, os doentes com MFP que apresentem mutacGes em
qualquer um destes cinco genes, passam a pertencer a categoria de HMR.“" (ver figura
3)

As mutacdes CALR mostraram um impacto favoravel na SG, nédo obstante o nimero de

mutacdes de prognostico negativo, como as mutacdes HMR. “8)

Tefferi et al (2014) mostrou que, o impacto favoravel das mutacdes CALR na SG dos
doentes com MFP era independente da idade, mas que esse prognostico era modificavel
pela presenca da mutacdo ASXL1: era desfavoravel na presenca da mutacdo e favoravel
na sua auséncia. Pelo que, o perfil mutacional CALR/ASLX1" foi reconhecido como
especialmente prejudicial.®)

Em relacdo as mutacbes adicionais, Tefferi et al (2016) identificou que as mais
frequentes eram ASXL1, TET2 e SRSF2. As mutacbes ASXL1, SRSF2, CBL e KIT
(com uma prevaléncia combinada de 60%) estavam associadas a menor SG (mediana
3,6 vs. 8,5 anos).®® (ver Figura 4 em anexo)

Pre-PMF Overt-PMF

Overall survival
Overall survival

d 1 ) LMR
N
HMR v
ozl 2 — 024 HMR=2 Wi
L

0.0 4 P<.0001 0.0 4 P<.0001 o

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Years Years

Figura 3: Impacto das mutacdes HMR na SG, in Guglielmelli et al (2017) ©“4
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A mutacdo U2AF1 foi fortemente associada com anemia e trombocitopenia em doentes
com MFP, tendo sido validada como um marcador negativo do progndstico clinico.“?
Barraco et al (2016) verificou que a mutacdo U2AF1 estava associada a pior SG quando
comparada com doentes sem essa mutacdo (mediana SG 3.75 anos vs. 5.74 anos,
p<0.0001). No entanto, quando a analise desses resultados foi ajustada para a idade e

anemia, essa diferenca perdeu significancia estatistica (p=0.24).¢%

Como vimos anteriormente, a nova classificacdo da OMS de 2016 passou a considerar
uma nova categoria: a Mielofibrose Primaria pré-fibrética (pre-MFP). Quando
comparados com a MFP, os doentes com pre-MFP sdo geralmente mais novos, do sexo

feminino e exibem um fen6tipo mieloproliferativo mais acentuado.“4

o
@

Ha a ideia da existéncia de um continuum
fenotipico da pre-MFP a MFP. A MFP esta

geralmente associada a presenca de uma

£ 06+ % o S
= e = — maior incidéncia de citopenias, maior
s 8 N ey
B . ore-PME quantidade de blastos em circulagdo, um
0.2 4 g S—
p - quadro sintomatico agravado e maior
0.0 4 p<.0001 overt-PMF ) ) ) ) ]
; ; ; ; ~incidéncia de esplenomegalia. A sobrevida
0 10 20 30 40

Years

MFP  é

significativamente inferior em comparagéo

global dos doentes com

Figura 4: Curvas de OS em doentes com MFP,
pre-MFP e TE, in Guglielmelli et al (2017) “4

com os da pre-MFP.®Y Os doentes com pre-
MFP parecem ter maior incidéncia de eventos tromboticos e hemorragicos do que 0s

doentes com TE, e também pior SG.®? (ver figura 4).

Né&o foram encontradas diferencas no perfil mutacional entre a MFP e pre-MFP, no que
diz respeito a frequéncia das mutacdes promotoras classicas JAK2/CALR/MPL. Em
relacdo as mutagdes dos genes pertencentes a categoria HMR, elas sdo mais frequentes

nos doentes com MFP.(*4

Transformacao mielofibrotica

Cerca 5-30% dos doentes com PV e TE podem evoluir para formas secundarias de
mielofibrose como parte da sua histdria natural de doenga, conhecidas por mielofibrose
p6s-PV (MF-PPV) e mielofibrose pds-TE (MF-PTE).(?

A mielofibrose PPV e PTE apresenta caracteristicas tipicas de MFP: diminuigéo

contagem periférica de elementos hematopoiéticos por faléncia da MO, e hematopoiese
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extramedular, geralmente associada a uma esplenomegalia significativa.®¥ Tanto os
achados histopatoldgicos, como os mecanismos fisiopatoldgicos e as anormalidades do
microambiente da MO (incluindo neoangiogénese e osteosclerose) sdo muito

semelhantes nas formas priméaria e secundaria de mielofibrose.®®

A mediana de tempo até a transformacdo em MF-PPV e MF-PTE é de 7-20 anos desde
o diagndstico de PV/TE. Os valores de incidéncia cumulativa a 15 anos da MF-PPV e
MF-PTE de que ha registo, sdo de 5-14% para a PV e 1.6-9% para TE.®¥ Apesar de
existirem multiplos fatores identificados como podendo influenciar a taxa de
transformacdo mielofibrética, o fator de risco mais consistentemente mencionado €
leucocitose >15x10%/L.®®

Hé& poucos estudos que se tenham focado especificamente nas formas secundérias de
mielofibrose, pelo que ainda subsistem algumas duvidas sobre de que modo 0 seu curso
clinico diverge da MFP, e quais as varidveis que o influenciam. Em relacdo ao
prognostico, ha evidéncia que a aplicagdo do International Prognostic Score System
(IPSS) usado como rotina na MFP, ndo tem tido resultados satisfatorios nas formas

secundarias de mielofibrose.®"

Masarova et al (2017) comparou as caracteristicas clinicas e outcomes de 1099 doentes
com MF-PPV, MF-PTE e MFP. Em relacdo as frequéncias das mutagdes JAK2V61'F,
MPLW®1> e CALR, verificou que a sua distribuicdo era semelhante entre os doentes com
MF-PPV e MF-PTE. A mediana da carga mutacional do alelo JAK2 era maior nos
doentes com MF-PPV (p<0.001), mas sem qualquer impacto na SG. A frequéncia de
doentes com mutagdes MPL era superior na MF-PTE em relacdo a TE (9.7% vs. 2-4%).
Em linha com resultados anteriores verificados em doentes com MFP, apurou que 0
grupo com a mutagcdo CALR tinha o prognostico mais favoravel e o grupo TN o pior
prognostico. E em relacdo a carga mutacional CALR, esta era significativamente
superior nos doentes com MF-PTE em relacdo aos doentes com TE. Embora a natureza
retrospetiva deste Gltimo resultado deva ser analisado com precaucéo, podera investigar-
se no futuro se a acumulacdo de mutacGes nos alelos CALR terd algum papel na
progresséo da TE para MF-PTE.®%

Tefferi et al (2016) identificou que as mutagcbes com impacto significativo na
sobrevivéncia livre de mielofibrose eram: SRSF2 na PV, SF3B1 e U2AF1 na TE.?%
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Transformacao leucémica

Vérios fatores de risco clinicos e genéticos ja foram identificados como sendo Uteis no
progndstico da transformacao leucémica (TL) nas NMP-Ph". (ver Tabela 8).

O risco de TL nas NMP-Ph" depende da sua variante, sendo mais alta na MFP com uma
incidéncia de 10-20% nos primeiros 10 anos de doenga, menor na PV com risco
estimado em 3% a 10 anos e 8% a 20 anos, e a mais baixa regista-se na TE, com um

risco inferior a 1% nos primeiros 10 anos.®®

A taxas de TL ndo parecem ser muito diferentes entre MFP e as fases fibroticas da PV
ou TE, podendo estas Ultimas transformarem-se diretamente na fase blastica das NMP-

Ph", sem primeiro passarem pela fase fibrética de doenca.®®

A evolucdo da PV para a mielofibrose ou LMA diminui significativamente a SG. Os
fatores de risco para LMA p6s-PV sdo idade >61 anos, fibrose da reticulina, leucocitose

>15x10°/L, esplenomegalia, cariotipo anormal e mutacdes TP53 e RUNX1.59

O papel da mutagdo JAK2V5L’F na progressdo de uma fase cronica da PV para LMA é
particularmente complexo. Nos doentes em que a mutacdo JAK2V61'F era detetavel nos

Risk factors Essential thrombocytosis Polycythemia vera Myelofibrosis
Clinical Age >60 y Age >70 y
Thrombosis Age >6l y nstusion
Laboratory Platelets (> 1000 x 10%/L) Leukocytes (I15x 10%) White blood cells (>30x 10°/L)
Anemia Platelets (<50x |0°/L)
Leukocytosis (> 15x 10°/L) Peripheral blast (>3%) and/or platelets
(<100x 10°L)
IL-8, IL-2R
C-reactive protein (>7 mg/L) and
peripheral blast (>1%)
Bone marmow Prefibrotic primary myelofibrosis Bone mamow blasts (> 10%)

morphology, reticulin grading, and

bone marrow cellularity

Previous therapy Cytoreductive agents, pipobroman,
P32, chlorambucil ™
Cytogenetic None Abnormal karyotype Abnormal karyotype

abnormaltties

Mutations TP53, EZH2 SRSF2, IDH2 Tnple-negative mutational status
ASXL I, SRSF2, IDH!, or IDH2

IL-2R = intedeukin 2 receptor; IL-8 = interfeukin 8

Tabela 8: Fatores de risco para TL na PV, TE e MFP, in Yogarajah et al (2017) ©2
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blastos leucémicos, a evolucdo da doenca deve-se provavelmente ao aumento dos danos

causados ao ADN das células e a inibicao da apoptose celular.®

Numa cohort de doentes com PV, Lundberg et al (2014) encontrou uma associa¢ao
entre a mutacio TET2 e o aumento das taxas de TL.®% Também em doentes com PV,
Tefferi et al (2016) identificou as mutaces SRSF2 e IDH2 com tendo um impacto

significativo na SLL.%%

Na TE um diagndéstico morfologico preciso é critico na avaliacdo do risco de TL, pela
necessidade de fazer uma correta distingdo entre TE e pre-MFP.®Y Foram identificados
como fatores de risco para TL na TE: idade >65 anos, anemia, trombocitose
>1000x10%L e leucocitose >15x10%L.®2), Tefferi et al (2016) examinou o perfil
mutacional de doentes com TE, e identificou que as mutagdes TP53 e EZH2 como

fatores de progndstico adverso na SLL.%%

Os fatores de risco para TL ja conhecidos na MFP sdo: contagem blastos circulantes
>3%, plaquetas <100x10%L, leucocitose >30x10%L, necessidade de transfusdo de
eritrocitos e idade > 65 anos.®? A nivel genético, a presenca assinatura de HMR
referida anteriormente (ASXL1, EZH2, IDH1, IDH2 e SRSF2) ou pertencer ao grupo
TN sdo fator de mau prognéstico, com impacto adverso na SLL.“” Também as
mutacdes RUNX1, CEBPA ou SH2B3 séo associadas a um aumento do risco de TL,
enquanto que a presenca da mutacdo CALR tipo 1-like faz diminuir esse risco.®®
Tefferi et al (2016) verificou que as mutagbes SRSF2, RUNX1, CEBPA, SH2B3
estavam associadas a menor SLL (risco a 7 anos de 25% vs. 4%), e que esse efeito era
independente do status mutacional JAK2/CALR/MPL.G®
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ESTRATIFICACAO DE RISCO

Policitemia vera e Trombocitemia essencial

A atual estratificagdo do risco na PV e TE estdo desenhados para estimar a
probabilidade de recorréncia de eventos trombaticos. 9

Risk stratification in PV and ET based on thrombotic risk ~ Na PV, a idade e historia préVia de

Risk category Age>60 years Cardiovascular  trombose  S80  0S  parametros
or history of thrombosis risk factors® . .

— - -~ prognosticos utilizados para

Int diat N Ye e .

High 2o o classificar os doentes na categoria

i i i <
Tabela 9: Modelo estratificagdo do risco trombdtico para de baixo risco (idade < 60 anos e
PV e TE, in Finazzi G et al (2008) ©") sem histéria de trombose) e alto

risco (idade > 60 anos e evento trombotico anterior). Entretanto foi criada uma categoria
de risco intermédio (idade <60 anos, sem historia de trombose, presenca de fatores de

risco cardiovasculares), mas que ainda néo foi formalmente validada.®® (ver Tabela 9).

Na TE foi criado o modelo prognostico “IPSET-thrombosis”, que deve ser aplicado em
todos os doentes que preencham os critérios diagnosticos definidos na classificacdo da
OMS de 2016. Foram identificados como fatores de risco independentes a idade > 60
anos, historia prévia de trombose, presenca de fatores de risco cardiovasculares e da
mutacdo JAK2VYF (7 Este modelo foi recentemente revisto com base em novas
observacdes e validado externamente numa cohort de doentes com TE, em gue apenas a
mutacdo JAK2V®1’F e histdria de trombose prediziam os eventos trombdéticos de modo

independente.® (ver figura 5)

- CV risk factors ’ H
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D T ]
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N N ' Age <60 ' '
Risk factor (points) : years AND no Low ¥ 1 JAK2
- None (0) : history of : mutation? Low
Low 0-1 - Age > 60 years (1) i thrombosis :
!
- Cvriskfactors(1) [¢ 1 v JAK2 2
Intermediate
Intermediate 2 « History of Ag 250 mutation?
thrombosis (2) e e History of
. AND/OR High ; M
High 23 - JAK2V617F (2) L thrombosis?
| thrombosis High
- Yes
IPSET-thrombosis score Conventional risk Revised IPSET-thrombosis score

stratification

Figura 5: Modelo progndstico IPSET-thrombosis e IPSET-thrombosis revisto, in Falchi et al (2017) ©
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Existe um modelo progndstico que foi desenhado para prever a TL em pacientes com
TE. Na estratificagdo do risco era utlizadas duas variaveis: valor hemoglobina inferior
ao normal e contagem de plaquetas > 1000x10%L. Eram considerados de baixo risco os
doentes sem nenhum dos fatores presentes, de risco intermédio aqueles que
apresentassem um dos fatores e na categoria de alto risco os doentes que tivessem

ambos.®4
Mielofibrose priméria

Para o prognostico na MFP, o IPSS que se baseia em variaveis clinicas e hematologicas,
€ 0 modelo de prognoéstico que se recomenda que seja aplicado a todos os doentes. A
integracdo adicional de informacdo citogénica e/ou molecular, permitiria obter uma
classificagdo prognostica melhorada e mais individualizada. O modelo “Dynamic-/PSS”
. DIPSS), que possui as
DIPSS/DIPSS-plus Scoring (DIPSS). que p

mesmas variaveis clinicas

DIPSS Factors | Points DIPSSRisk  Points | Value for e hematoldgicas do IPSS,
Category DIPSS
Age >65 ys 1 plus risk ou o DIPSS-plus, que
Symptoms 1 Low 0 0 Lo .
assenta em variavels
WBC>25,000 1 Intermediate 1 1 1
Hgb <10 2 Intermediate 2 23 |2 clinicas, hematoldgicas e
B'ﬁ,}’d Myeloblasts| 1 High 2 |3 citogenéticas, sdo  0S
>1%
/\/ modelos  recomendados
DIPSS plus Points D!PSS plus Points Medl_an L
Exctors Risk survival (ms) para reavaliacédo do
Low 0 185
Adv. Karyotype 1 7 oar
=T TE—— R 78 prognostico  durante 0
RBC Transf. 1 Intermediate 2 2-3 35 curso da doen(;a.(63) (VEI’
High 4-6 16
Figura 6: Modelo prognéstico DIPSS/DIPSS-plus para MFP, figura 6)

in Salit et al (2018) 9 )
Nos doentes com MFP, é

possivel hoje identificar duas categorias de risco com base na informagdo molecular:
doentes de alto risco e baixo risco. Pertencem a categoria de baixo risco 0s doentes em
que: estdo ausentes as mutacdes anteriormente identificadas como HMR (ASXL1,
EZH2, IDH1, IDH2 e SRSF2) ou outras mutagdes adversas (SH2B3, RUNX1 ou
CEPBA), ou esté presente a mutagdo CALR tipo 1-like. De modo inverso, considera-se
como alto risco os doentes em que estdo presentes as mutagdes HMR ou outras de

progndstico adverso, ou esta ausente a mutagdo CALR tipo 1-like.() (9
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Em doentes candidatos a transplante alogénico de células estaminais, deve ser

pesquisada a presenca da mutacdo ASXL1, porque é conhecido que a taxa de sucesso

dos transplantes ¢ menor, quando essa mutagio esta presente.©®

Na figura 7 podemos ver a variacdo da SG em relagao as categorias de risco do IPSS.“%

1.0 ‘Q:__\_L‘ Pre-PMF
0.8 1 ‘
g E
e 06 e
2 |NT2 -
E E
3 0.4 o
o INT1 e =
0.2
HIGH
0.0 P<.0001
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Years

Overt-PMF
LOW
P<.0001
15 20 25 30

Years

Figura 7: SG em fung&o das categorias de risco do IPSS, in Guglielmelli et al (2017) “4
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ANEXOS

2008 World Health Organization di

ic criteria for P

MPNs.

C gal i

Polcythemia vera®

Essential thrombocythemia®

Primary myelofibrosis*

Major criteria Hb > 18.5 g/dL for men or >16.5
g/dL for women or other evi-
dence of increased red blood
cell volume*

Presence of JAK2V617F or JAK2
exon 12 mutation

Minor criteria « Bone marrow biopsy showing
hypercellularity for age with
trilineage proliferation

Serum Epo below reference
range for normal

Endogenous erythroid colony
formation in vitro

« Platelet count 2450 x 10%L

* BM biopsy showing megakaryocyte proliferation,

many with enlarged and mature morphology and

no significant increase in granulopoiesis or

erythropoeisis

Not meeting WHO criteria for PV, PMF, CML, MDS

or other myeloid neoplasm

« Demonstration of JAK2V617F or other clonal
marker; in absence of JAK2V617F, no evidence of
reactive thrombocytosis

« Megakaryocyte proliferation and atypia accompanied
by either reticulin and/or collagen fibrosis; or in absence
of reticulin fibrosis, megakaryocyte changes must be
accompanied by increased marrow cellularity, granulo-
cytic proliferation, and often decreased erythropoiesis
(i.e., pre-fibrotic PMF)

Not meeting WHO criteria for CML, PV, MDS, or other
myeloid neoplasm

+ Demonstration of JAK2V617F or other clonal marker;

in absence of clonal markers, no evidence of secondary
bone marrow fibrosis

Leukoerythroblastosis

Increased serum lactate dehydrogenase

Anemia

Palpable splenomegaly

Tabela 1: Critérios diagndsticos da OMS 2008 para NMP-Ph- in Barbui et al (2016) ©

5

/ 2x
Chromosome Mutational
Mutations location frequency Pathogenetic relevance
JAK2Z (Janus kinase 2) 9p24 PV ~ 96% Contributes to abnormal myeloproliferation and pro-
JAK2VEITF exon 14 mutation ET~ 55% genitor cell growth factor hypersensitivity
PMF - 65%
JAK2 exon 12 mutation 9p24 PV~ 3% Contributes to primarly erythrold myeloproliferation
CALR (Caketiculin) 19p13.2 PMF -~ 25% Wild-type CALR Is a multi-functional Ca®" binding
Exon 9 deletions and insertions ET ~ 20% protein chaperone mostly localized In the endo-
PV 0% plasmic reticulum
MPL (Myeloprolferative leukemia virus gene) p34 ET~ 3% Contributes to primarily megakaryocytic
MPN-gssociated MPL mutations involve exon 10 PMF ~ 0% myeloproliferation
LNK (as in Links) aka SH2B3 12gea.e PV ~ rare Wild-type LNK Is a negative regulator of JAK2
(a membrane-bound adaptor protein) ET~ rare signaling
MPN-gssociated mutations were PMF -~ rare
moncolielc and inwlved exon 2 BP-MPN ~ 10%
TET2 (TET oncogene family member 2) 4q24 PV ~ 8% TET proteins catalyze conversion of 5-
ET~5% methylcytosine (5mC) to 5-hydroxy methylcytosine
PMF ~17T% (5hmC), which favors demethylated DNA. Both
Mutations invalve several exons BP-MPN ~17% TET1 and TET2 display this catalytic activity. IDH
and TET2 mutations might share a common path-
ogenetic effect.
ASXL! (Additonal Sex Combs-Like 1) 20q1m1 ET ~3% Wild-type ASXLI is ded for normal hematopoie-
PMF ~13% sis and might be Involved in co-activation of tran-
Exon 2 mutotions BP-MPN ~18% scription factors and transcriptional repression.
DHIADHZ (Isoctrate dehydrogenase) 2q333/ PV ~2% IDH mutations Induce loss of activity for the conver-
Exon 4 mutations 15261 ET~1% slon of isocitrate to 2-ketoglutarate (2-KG) and
PMF ~.4% gain of function in the conversion of 2.KG to 2
BP-MPN ~.20% hydroxyglutarate (2-HG). 2-HG might be the medi-
ator of impaired TET2 function In cells with
mutant IDH expression.
E2{2 (enhancer of 2este h log 2) 7q361 PV ~3% Wild-type EZH2 is part of a histone methyltransfer-
Mutotions involve several exons PMF ~T% ase (poly b rep N plex 2 lated
MDS ~6% with H3 Lys-27 trimethylation). MPN-assoclated
EZH2 mutations might have a tumor suppressor
activity, which contrasts with the gain-of-function
activity for lymphoma-associated EZH2 mutations.
DNMT3A (DNA cyt ethyltransf 3a) 2p23 PV ~T% DNA methyl transferases are essential In establish-
PMF ~T% ing and maintaining DNA methylation pattems in
Most frequent mutations affect anmino odd R882 BP-MPN ~14% mammals
C8L (Casikas Bineage ymph prot Qene) 19233 PV ~rare CBL Is an E3 ubiquitin ligase that marks mutant kin-
Exon &9 mutations ET~rare ases for degradation. Transforming activity
MF ~.6% requires loss of this function,
KZF1 (IKAROCS family zinc finger 1) TpR CP-MPN ~rare IKZF1 is o transcription regulator and putative tumor
Mostly deletions including introgenic BP-MPN ~19% SUPPressor
TP53 (tumor protein pS3) Exons 4 through 9 p13y PMF -~ 4% A tumor suppressor protein that targets genes that
BP-MPN ~ 27% regulate cell cycle arest, apoptosis and DNA
repair.
SF381 (splicing factor 38 subunit 1) 2q33) PMF ~ T% SF3B! is a component of the RNA spliceosome.
Exons 14 ond 15 mostly SF38! mutations are closely assoclated with ring
sideroblasts.
SRSF2 { farginine-rich splicing factor 2) Exon 2 mg251 PMF ~ 1% SRSF2 Is a component of the RNA splicecsome,
whose dysfunction pr defects in alt
tive splicing.
U2AFNU2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1) 21¥2.3 PMF ~ 6% U2AF1 is subunit of the U2 small nuclear ribonucleo-

protein auxiliary factor involved in pre-mRNA
processing

J

Tabela 2: Fatores de prognostico molecular nas NMP-Ph-, in Tefferi, A. (2016) ¢
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Figura 1: Via de sinalizagéo intracelular JAK-STAT, in Saeidi, K. (2016) 8
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Figura 2: Painel com variagdes nas sequéncias de ADN de 27 genes em doentes com PV,
in Tefferi et al (2016) 4
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