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2022,

RESUMO

INTRODUGCAO: As neoplasias mieloproliferativas (NMPs), mais especificamente a
Policitemia vera (PV), a Trombocitemia essencial (TE) e a Mielofibrose primaria (MFP), s&o
um grupo de doencas clonais da medula 6ssea, compartilham a mutacdo JAK2V617F, entre
outras caracteristicas. As ceélulas estromais mesenquimais (MSCs) fazem parte do
microambiente da medula 6ssea, e as influéncias mutuas das MSCs e do clone hematopoético
sdo potenciais determinantes do fenétipo de NMP. OBJETIVO: O objetivo do presente
trabalho foi investigar a expressao génica e protéica das células estromais e hematopoéticas na
PV, na TE e na MFP, em busca de moléculas que possam ser indicadas como biomarcadores
de diagndstico e prognostico destas neoplasias. MATERIAL E METODOS: As MSCs foram
obtidas da medula dssea e os leucécitos do sangue periférico de pacientes com PV, TE, MFP e
de individuos saudaveis. Extratos proteicos foram obtidos de MSCs de individuos saudaveis e
de pacientes com PV e TE. O RNAs de MSCs e de leucdcitos periféricos de controles saudaveis
e de pacientes com PV, TE e MFP foi extraido pelo método de Trizol. Os RNAs foram
convertidos em cDNA para as andlises de gPCR e os extratos proteicos foram utilizados para
analise por espectrometria de massas. RESULTADOS: A analise do proteoma de PV e TE
comparados a controles indicou a maior expressdo de VPS26A, CTTN, MAP4, TPD52L2,
FAM175B, BAX em amostras de MSCs de PV comparadas a MSCs de individuos saudaveis,
enquanto a proteina TNC mostrou-se menos expressa na PV. Nas MSCs de TE houve maior
expressao de ALDH1A3, PON2 e SCP2; e menor expressao de RAB21 e RANBP1. As anélises
in silico identificaram genes diferencialmente expressos em MFP quando comparadas a
controles, sendo que essas diferencas foram verificadas nas amostras de sangue periférico de
um namero maior de pacientes, com expressdo diferencial significativa dos genes AVEN e
CRACD, embora a expressao nos leucdcitos tenha sido contraria aquela verificada nas MSCs
de medula 6ssea. CONCLUSOES: Os resultados obtidos indicam a expressao diferencial de
algumas moléculas que podem ser potenciais marcadores das diferentes NMPs.

Palavras-chave: Células mesenquimais estromais. Células tronco hematopoéticas. Neoplasias
mieloproliferativas. Expressao génica. Expressdo protedmica.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Myeloproliferative neoplasms (MPNs), more specifically Polycythemia
vera (PV), Essential Thrombocythemia (ET) and Primary Myelofibrosis (PMF), are a group of
clonal bone marrow diseases that share the JAK2V617F mutation. Mesenchymal stromal cells
(MSCs) are part of the bone marrow microenvironment, and the mutual influences of MSCs
and the hematopoietic clone are potential determinants of the MPN phenotype. AIM: The
objective of the present work was to investigate the gene and protein expression of stromal and
hematopoietic cells in PV, ET and PMF, in search of molecules that can be indicated as
diagnostic and prognostic biomarkers. MATERIAL AND METHODS: MSCs were obtained
from bone marrow and peripheral blood leukocytes from patients with PV, TE, PMF and
healthy subjects. Four MSCs samples of each disease, excluding PMF, had their protein extracts
isolated by cell lysis, and their RNAs extracted by the Trizol method. RNAs were converted
into cDNA for gPCR analysis and protein extracts were used for mass spectrometry analysis.
In silico analyses were performed using public transcriptome data in order to select
differentially expressed genes in PMF. RESULTS: The proteome analysis of PV and TE
compared to controls indicated a higher expression of VPS26A, CTTN, MAP4, TPD52L2,
FAM175B, BAX in MSCs samples of PV compared to MSCs from healthy subjects, while the
TNC protein was less expressed in the PV. In MSCs from TE, there was higher expression of
ALDH1A3, PON2 and SCP2; and lower expression of RAB21 and RANBPL. In silico analyses
identified genes differentially expressed in PMF when compared to controls, and these
differences were verified in peripheral blood samples from a greater number of patients, with
significant differential expression of the AVEN and CRACD genes, although the expression in
leukocytes has been contrary to that seen in bone marrow MSCs. CONCLUSIONS: The results
obtained indicate the differential expression of some molecules that can be differential potential
markers of MPNs.

Keywords: Mesenchymal stem cells, hematopoietic stem cells, myeloproliferative neoplasms,
gene expression, proteomics.
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1 INTRODUCAO

1.1 CELULAS TRONCO HEMATOPOETICAS

As células tronco hematopoéticas (CTHSs) fazem parte do sistema hematopoético. Em
adultos, elas tém origem na medula 6ssea e, portanto, podem ser encontradas na medula 6ssea,
mas também no sangue periférico. As CTHs ddo origem as diferentes células sanguineas:
eritrocitos, leucécitos e plaguetas (BRYDER; ROSSI; WEISSMAN, 2006; NG;
ALEXANDER, 2017).

Em adultos, as CTHs sdo encontradas principalmente na medula dssea e sao
caracterizadas por sua capacidade de autorrenovacgdo e producdo de varios progenitores que
proliferam e se diferenciam em células sanguineas maduras (LAURENTI; GOTTGENS, 2018;
PINHO; FRENETTE, 2019) .

As CTHs séo essenciais para reconstituir o sistema hematopoiético apds o transplante
com ablacgéo de medula (JACOBSON et al., 1951; TILL; MCCULLOCH, 1961) ou ap6s lesdo
ou infeccdo (WILSON et al., 2008; ESSERS et al., 2009).

No entanto, os progenitores comprometidos tém capacidade limitada de autorrenovacao,
exibem potencial de diferenciacdo de linhagem restrito e esgotam-se dentro de algumas
semanas apds o transplante (LAURENTI; GOTTGENS, 2018).

Para garantir a homeostase do sistema hematopoético ao longo da vida, o equilibrio
entre diferenciacdo e autorrenovacao precisa ser rigidamente regulado: diferenciacao excessiva
ou autorrenovacéo insuficiente esgotam o pool de CTHSs, enquanto diferenciacdo insuficiente
ou autorrenovagao irrestrita podem levar a neoplasias mieloproliferativas ou leucemia
(OLSON; KANG; PASSEGUE, 2020).

A atividade da CTH é regulada por uma interacdo de fatores intrinsecos, como
reguladores transcricionais e epigenéticos e vias metabdlicas, e sinais extrinsecos, incluindo
sinais humorais e neurais de longo alcance ou sinais locais do microambiente da medula dssea
(PINHO; FRENETTE, 2019).

1.2 MICROAMBIENTE DA MEDULA OSSEA

A hematopoese é o processo de formacdo de todas as células sanguineas a partir das
CTHs e ocorre na medula 6ssea. E um processo altamente regulado, a fim de adaptar a produgéo

das células sanguineas as necessidades do organismo. As CTHSs, que dao origem a todas as
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células hematopoiéticas ao longo da vida adulta, residem na medula 6ssea em um
microambiente especializado denominado "nicho", no qual sdo rigidamente reguladas
(ASADA; TAKEISHI; FRENETTE, 2017). Essa regulacdo necessita de condi¢bes especificas
dentro do microambiente da medula 6ssea para manter as caracteristicas de multipoténcia e
autorrenovacdo das CTHs, bem como para garantir a diferenciacdo adequada das células
progenitoras para cada linhagem hematopoética (WILSON; TRUMPP, 2006; ASADA,
TAKEISHI; FRENETTE, 2017; GOMES; SARAIVA; GOMES, 2021; MAN et al., 2021). A
figura 1 representa o nicho da CTH na medula 6ssea (PINHO; FRENETTE, 2019).

Macréfago Medula 6ssea Adipécito Progenitor Célula 0ss0
linféide @T o
DARC : Z I Privilégio
TGF IL CTH imunoldgico
’ o
CXCL12 cTH / [oN]
SCF
@ = CXCL12
Al CF Schie | Célula MYH11+

néo mielinizante
| ou NG2+ou

| Nes-GFP alto

VWE - CTH

CE Osteoclasto

Osteoblasto ==

Célula CAR ou
LEPR+ ou
Nes-GFP baixo

Ostedcito
\ ! o
CXCL12 :
@ Depuragio Célula Ligantes NQTCH it @
endotelial Pleiotrofina

Progenitor

Macréfago Neutréfilo linféide

Figura 1 - Nicho das células tronco hematopoéticas da medula éssea adulta na homeostase Fonte: (PINHO;
FRENETTE, 2019)

1.3 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS
1.3.1 Aspectos historicos e identificacdo

As denominadas células estromais mesenquimais (MSCs para o inglés mesenchymal
stem cells) sdo uma populacdo heterogénea de células com morfologia fibroblastoide
(BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008; DENU et al., 2016). Elas foram originalmente
descobertas por A.J. Friedenstein, e sdo caracterizadas por sua capacidade de aderir a placas de
cultura, de gerar colbnias semelhantes a fibroblastos e de ser expandidas in vitro
(FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970; FRIEDENSTEIN et al., 1974;
FRIEDENSTEIN, 1995; HORWITZ et al., 2005). Friedenstein foi o primeiro a mostrar que
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essas células do estroma sdo responséveis pela criacdo do microambiente do tecido
hematopoiético, uma vez que o transplante dessas células sob a capsula renal de cobaias
resultou ndo s6 na formacdo Ossea, mas também transferiu as propriedades do suporte
hematopoiético do estroma da medula 6ssea (FRIEDENSTEIN et al., 1974; FRIEDENSTEIN,
1995). Essas células foram originalmente designadas como fibroblastos da unidade formadora
de col6nias, e tinham a capacidade de se diferenciar em tecidos 6sseos e cartilaginosos
(FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970; FRIEDENSTEIN; LALYKINA,
1972; FRIEDENSTEIN, 1976). Embora a terminologia de células-tronco mesenquimais tenha
sido posteriormente adaptada para indicar as capacidades de diferenciacdo multipotente dessas
células (CAPLAN, 1991; PITTENGER et al., 1999), elas também sdo comumente referidas
como células estromais mesenquimais (VISWANATHAN et al., 2014).

A Sociedade Internacional de Terapia Celular prop6e 3 critérios minimos para definir
as MSCs humanas. Em primeiro lugar, as MSCs devem ser aderentes ao plastico quando
mantidas em condic¢des de cultura padrdo. Em segundo lugar, as MSCs devem expressar 0S
antigenos de superficie especificos CD105, CD73 e CD90, e ndo expressar CD45, CD34, CD14
ou CD11b, CD79a ou CD19 e moléculas de superficie HLA-DR. Por fim, devem ter um
potencial de diferenciacdo multipotente para osteoblastos, adipécitos e condroblastos in vitro
(DOMINICI et al., 2006; KFOURY'; SCADDEN, 2015; NAJI et al., 2019).

1.3.2 Fontes de obtencéao

As MSCs podem ser obtidas de diferentes tecidos adultos, a exemplo do tecido adiposo,
do sangue periférico e da medula dssea, e de tecidos neonatais, como partes especificas da
placenta e corddo umbilical (HASS et al., 2011). A medula éssea ¢ a fonte mais utilizada, por
ser mais bem documentada e predominantemente utilizada nos estudos pré-clinicos e clinicos.
As MSCs foco do presente trabalho sdo as MSCs da medula 6ssea. Na medula 0ssea, a
proporcdo de MSCs foi estimada de 0,001 a 0,01% do total de células nucleadas (PITTENGER
etal., 1999).

As MSCs sdo isoladas a partir da aspiracdo da medula ¢ssea da crista iliaca do doador,
sob anestesia local. A medula puncionada é centrifugada em gradiente Ficoll para isolamento
das células mononucleares, que em seguida sdo semeadas em garrafas de cultivo celular para
permitir que as MSCs sejam isoladas por aderéncia ao plastico e capacidade de expanséo in
vitro (GUDLEVICIENE et al., 2015).



19

1.3.3 Fungdes bioldgicas

As MSCs sdo celulas multipotentes, dotadas de funcéo de proliferacdo e de funcéo
trofica, que contribuem para a estrutura e a funcdo do microambiente da medula 6ssea, no qual
elas desempenham um papel importante na manutencdo, autorrenovacdo, expansao e
diferenciacdo das CTHSs, e portanto, sustentam a hematopoese (KEATING, 2006). Diferentes
progénies de MSCs podem secretar fatores de suporte para as CTHs, como a quimiocina
Ligante 12 de motivo C-X-C (CXCL12), a angiopoetina, o fator de célula-tronco e outros, mas
existem diferencas de acordo com o tipo de MSC e localizagéo, ou seja, arteriolar ou sinusoidal
(ASADA et al., 2017). Além disso, as MSCs tém funcbes de homing / migracdo e
imunossupressdo que foram demonstradas in vitro e in vivo (NAJI et al., 2019).

Os osteoblastos do microambiente da medula dssea sdo derivados de MSCs
multipotentes, e sdo importantes para a manutencdo das CTHSs, especialmente no que diz
respeito ao trafego das CTHSs. Suas fun¢des regulatérias dependem do estagio de diferenciacdo
osteoblastica: a populacdo de progenitores de osteoblastos imaturos influencia a manutencéo /
proliferacdo das CTHSs e os osteoblastos maduros modulam sua diferenciacdo (GALAN-DIEZ;
KOUSTENI, 2018). Varios fatores soltveis derivados da populacéo de osteoblastos atuam no
destino do pool das CTHs, incluindo o CXCL12, a angiopoietina-1 e a osteopontina, além de
varias outras citocinas e quimiocinas, a principal fonte de CXCL12 no estroma sendo as MSCs
(CALVI et al., 2003; SCHMITT-GRAEFF; NITSCHKE; ZEISER, 2015; CURTO-GARCIA;
HARRISON; MCLORNAN, 2020).

1.4 NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

1.4.1 Classificacéo e defini¢éo

A classificacdo dos tumores hematologicos e dos tecidos linfoides foi revisada pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) em 2016. As neoplasias mieloides s&o classificadas em
duas categorias, a leucemia mieloide aguda e as neoplasias mieloides crbnicas, com base na
porcentagem de blastos no sangue periférico ou na medula dssea. As neoplasias mieloides
crénicas sdo por sua vez classificadas em quatro categorias operacionais: as sindromes
mielodisplasicas (SMD), as neoplasias mieloproliferativas (NMP), as sindromes de
sobreposicdo SMD/NMP, e as neoplasias mieloides e linfoides com eosinofilia e rearranjos

recorrentes de Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas A (PDGFRA), PDGFRB
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e Receptor 1 do Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGFR1) ou fusdo do gene Pericentriolar
Material 1 com JAK2 (PMC1-JAK2). As NMPs sdo geralmente diferenciadas tanto das SMD
quanto das SMD/MPN pela auséncia de displasia morfoldgica (auséncia de diseritropoiese. de
disgranulopoiese e de monocitose) (BARBUI et al., 2018)

A categoria das NMPs, inclui sete subcategorias, sendo as trés principais a policitemia
vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose priméaria (MFP); a leucemia mieloide
crénica (associada a mutacdo BCR-ABL), a leucemia neutrofilica crénica, a leucemia
eosinofilica cronica sem outra especificacdo, e a NMP ndo classificavel (MPN-U); a
mastocitose ndo é mais classificada na categoria NMP (ARBER et al., 2016; BARBUI et al.,
2018).

O principal foco do trabalho sdo a PV, a TE e a MFP, que constituem um grupo de
NMPs relacionado a mutacdes nos genes da Janus kinase 2 (JAK2), da calreticulina (CALR) e
do virus da leucemia mieloproliferativa (MPL), também conhecido como receptor da
trombopoetina (TPO).

As NMPs séo neoplasias hematologicas crénicas caracterizadas pela proliferacéo clonal
de células tronco hematopoéticas, resultando em producdo excessiva de um ou mais subtipos
de células mieloides (eritrocitos, leucécitos, plaquetas) em varias combinacfes. As NMPs
compdem um grupo de doencas com algumas caracteristicas em comum, mas também com
peculiaridades Unicas que as distinguem umas das outras e resultam nos diferentes prognésticos
e tratamentos existentes (TEFFERI; THIELE; VARDIMAN, 2009). A compreensdo destes

aspectos diferenciais é essencial para uma abordagem clinica correta.

1.4.2 Incidéncia

Dados de 1935 até 2010 analisados em uma revisdo sistematica mostraram taxas de
incidéncia internacionais combinadas de 0,84, 1,03 e 0,47 por 100.000 para PV, TE ¢ MFP,
respectivamente, analisando dados da Europa, América do norte, Austrélia e Asia (TITMARSH
etal., 2014).

Dados mais recentes de 2001 a 2016, do programa Surveillance, Epidemiology and End
Results nos Estados Unidos da América, relataram taxas de incidéncia gerais de 1,18, 1,14 e
0,33 por 100.000 para PV, TE e MFP, respectivamente (SHALLIS et al., 2020).

Dados no Brasil provenientes do DATASUS evidenciam um aumento progressivo no nimero
de pacientes afetados pelas NMPs. Em 2008 foram 1.545 pacientes e em 2017 foram 4.012
diagnosticos (PICOLI et al., 2019).
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1.4.3 Patogénese das neoplasias mieloproliferativas

1.4.3.1 AlteragBes genéticas relacionadas as NMPs

As NMPs surgem nas CTHs da medula éssea como resultado da aquisi¢do de mutacdes
somaticas, que proporcionam uma vantagem seletiva para as CTHs mutantes sobre as CTHs
normais, e desregulam a diferenciacdo mieldide, gerando anomalias no crescimento celular e
um fendtipo mieloproliferativo. Ocorre remodelacdo do nicho da medula 6ssea que suporta o
crescimento das células neoplasicas as custas da hematopoese normal (MEAD; MULLALLY,
2017; PINHO; FRENETTE, 2019).

Nas NMPs classicamente negativas para a mutacdo BCR-ABL (PV, TE e MFP), a
mieloproliferacdo clonal esta frequentemente associada a muta¢Ges somaticas, mutuamente
exclusivas, nos genes JAK2, CALR e MPL. Normalmente, as mutacGes sdo adquiridas e nao
hereditarias, embora, em casos raros, existam familias nas quais diversos membros
apresentam esses distdrbios (BELLANNE-CHANTELOT et al., 2006; LANDGREN et al.,
2008).

Tanto as mutacdes que levam a substituicdo de um aminoacido em JAK2 ou MPL,
quanto as mutagdes de frameshift em CALR resultando em uma proteina com alteragdes na
extremidade C-terminal, levam a ativacdo da via de sinalizacdo patolégica e persistente da via
JAK-STAT (transdutor de sinal e ativador de transcri¢cdo do inglés Signal Tranducer and
Activator of Transcription), com ativacdo constitutiva de MPL. O MPL é crucial para a
renovacao das CTHSs, para a diferenciacdo dos megacariocitos e para a formacéo das plaquetas.
O receptor MPL pode ser ativado por diversos mecanismos nas NMPs. A figura 2 apresenta a
ativacdo fisioldgica e patoldgica de JAK2 e MPL. A ativacao fisioldgica ocorre na presenca do
ligante (citocina) no receptor MPL.

A ativacdo patoldgica e persistente da via de sinalizacdo JAK-STAT ocorre, mesmo na
auséncia de ligante no receptor MPL, quando existe mutacdo ativadora de MPL ou de JAK2
(CONSTANTINESCU et al., 2021). A ativagdo (fisioldgica ou patologica) de JAK2
desencadeia reagdes intracelulares, levando & ativacdo de STAT, que € um fator de transducao
ativador da transcricdo do DNA. Uma vez ativado e translocado para o nucleo, o fator STAT
ativa a transcricdo de genes relacionados com proliferacdo e sobrevida celular. As
consequéncias da ativacao de JAK2 sdo demostradas na figura 3 (MUGHAL et al., 2014).

Quanto as mutagdes CALR, elas levam a uma ativacéo intracelular de JAK?2, via ligagdo

patologica a MPL e formacdo de complexos de proteinas CALR mutantes-MPL no reticulo
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endoplasmatico. A consequéncia é a dimerizacdo de receptores MPL imaturos, que ficam
ativados persistentemente. Esses complexos sdo transportados via reticulo endoplasmatico até
a membrana celular, de onde vao desencadear redes celulares relacionadas a ativacdo da via
JAK-STAT. A consequéncia da expressio de CALR mutado é ilustrada na figura 4
(CONSTANTINESCU et al., 2021).

A mutacdo mais prevalente, a substituicdo da valina pela fenilalanina na posi¢éo 617 da
proteina JAK2 (JAK2 V617F) é localizada no dominio pseudoquinase de JAK2. Este dominio
regula negativamente atividade quinase da proteina. A mutacdo JAK2V617F leva a
desestabilizacdo deste dominio, com consequente perda de atividade auto-inibitéria (PERCY;
MCMULLIN, ; MARIE; HERVE, 2006).

A mutacdo JAK2V617F esta associada a PV, TE e MFP, enquanto muta¢ées em CALR
e MPL estdo associadas apenas com TE e MFP. Pacientes com TE e MFP triplo negativos para
JAK2V617F, CALR e MPL ndo apresentam as muta¢cdes mais comuns mas podem abrigar
mutacdes ndo-candnicas em JAK2 ou MPL (CONSTANTINESCU et al., 2021).

Além disso, mutacBes somaticas adicionais em varios outros genes envolvidos na
regulacao epigenética, de spliceossomos, de vias de sinalizacdo de citocinas e de fatores de
transcricdo (TET2, ASXL1, DNMT3A, CBL, LNK, IDH1 / 2, IKF1, EZH2, TP53, SRSF2),
ocorrem em 35% - 40% dos casos NMPs (SILVENNOINEN; HUBBARD, 2015;
CONSTANTINESCU et al., 2021). Essas mutacGes ndo sao especificas das NMPs, mas foram
incluidas recentemente em um algoritmo de diagnostico (GRINFELD et al., 2018). Mutacdes
epigenéticas, como aquelas em TET2, EZH2, ASXL1 ou DNMT3A, promovem hematopoese
clonal, e 0 acimulo de varias mutacOes epigenéticas e de splicing favorece a progressao das
NMPs para leucemia mieloide aguda secundaria (CONSTANTINESCU et al., 2021).
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'Figura 2 - Ativacdo fisiolégica e patoldgica de MPL e JAK2. (A) MPL é um mondmero inativo pré-ligado a
JAK2.
Fonte: (CONSTANTINESCU et al., 2021)

1 Os dominios de JAK2 sdo representados em amarelo. Os boxes 1 e 2 sdo motivos em receptores de citocinas que
sdo importantes para a ligagdo de JAK2 aos receptores. A suposta relagdo espacial entre diferentes dominios de
JAK?2 em conformagdes inativas e ativas € mostrada no painel inferior. (B) A ligacdo de TPO a MPL induz a
dimerizacdo e altera a conformagdo dos dominios transmembrana e citosélico de modo que as proteinas JAK2
anexadas ativem-se mutuamente. (C) Na presenca de JAK2V617F em vez de JAK2, MPL é dimerizado por meio
de seu dominio citosolico, na auséncia de ligante. A conformagao dos dimeros do receptor parece ser ligeiramente
diferente daquela da dimerizacdo de MPL induzida por TPO. (D) Quando mutacdes ativadoras sdo adquiridas nos
dominios TMD e JMD do MPL, a conformacdo dimérica muda, com uma menor inclinagéo e cruzamento no nivel
TMD, levando a ativacdo persistente de JAK2 de tipo selvagem.

EC = extracelular; EPOR = receptor de eritropoietina; FERM = 4.1, Ezrin, Radixin Moesin; IC = intracelular;
JAK2 = Janus kinase 2; JH1 / 2 = Homologia Janus 1/2; JMD = dominio justamembrana; MPL = receptor de
trombopoietina; SH2 = Src-Homology 2; TMD = dominio transmembrana; TPO = trombopoietina; TpoR =
receptor de trombopoietina; WT = tipo selvagem.
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2Figura 3 - Mecanismos patogénicos na mielofibrose envolvendo sinalizagdo JAK-STAT desregulada.
Fonte: (MUGHAL et al., 2014)

2 Mecanismos patogénicos na mielofibrose envolvendo sinalizacdo JAK-STAT desregulada. MutagGes que afetam
a funcgéo do receptor de citocinas (por exemplo, mutagdes MPL causando ativagao autdnoma do ligante do receptor
da trombopoietina) ou mutagBes JAK2 resultando em atividade JAK2 constitutiva levam a superativagdo da
sinalizacdo JAK-STAT em células-tronco hematopoéticas, com conseqiiente mieloproliferacdo e producéao
excessiva de citocinas pro-inflamatdrias. STAT: transdutor de sinal e ativador de transcrigéo.
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SFigura 4 - Expressdo de mutantes CALR leva a formacgdo de complexo com MPL no reticulo
endoplasmaético e transporte para a superficie celular através da via secretora.
Fonte: (CONSTANTINESCU et al., 2021)

1.4.3.2 Papel do microambiente da medula éssea

Além das mutacbes, o microambiente da medula 6ssea (MMO) € importante na
patogénese das NMPs. Estudos mostraram que o MMO desempenha um papel importante na
iniciacdo e progressdo das NMPs. Mudancas no microambiente da MO por si s6 podem
impulsionar hematopoese alterada e neoplasias hematoldgicas malignas. Durante a progressao
das NMPs, as CTHs mutantes transformam o nicho em um microambiente hospitaleiro para
elas mesmas, o que acelera a progressao da doenca, criando um ciclo de feedback positivo no
qual as CTHs mutantes prosperam e continuam a alterar MMO a seu favor e as expensas das
CTHs normais (LUO, 2014; SCHMITT-GRAEFF; NITSCHKE; ZEISER, 2015).

O microambiente da medula 6ssea € um sistema muito complexo, constituido por
populacdes heterogéneas de células estromais, tais como células osteobléasticas, osteoclastos,
ostedcitos, adipdcitos, células endoteliais, fibroblastos, células mesenquimais estromais,
macrofagos, células reticulares abundantes em CXCL12, células nervosas simpaticas e outras
ceélulas, além de elementos ndo celulares como matriz extracelular (MEC). Esses fatores

regulam e influenciam diferentes fungdes que caracterizam as CTHs, em particular a

A sinalizacdo de JAK2 é ativada intracelularmente, o limite necessario para a transformacdo das células
hematopoiéticas é alcangado apenas quando o complexo atinge a superficie da célula. As proteinas CALR mutantes
também sdo secretadas. A ligacao e ativacdo de MPL requerem o dominio de ligacdo de lectina N-terminal de
mutantes de calreticulina e sua cauda carregada positivamente. As posi¢des relativas precisas desses dominios de
mutantes de CALR sdo desconhecidas. RE = reticulo endoplasmatico; ERGIC = compartimento intermediario de
golgi do reticulo endoplasmatico; MPL = receptor de trombopoetina;
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localizacgéo, proliferacdo, quiescéncia, diferenciacdo e autorrenovacdo (ASADA; TAKEISHI;
FRENETTE, 2017; KUMAR; GODAVARTHY; KRAUSE, 2018; MAN et al., 2021).

As CTHs da medula dssea e seus nichos estdo localizados proximo ao revestimento
endosteal da medula osséa (nicho endosteal) ou estdo em contato proximo com o endotélio dos
sinusoides (nicho vascular) (WILSON; TRUMPP, 2006). O nicho endosteal contém ostedcitos,
matriz 6ssea e CTHSs quiescentes, e nicho vascular contém CTHs em divisdo ativa, endotélio
sinusoidal, células reticulares abundantes em CXCL12 e células mesenquimais estromais.

As interagdes multiplas e complexas com o microambiente da medula 6ssea influenciam a
fisiologia das CTHs, bem como a fisiopatologia das doencas neopléasicas hematoldgicas.
Reciprocamente, as neoplasias hematolédgicas alteram o microambiente da medula 6ssea,
podendo torna-lo mais hospitaleiro para a progressdo (KUMAR; GODAVARTHY; KRAUSE,
2018; KOKKALIARIS; SCADDEN, 2020). Ha evidéncias de que mudancas no microambiente
da medula 6ssea podem levar a anormalidades no sistema hematopoético e, portanto,
influenciar o curso das neoplasias hematoldgicas (LUO, 2014; AGARWAL; BHATIA, 2015;
VERMA; KRAUSE, 2017; HOFFMAN; MARCELLINO, 2020; MAN et al., 2021)..

1.4.3.3 Células estromais mesenquimais nas neoplasias mieloproliferativas

Varios mecanismos estdo implicados na expansédo osteoblastica desregulada, como a
superestimulacdo de MSCs, levando a producdo de osteoblastos com funcdo alterada, e
excesso de producdo de TPO, ligante 3 de quimiocina de motivo C-C (CCL3), fator de
necrose tumoral beta (TNF-B) e Notch, induzindo assim um estado inflamatério crénico
(IWASAKI; SUDA, 2009). A expressdo de CXCL12, essencial para uma mobilizagio
controlada das CTHSs, é reduzida devido a funcdo alterada dos osteoblastos. As MSCs
promovem a expansao anormal de osteoblastos em células inflamatorias mielofibroéticas,
uma conversdo mediada pela desregulacdo das vias de sinalizacao inflamatoria com excesso
de producdo de fator de crescimento transformante betatipol (TGF-p1), Notch,
interleucina-6 (IL-6)), interleucina-1 beta (IL-1P) e fator de necrose tumoral beta (TNF-f)
e secundaria ao contato direto entre as células hematopoéticas clonais nas neoplasias
mieloproliferativas, e as MSCs (SCHEPERS; CAMPBELL; PASSEGUE, 2015; CURTO-
GARCIA; HARRISON; MCLORNAN, 2020).

A superproducdo de células inflamatdrias mielofibréticas contribui para a fibrose
progressiva da medula Ossea, observada nos estagios avancados das neoplasias
mieloproliferativas (SCHMITT-GRAEFF; NITSCHKE; ZEISER, 2015). Ademais, a
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producdo excessiva de osteoblastos perpetua a proliferagédo celular clonal das neoplasias
mieloproliferativas (SCHEPERS et al., 2013). Foi demostrado que as MSCs derivadas de
pacientes com NMPs (principalmente PV e TE) apresentam um perfil genético e
imunofenotipico alterado em comparacdo com as MSCs derivadas de doadores saudaveis.
Na PV, as MSCs mostraram uma superexpressdo de genes envolvidos na diferenciagédo e
migracdo celular, e expressao diminuida em CXCL12 (RAMOS et al., 2017).

No que diz respeito a MEC, existem niveis aumentados de citocinas e fatores de
crescimento, favorecendo tanto o estabelecimento quanto a progressdao da doenca. Na
mielofibrose, hd uma deposic¢do intensificada dos componentes da MEC. Assim, 0 TGFB1
altamente fibrogénico ativa a deposicdo de fibrose por duas vias principais: enviesando a
ativacdo das MSCs em direcdo a génese fibroblastica e osteoblastica; e aumentando a
producdo de colageno (VANNUCCHI et al.,, 2005; CURTO-GARCIA; HARRISON;
MCLORNAN, 2020).

1.4.4 Policitemia Vera (PV)

A policitemia vera se distingue clinicamente das outras NMPs pela presenca de uma
massa elevada de eritrocitos. Como o proprio nome sugere, é caraterizada por uma policitemia
(aumento importante da hemoglobina), com aumento do hematdcrito, do nimero e do volume
dos eritrocitos. Uma producao excessiva de leucocitos e plaquetas também pode estar associada.

A PV pode ocorrer em qualquer idade, e sua incidéncia aumenta com a idade, sendo a
mediana ao diagnostico 61 anos. A PV é mais frequente em homens que mulheres (TEFFERI;
BARBUI, 2020).

Quase todos os pacientes com PV apresentam uma mutacdo JAK2 (JAK2; 9p24) e
aproximadamente 96% e 3% exibem mutacdes de ativacdo somatica no éxon 14 (JAK2V617F)
e no éxon 12 de JAK2, respectivamente (PARDANANI et al., 2007; VANNUCCHI et al.,
2008a). As mutacdes CALR (CALR: 19p13.2) séo raras em PV (TEFFERI; PARDANANI,
2015; ELALA et al., 2016; LASHO et al., 2018), assim como as muta¢des MPL (MPL: 1p34)
(BEER et al., 2008; OHASHI et al., 2009; BOYD et al., 2010).

Os pacientes podem ser sintomaticos ou assintomaticos. A maioria dos sintomas é
relacionada ao aumento da viscosidade sanguinea. Os sintomas mais comuns incluem
eritromelalgia, esplenomegalia, trombose, sangramento, sintomas da microcirculagéo, prurido

e artrite gotosa.
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A evolucdo da PV é lenta, podendo ficar estavel por décadas. No entanto, complicagdes
trombo-hemorrégicas podem ocorrer e obscurecer o progndstico. O risco de trombose é
considerado elevado quando o paciente tem mais de 60 anos, com um histdrico de trombose.

A sobrevida mediana dos pacientes € de 15 anos, e aumenta para 37 anos para pacientes
de 40 anos ou menos no momento do diagnostico (TEFFERI; BARBUI, 2020).

Existe um risco de transformac&o leucémica ou fibrotica da PV (PASSAMONTI et al.,
2010). A taxa de transformacéo leucémica € estimada em 3% em 10 anos (TEFFERI; BARBUI,
2020).

Na PV, duas categorias de risco de trombose sdo consideradas. Risco elevado (idade
superior a 60 anos ou histérico de trombose existente) e risco baixo (auséncia dos fatores de
risco). O tratamento é baseado no risco, o principal objetivo sendo prevenir as complicagdes
tromboticas e hemorragicas. Os pacientes com PV necessitam de uma flebotomia para manter
0 hematdcrito abaixo de 45%. Também podem ser utilizados medicamentos tais como o acido
acetilsalicilico em baixa dose, para reduzir o risco de trombose. Tratamentos citorredutores, tais
como a hidroxiureia, podem ser recomendados em pacientes com risco elevado (TEFFERI,;
BARBUI, 2020).

1.45 Trombocitemia Essencial (TE)

A Trombocitemia essencial € uma NMP caracterizada por uma producdo clonal
excessiva de plaquetas, mais comum em mulheres, com idade mediana dos pacientes no
momento do diagnostico entre 65-70 anos. A TE pode afetar todas as faixas etérias, mas
geralmente é diagnosticada na terceira a quarta década de vida (FABRIS; RANDI, 2009).

A mutacdo no éxon 14 (JAK2V617F) ocorre na TE com frequéncia de 50-55%, as
mutacdes do éxon 12 sdo mais raras (CAMPBELL; GREEN, 2006; LEVINE et al., 2007,
TEFFERI; BARBUI, 2020). As mutagfes CALR (CALR: 19p13.2) ocorrem em 15% - 24%
dos pacientes com TE (TEFFERI; PARDANANI, 2015; ELALA et al., 2016; LASHO et al.,
2018), e mutacdes em MPL (MPL: 1p34) foram relatadas em cerca de 4% dos pacientes com
TE (PARDANANI et al., 2006; PIKMAN et al., 2006; BEER et al., 2008; VANNUCCHI et al.,
2008b; OHASHI et al., 2009; BOYD et al., 2010). Além disso, mutacdes em gene da regulacéo
epigenética como TET2 ou ASXL1 foram também observadas em pacientes com TE, positivos
ou negativos para a mutacdo JAK2 V617F (BEER; GREEN, 2009; DELHOMMEAU et al.,
2009; TEFFERI et al., 2011; MCPHERSON; MCMULLIN; MILLS, 2017).
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Mais da metade dos pacientes sdo assintomaticos no momento do diagnostico. As
manifestacdes clinicas sdo hemorrégicas, trombdticas ou vasomotoras (TEFFERI; BARBUI,
2020). Nao foi demonstrado que as mutacdes iniciadoras afetam a sobrevida de pacientes com
TE, mas o risco de trombose € maior em casos com mutacdo JAK2 (CHEUNG et al., 2006).

Na TE, quatro categorias permitem estratificar o risco de trombose. S&o elas: risco muito
baixo (idade menor ou igual a 60 anos, sem historico de trombose, JAK2 tipo selvagem), risco
baixo (idade menor ou igual a 60 anos, sem histérico de trombose, JAK2 tipo selvagem),
mutacdo JAK2 presente), risco intermediario (idade superior a 60 anos, sem histérico de
trombose, JAK2 tipo selvagem) e alto (histérico de trombose presente ou idade superior a 60
anos com mutacdo JAK2).

A sobrevida mediana € de 18 anos, e pode chegar a 35 anos para pacientes com 40 anos
ou menos no momento do diagnostico. Existe um risco de transformacédo para mielofibrose e
leucemia. A taxa de transformagdo leucémica é menor que 1% em 10 anos (TEFFERI;
BARBUI, 2020).

O tratamento é baseado na estratificacdo do risco (muito baixo, baixo, intermediario ou
alto) de cada paciente. Os pacientes com risco muito baixo podem nao requerer tratamento. As
estratégias terapéuticas incluem terapia com &cido acetilsalicilico a partir do risco baixo. O
tratamento citorredutor (hidroxiureia, ou drogas de segunda linha como interferon-a e busulfan)
é recomendado para o risco muito alto, porém ndo obrigatdrio para o risco intermediario. O
objetivo terapéutico é atingir uma contagem de plaquetas inferior a 400x10° / L, sem sintomas
relacionados com a doenca, tamanho normal do baco e contagem de leucécitos de 10x10%/L
(BAROSI et al., 2009; TEFFERI; BARBUI, 2020).

1.4.6. Mielofibrose Primaria (MFP)

A mielofibrose primaria é caracterizada por hematopoese ineficiente, hematopoese
extramedular, inflamag&o, mielofibrose e osteosclerose (MUGHAL et al., 2014).

A MFP é amais rara entre as NMPs. A idade média dos pacientes com MFP no momento
do diagnostico é de aproximadamente 65 anos. No entanto, essa doenca pode ser diagnosticada
em qualquer idade, mesmo na infancia, embora seja muito rara ainda nessa faixa etaria. A MFP
parece afetar um pouco mais homens que mulheres (CERVANTES et al., 2009; TEFFERI et
al., 2012).

A mutacdo JAK2V617F também ocorre em MFP, com frequéncia de 65%. As mutacoes
do éxon 12 de JAK2 sdo raras em MFP (PARDANANI et al., 2007; VANNUCCHI et al.,
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2008a). A mutacéo da calreticulina (CALR: 19p13.2) ocorre em 25%-35% dos pacientes com
MFP (TEFFERI; PARDANANI, 2015; ELALA et al., 2016; LASHO et al., 2018). As mutagdes
MPL (MPL: 1p34) ocorrem em aproximadamente 8% dos pacientes com MFP (BEER et al.,
2008; OHASHI et al., 2009; BOYD et al., 2010).

A fibrose da medula 6ssea € a caracteristica patoldgica central, e o principal critério de
diagnostico segundo a OMS (BARBUI et al., 2018). A deposicdo da fibrose reticulina e de
colageno na medula Ossea de pacientes com MFP é mediada pela celula-tronco
hematopoiética/progenitora da mielofibrose, contribuindo para um microambiente prejudicado
que favorece a hematopoese maligna em relagdo a normal. Expressao aberrante de citocinas
pré-inflamatorias por células clonais e reagdo imune do hospedeiro contribuem para alteracdes
estromais da medula dssea, eritropoiese ineficaz, hematopoese extramedular (HEM), caquexia
e sintomas constitucionais (ZAHR et al., 2016; GANGAT, 2020; TEFFERI, 2021).

As manifestacBes clinicas na MFP incluem anemia grave, hepatoesplenomegalia
marcada, sintomas constitucionais (por exemplo, fadiga, suores noturnos, febre), caquexia, dor
Ossea, infarto esplénico, prurido, trombose e sangramento (TEFFERI, 2000). Eritropoiese
ineficaz e HEM hepatoesplénica sdo as principais causas de anemia e organomegalia,
respectivamente. Outras complica¢fes da doenca incluem hipertensdo portal sintomatica que
pode levar a sangramento de varizes ou ascite, e a HEM n&o hepatoesplénica que pode causar
compressdo da medula, ascite, derrame pleural, hipertensdo pulmonar ou dor difusa nas
extremidades (TEFFERI, 2016).

A MFP apresenta alta mortalidade devido ao seu potencial de transformacéo leucémica
que ocorre em aproximadamente 20% dos pacientes, mas muitos pacientes também morrem de
condigdes de comorbidade, incluindo eventos cardiovasculares e consequéncias de citopenias,
que incluem infec¢do, sangramento, trombose (MUGHAL et al., 2014; HULTCRANTZ et al.,
2015; KAIFIE et al., 2016; TEFFERI, 2021).

A estratificacdo do risco para avaliar o prognostico e guiar a estratégia terapéutica dos
pacientes com MFP é atualmente baseada em dois escores: O escore GIPSS (genetically-
inspired prognostic scoring system) e o escore MIPSS70+ version 2.0 (MIPSSv2; mutation-
and karyotype-enhanced international prognostic scoring system). O GIPSS, que tem quatro
categorias de risco (baixo, intermediario-1, intermediario-2 e alto), é baseado exclusivamente
em mutacOes e alteracOes citogenéticas do caridtipo. O MIPSSv2, além das mutacOes e
alterac6es do cariotipo, inclui fatores de risco clinicos e tem cinco categorias de risco: muito
baixo, baixo, intermediario, alto e muito alto (GUGLIELMELLLI et al., 2018; TEFFERI et al.,
2018a, 2018b; TEFFERI, 2021). A descricdo do GIPSS e do MIPSSv2 esta no anexo I.
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A MFP ¢é uma doenca clinicamente mais agressiva do que a PV e a TE. A sobrevida
relativa em 5 anos de pacientes com MFP é muito menor do que aqueles com PV ou TE
(ROALDSNES et al., 2017). Para pacientes com 70 anos ou menos, e com risco muito alto
(MIPSSv2), a sobrevida mediana é 1,8 anos com taxa de sobrevida inferior a 5% (TEFFERI et
al., 2018a) . Para os pacientes com risco alto (GIPSS), a sobrevida mediana é de 2 anos
(TEFFERI et al., 2018b).

Em relacdo ao tratamento da MFP, o transplante de células-tronco hematopoéticas € a
Unica estratégia terapéutica curativa capaz de levar a uma resolucéo da fibrose da medula 6ssea
(ZAHR et al., 2016). A observacdo por si s6 é recomendada para 0s pacientes com risco
MIPSSv2 baixo e muito baixo. O transplante alogénico de CTHSs é o tratamento recomendado
para os pacientes com risco MIPSSv2 muito alto e alto. Em pacientes ndo transplantados, o
tratamento convencional para anemia inclui androgenos, prednisona, talidomida e danazol; para
esplenomegalia sintomatica, hidroxiureia e ruxolitinibe; e para sintomas constitucionais,
ruxolitinibe ou fedratinibe. A esplenectomia é considerada para esplenomegalia refratéria a
medicamentos; a radioterapia para hematopoese extramedular ndo hepatoesplénica e dor nas
extremidades dos ossos (TEFFERI, 2021).

1.4.7 Diagnostico

Os critérios para o diagndstico das NMPs, propostos pela OMS em 2016 estdo
apresentados nas tabelas 1 e 2 (ARBER et al., 2016; BARBUI et al., 2018). As NMPs s&o
identificadas de acordos com suas caracteristicas mais frequentemente encontradas na medula
Ossea e no sangue periférico. No entanto, algumas carateristicas podem ser compartilhadas,
devido ao fato de compartilharem as mesmas mutacdes. O diagnostico da MFP é mais complexo
do que o da PV e da TE, e a OMS recomenda critérios especificos para cada fase da doenca. As
tabelas 1 e 2 apresentam os critérios diagnosticos da PV e da TE, e da MFP, respectivamente.

A figura 5 ilustra as caracteristicas laboratoriais das 3 doengas.
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Tabela 1 - Critérios diagndsticos da PV, TE e MFP segundo a OMS 2016

*Policitemia Vera ? Trombocitemia Essencial °
Critérios maiores
1 Hemoglobina> 16,5 g / dL (homens) Contagem de plaquetas > 450x10°%
Hemoglobina> 16,0 g / dL (mulheres) ou L

Hematocrito> 49% (homens)
Hematocrito> 48% (mulheres) ou
Aumento da massa eritrocitaria °

2 Bidpsia de MO mostrando hipercelularidade para a idade | Bidpsia de MO mostrando

com crescimento das 3 linhagens (panmielose) incluindo | proliferacéo principalmente da
proeminente proliferacdo eritroide, granulocitica e | linhagem megacariocitica com
megacariocitica, com megacariécitos pleiomérficos e | aumento de megacariécitos
maduros (diferencas de tamanho). maduros e com ndcleos
hiperlobulados, sem desvio a
esquerda significativo de
neutréfilos, fibras de reticulina com
grau 1¢

3 Presencga de mutagdo de JAK2 ou no éxon 12 de JAK?2 N&o atendendo aos critérios da
OMS para BCR-ABL1 + CML, PV,
MFP, SMD ou outras neoplasias
mielodides

Presenca de mutacdo de JAK2,
MPL ou CALR

Critérios menores

Nivel de eritropoietina sérica subnormal Presenca de um marcador clonal
(por exemplo, cari6tipo anormal)
ou auséncia de evidéncia de
trombocitose reativa

Fonte : Adaptado de (ARBER et al., 2016; BARBUI et al., 2018)

Tabela 2 - Critérios diagnosticos para a mielofibrose primaria segundo a OMS 2016

420 diagnostico da PV requer o cumprimento de todos os trés critérios maiores ou os dois primeiros critérios
maiores e um critério menor. ® O diagnostico de TE requer o cumprimento de todos os quatro critérios maiores ou
os trés primeiros critérios maiores um critério menor. ¢ Mais de 25% acima do valor predito normal médio.
Classificacéo de fibras da medula éssea (THIELE et al., 2005). O critério nimero 2 (bidpsia da MO) pode néao ser
necessario em casos com eritrocitose absoluta sustentada: niveis de hemoglobina. 18,5 g / dL em homens
(hematdcrito, 55,5%) ou 16,59 / dL em mulheres (hematdcrito, 49,5%) se o critério principal 3 e o critério
secundario estiverem presentes. No entanto, a mielofibrose inicial (presente em até 20% dos pacientes) pode
apenas ser detectada pela realizacdo de uma bidpsia da MO; este achado pode predizer uma progresséo mais rapida
para mielofibrose (MF p6s-PV). BCR-ABL1 + CML.: Leucemia mieloide cronica positiva paraa BCR/ABL. SMD:
sindrome mielodispléasica.
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*Mielofibrose primaria @

MFP Pre-fibrética

MFP

Critérios maiores

1

Proliferacdo megacariocitica e atipia °, sem fibrose
reticulina> grau 1 °, acompanhada por aumento da
celularidade da MO ajustada a idade, proliferacéo
granulocitica e frequentemente diminuicdo da
eritropoiese

Proliferacdo de megacariocitos e
atipia ® acompanhada por fibrose
reticulina e/ou de colageno (grau 2 ou
3)

N&o atendendo aos critérios da OMS para BCR-ABL1 +
CML, PV, ET, SMD ou outra neoplasia mieloide

N&o atendendo aos critérios da OMS
para BCR-ABL1 + CML, PV, ET,
SMD ou outra neoplasia mieloide

Presenca de mutacdo JAK2, CALR ou MPL ou, na
auséncia dessas mutagdes, presenca de outro marcador
clonal ¢ ou auséncia de fibrose reticulina reativa menor

Presenca de mutacdo JAK2, CALR
ou MPL ou, na auséncia, presenca de
outro marcador clonal ou auséncia de

da MO® evidéncia de fibrose reativa da MO

Critérios menores

Presenca de um ou mais dos seguintes, confirmada em duas

determinagdes consecutivas: confirmada em duas determinacdes
— Anemia ndo atribuida a uma comorbidade consecutivas:
— Leucocitose > 11 x 10° /L — Anemia nado atribuida a uma
—  Esplenomegalia palpéavel comorbidade
— Nivel de LDH acima do limite superior da faixa de —  Leucocitose > 11 x 10° /L

referéncia laboratorial — Esplenomegalia palpéavel

— Nivel de LDH acima do limite
superior da faixa de referéncia
laboratorial

— Leucoeritroblastose

Presenca de um ou mais dos seguintes,

Fonte : Adaptado de (ARBER et al., 2016; BARBUI et al., 2018)

520 diagnostico de MFP pré-fibrética requer todos os trés critérios maiores e pelo menos um critério menor. O
diagnostico de MFP fibrotica requer o cumprimento de todos os trés critérios maiores e pelo menos um critério
menor. ° Megacaridcitos pequenos a grandes com relacdo nuclear / citoplasmatica aberrante e nlcleos
hipercromaticos e irregularmente dobrados e agrupamento denso. © Em casos com fibrose de reticulina grau
1(THIELE et al., 2005), as alteragfes de megacariocitos devem ser acompanhadas por aumento da celularidade da
MO, proliferagdo granulocitica e, frequentemente diminuigio da eritropoiese (isto é, pré-MFP). ¢ Na auséncia de
qualquer uma das trés principais mutacGes clonais, a pesquisa das mutagdes associadas mais frequentes (ASXL1,
EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) ajuda a determinar a natureza clonal da doenca. ® Fibrose de reticulina
(grau 1) secundéria a infecgdo, disturbio autoimune ou outras condi¢des inflamatdrias cronicas, leucemia de células
pilosas ou outra neoplasia linfoide, malignidade metastatica ou mielopatias toxicas (cronicas). f Fibrose da MO
secundaria a infecgdo, distlrbio autoimune ou outras condic¢Ges inflamatorias crénicas, leucemia de células pilosas
ou outra neoplasia linféide, metastatica malignidade ou mielopatias toxicas (crbnicas). LDH: Lactato-
desidrogenase. Leucemia mieloide cronica positiva para a BCR/ABL. SMD: sindrome mielodisplasica.
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®Figura 5 - Caracteristicas laboratoriais de policitemia Vera, trombocitemia essencial e mielofibrose primaria .
Fonte: CAMPBELL & GREEN, 2006

A policitemia vera é caracterizada por um hematdcrito aumentado no sangue periférico (tubo de ensaio a
esquerda); uma medula hipercelular com nimeros aumentados de células precursoras eritréides, megacariociticas
e granulociticas; e um aumento varidvel no ndmero de fibras de reticulina. A trombocitemia essencial é
caracterizada por um aumento no nimero de plaquetas no sangue periférico e um aumento no nimero de
megacariocitos na medula, que tendem a se agrupar e apresentar ntcleos hiperlobados. A mielofibrose idiopatica
¢ caracterizada pela presenga de globulos vermelhos e brancos imaturos (um esfregago de sangue
leucoeritroblastico) e glébulos vermelhos em "lagrima", arquitetura celular desordenada, megacariécitos
displasicos, nova formacéo éssea na medula e a formacéo de fibras de colageno.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A ocorréncia de NMPs, a exemplo de outras doengas mais comuns em idosos, vVém
aumentando no mundo todo, inclusive no Brasil. Acredita-se que este fendmeno seja um reflexo
do aumento da expectativa de vida. Os custos com essas doencas sao altos para os sistemas de
saude, reforcando a importancia de buscar melhores tratamentos e medidas mais especificas
para 0 acompanhamento de cada tipo de NMP.

Existem trés tipos de NMPs BCR-ABL negativas, a Policitemia vera, a Trombocitemia
Essencial e a Mielofibrose. Embora essas trés entidades possuam caracteristicas especificas,
elas compartilham a mutacdo JAK2V617F e todas tém em comum a presenga de altos niveis de
inflamacdo, principalmente devido a elevacdo da expressdo de citocinas inflamatdrias. Ha
diversas evidéncias vindas principalmente de estudos em modelos animais que demonstraram
a contribuicdo do estroma da medula dssea para o desenvolvimento e manutencdo do clone
hematopoético nas NMPs. No entanto, a relacdo inversa, ou seja, a influéncia do clone alterado
sobre o componente estromal da medula éssea, ainda € pouco compreendida.

Assim, foi proposto o rastreamento de moléculas diferencialmente expressas nas células
estromais dos diferentes tipos de NMPs, por meio da investigacdo da expressdo génica e
protéica das células mesenquimais estromais obtidas da medula éssea de pacientes com NMPs
e controles saudaveis. Adicionalmente, a expressdo das moléculas selecionadas foi
caracterizada no componente hematopoético, representado por leucécitos totais de sangue
periférico do mesmo grupo de individuos. Os resultados encontrados poderiam apontar
caracteristicas proprias de cada tipo de NMP, identificando moléculas com funcéo
fisiopatoldgica nessas doencas, que possam ser utilizadas como biomarcadores de diagndstico,

terapia e acompanhamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Buscar moléculas diferencialmente expressas entre os trés tipos principais de NMPs
BCR-ABL negativas, Policitemia Vera, Trombocitemia Essencial e Mielofibrose, por meio da
avaliacdo da expressao génica e protéica de células estromais de medula 6ssea e hematopoéticas
de sangue periférico de pacientes com essas neoplasias, comparando as NMPs entre si e com

as mesmas células obtidas de individuos saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter a genotipagem dos pacientes com NMPs em relacdo as mutacdes JAK2V617F e
CALR;

e Realizar andlise protedmica de células mesenquimais de pacientes com Policitemia vera
e Trombocitemia essencial e, com base nos dados obtidos, selecionar algumas das
proteinas diferencialmente expressas e verificar a expressdo dos genes codificantes em
células mesenquimais de medula éssea e leucdcitos totais de sangue periférico, obtidas
de amostras de pacientes com os trés tipos de NMPs e de controles saudaveis;

e Realizar andlises in silico de dados disponiveis em bancos publicos acerca da expressao
génica, para selecdo de genes diferencialmente expressos na MFP e posterior validacéo
da expressao deles em amostras de células mesenquimais da medula 6ssea e de
leucdcitos totais de sangue periférico de pacientes com NMPs e controles saudaveis;

o Verificar a relacdo entre as moléculas diferencialmente expressas e vias de sinalizacédo

celular, em busca de caracteristicas funcionais de cada tipo de NMP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PACIENTES E CONTROLES

Os critérios para a selecdo dos pacientes eram suspeita de NMPs, com posterior
confirmacdo do diagndstico. O critério de exclusdo foi ndo ter sido submetido a nenhum
tratamento especifico. O grau de fibrose da medula dssea foi determinado utilizando o escore
de Bauermister (BAUERMEISTER, 1971) em amostras de biopsia da medula 6ssea. Os
controles foram doadores para transplantes heterélogos, sempre que possivel com idade pareada
ou semelhante aquela dos casos.

4.2 OBTENCAO, CULTIVO E CARACTERIZACAO DAS CELULAS MESENQUIMAIS
HUMANAS

As MSCs foram obtidas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto (HC-FMRP/USP); cultivadas e caracterizadas no laboratorio da Profa. Fabiola Attié de
Castro, na FCFRP-USP. As MSCs foram obtidas por meio de puncdo de medula éssea de
pacientes com PV, TE, MFP e de individuos saudaveis (controles). As MSCs controles foram
obtidos de excedentes de doadores para transplantes heterélogos.

Todas as MSCs foram expandidas por meio de cultivo in vitro em meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e incubadas em estufa a 37°C e com 5% de
CO2. As proteinas foram obtidas na terceira passagem. Nesta mesma passagem as MSCs foram
caracterizadas quanto a expressao dos marcadores de superficie, expressando os antigenos
CD29, CD73, CD90 e CD105, e ndo expressando os antigenos CD34, CD45, CD14 e HLA-
DR. Todas as células foram capazes de se diferenciar em ostedcitos e adipocitos.

A diferenciacdo osteogénica foi induzida pelo cultivo das MSCs em placas com pocos
de 9 cm2 contendo meio DMEM suplementado com 10% de SBF, 0,01uM dexametasona,
10mM B-glicerol fosfato, e 0,2mM &cido ascorbico por no minimo 3 semanas, com troca de
meio 2 vezes por semana. Ao fim da diferenciacéo, foram detectados depdsitos de calcio nas
culturas, utilizando a coloragdo com Vermelho de Alizarina em pH 4,2. Para a diferenciacao
em adipocitos, as MSCs foram cultivadas em placas com pocos de 9 cm2 em meio DMEM
suplementado com 10% de SBF, 0,01uM dexametasona e 5ug/mL de insulina. O cultivo foi
feito por 2 a 3 semanas, com troca de meio 2 vezes por semana. A diferenciacdo adipogénica
foi confirmada pela presenca de goticulas de gordura apos fixacdo das celulas em

paraformaldeido 4% seguida de coloragdo com Qil Red O em isopropanol por 5 minutos.
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A aderéncia ao plastico em condi¢des padrdo de cultura, morfologia fibroblastoide,
imunofenotipo caracterizado pela expressdo das moléculas de superficie CD105, CD73 e CD90,
e a auséncia de expressdo de moléculas de superficie CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79alpha ou CD19 e HLA-DR, além da diferenciacdo em osteoblastos, adipocitos e
condroblastos in vitro sdo critérios minimos de identificacdo das MSCs segundo o trabalho de
DOMINICI que apoia as diretrizes da Sociedade Internacional de Terapia Celular (DOMINICI
et al., 2006).

4.3 DETECCAO DAS MUTACOES EM MSCs

4.3.1 Deteccdo da mutacdo JAK2V617F

A detecgdo da mutagdo V617F do gene da JAK2 foi feita com o DNA das amostras de
leucdcitos dos pacientes. O DNA foi extraido com o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) e a
determinacdo da porcentagem de alelos mutados foram feitas pelo laboratério de referéncia
Fleury Medicina e Saude pela técnica de discriminacéo alélica utilizando PCR em tempo real,
a pedido da colaboradora Prof. Fabiola Attié de Castro. O ensaio utilizou duas sondas marcadas
com fluorescéncia e do tipo MGB (minor groove binder) para detec¢do da mutagdo G—T no
éxon 14 do gene JAK2. A sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados (Forward: 5°-
GCAGCAAGTATGATGAGCAAGCT-3’ e Reverse: 5’-
GCATTAGAAAGCCTGTAGTTTTACTTAC-3") e das sondas MGB foram desenhadas
utilizando-se o software Primer Express®, versdo 1.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

As sondas de hibridacdo foram desenhadas com dois diferentes fluorocromos para
permitir a discriminacdo alélica em um Unico tubo. Uma delas continha FAM (6-
carboxifluorescein)e tinha como alvo 0 alelo selvagem(5’—6-FAM-
TGGAGTATGTGTCTGTGGA-3’) e a outra para o alelo mutante tinha como fluorocromo o
reporter VIC (6-carboxyrhodamine 6G) (5° —VIC-TGGAGTATGTTTCTGTGGAG -3’). Os
oligonucleotideos foram sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A,
USA) e as sondas foram sintetizadas pela Applied Biosystems. A amplificagdo por PCR em
tempo real foi feita utilizando-se o kit TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) em uma rea¢do com volume de 12,5 pL contendo 0,3 uM de cada
primer, 0,2 UM de cada sonda e DNA. O ciclo utilizado foi: 50°C por 2 minutos para ativacéo
da Uracil-N-Glicosilase (UNG), 95°C por 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15
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segundos e 60°C por 1 minuto no equipamento Rotor-Gene 3000 (Corbett Research). Cada
ensaio de PCR incluiu um controle negativo.

A porcentagem de alelos mutados foi estimada baseando-se no sinal fluorescente
normalizado do alelo mutante (Rn mutante) e do alelo selvagem (Rn selvagem) localizado
na regido da amplificacdo exponencial (préximo ao ciclo de nimero 30 para a maioria das
amostras) da PCR em tempo real e apresentados com porcentagem de mutagdo
JAK2V617F ou negativo, como mostrado na equacgdo: % mutacdo JAK2V617F = Rn

mutante/ (Rn mutante + Rn selvagem).

4.3.2 Deteccdo da mutacdo CALR

A pesquisa de mutacdes indel, caracterizada por insercdes ou delecdes no éxon 9 do
gene da calreticulina (CALR), foi realizada de acordo com Chi e colaboradores (CHI et al.,
2014), no DNA obtido de leucécitos, baseadas em uma reacdo de PCR e posterior
sequenciamento por analise de fragmentos.

Para a reacdo de PCR, foi utilizado como template 100 ng de DNA para volume
final de 30 uL, no qual foram adicionados 3 pL de solu¢ao-tampao (10X); 1,5 uL de MgCl12
(50nm); 1,5uL. de DMSO; 2ulL de ANTP (10 mM); 0,3 uL. de Tag DNA polimerase (5
U/uL), 0,3uL a 10uM dos iniciadores sense (5'-TAACAAAGGTGAGGCCTGGT-3'(6-
FAM-labeled)) e antisense (5'-GCCTCTCTACAGCTCGTCCTT-3"). O primer sense é
marcado com a sonda fluorescente 6-FAM, o que possibilitou a posterior analise dos
fragmentos por sequenciamento. As condi¢des de termociclagem foram: 10 minutos de
desnaturacdo a 94°C, seguida por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C,
30 segundos a 72°C e uma etapa final a 72°C por 10 minutos. Apds a amplificacdo, os
produtos foram aplicados em gel de agarose 4% e analisados. Alelos selvagens apresentam
bandas com 297 pares de base (pb), enquanto que bandas de 245 bp indicam a mutacdo do
Tipo 1, caracterizado pela delecédo de 52 pb e, bandas de 302 pb indicam a mutacéo do Tipo
2, correspondente da insercdo de 5pb. Devido ao pequeno numero de pares de bases que
diferenciam as bandas selvagens e mutadas foi necessario a anélise de fragmentos por
sequenciamento em equipamento ABI 3500 XL Genetic Analyzer (Life Technologies) e

os resultados analisados pelo Software do préprio sequenciador.
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4.4 ANALISE DE PROTEOMICA

A analise de protebmica de MSCs de NMPs foi escolhida porque ndo foram encontrados
dados desse tipo na literatura. Por outro lado, ja existem relatos na literatura de analises de
protebmica de NMPs obtidas a partir de células do componente hematopoético, como descrito
por Tognon e colaboradores (TOGNON et al., 2020), Federici e colaboradores (FEDERICI et
al., 2019) e Fel e colaboradores (FEL et al., 2019).

O extrato protéico foi obtido a partir das MSCs na passagem 3 de cultivo, no laboratorio
da Profa. Fabiola Attié de Castro, na FCFRP-USP. As células foram lavadas com o tampéo
fosfato (PBS) e submetidas a lise celular com tampé&o contendo SDS 4%, DTT 0,1 M, Tris-HCI
0,1 M pH 7,5 e inibidor de proteases. O sobrenadante do lisado foi armazenado a -80° C e
depois enviado em gelo seco para o Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz Parand), onde foi
realizada a analise protedmica.

O lisado proteico foi entdo dosado por método de triptofano (WISNIEWSKI;
GAUGAZ, 2015). Brevemente, o material foi dissolvido em ureia 8M contendo Tris-HCI 0,1M
em pH 7,8 e o contetdo de triptofano foi determinado por espectrometria com excitacdo em
295nm e emissdo em 350nm, com ganho de 100, altura de 7mm, na posicao 6tica, sendo obtidas
5 leituras de cada ponto. Com a dosagem em méos, 20 pg do lisado proteico foi aplicado em
gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE 10%) corados com Coomassie. A banda foi
recortada do gel, colocada em tubos de polipropileno de 1,5 mL e descorada com solucdo de
bicarbonato de aménio 25 mmol L-1 em etanol 50% em quantidade suficiente para cobrir o gel.
Esses tubos sdo agitados em thermomixer por no minimo 10 minutos a 25 °C (800 rpm) ou até
que a solucdo fique saturada. O sobrenadante foi retirado e descartado e o procedimento
repetido até que o gel estiver totalmente descorado.

Em seguida veio a etapa de desidratacao, feita adicionando etanol absoluto em volume
suficiente para cobrir bem os pedacos de gel e agitando os tubos em thermomixer por 10 min a
25 °C (800 rpm). O sobrenadante foi descartado e o procedimento de desidratagao repetido mais
uma vez ou mais, até que os pedacos de gel ficassem endurecidos e brancos. Os pedagos de gel
foram entdo submetidos a secagem em speed-vac por 7 min (vacuum pressure = 0,1) até que
ficassem bem secos e “soltos” dentro do tubo. Em seguida foi adicionado tampao de reducéo
(solucdo de DTT 10 mmol L-1 em ABC 50 mmol L-1) em quantidade suficiente para cobrir 0s
pedacos de gel, sequida de incubagdo no thermomixer por 60 minutos a 56 °C (800 rpm). Foi
descartado todo sobrenadante (esta etapa promove a quebra das pontes dissulfeto entre residuos

de cisteina) e adicionado o tampao de alquilacdo (solucdo de lodoacetamida 55 mmol L-1 em
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ABC 50 mmol L-1) até cobrir os pedacos de gel, seguida de incubagdo no thermomixer por 45
min a 25 °C (800 rpm) protegido da luz. Depois disso, o liquido foi descartado. O tampé&o de
digestdo (Solucao aquosa de ABC 50 mmol L-1) foi adicionado até cobrir os pedacos de gel e
a amostra incubada no thermomixer por 20 min a 25 °C (800 rpm).

Em seguida o sobrenadante foi descartado. Os géis foram entdo desidratados novamente
com etanol absoluto mais duas vezes e depois foi feita a secagem, de forma idéntica a descrita
anteriormente. Aos géis secos, foi adicionada a solugao de tripsina 12,5 ng uL-1 diluida com
solugdo ABC 50 mmol L-1 no momento do uso, de forma a cobrir os géis a fim de hidrata-los
completamente. Gel foi incubado assim na geladeira (4 °C) por 20 minutos. O excesso da
solucéo de tripsina (se houver) foi removido e descartado. Em seguida o tampdo de digestéo foi
adicionado em quantidade suficiente para cobrir os pedacos de gel e a amostra foi incubada em
estufa a 37 °C entre 16 e 18 horas. Apds 16 -18 horas, todo o liquido foi coletado em tubos
novos e a solucio de extracdo (Agua, TFA 3%, acetonitrila 30%) foi adicionada em quantidade
suficiente para cobrir o gel, mas sem ultrapassar 400 uL.. A amostra foi agitada no thermomixer
por 10 minutos a 25 °C (800 rpm).

Em seguida foi coletado novamente o sobrenadante transferindo-o para o tubo de 2,0
mL. Essa etapa foi repetida. Acetonitrila foi adicionada até cobrir os pedacos de gel e a amostra
agitada no thermomixer por 10 minutos a 25°C (800 rpm). Transferir o sobrenadante para o
tubo de 2,0 mL e repetir essa etapa mais uma vez. Um spin antes da tltima coleta foi dado a
fim de recuperar todo o liquido, e a amostra (sobrenadante) é secada em speed-vac até 10 a 20%
do volume original para remover a acetonitrila. Os peptideos foram purificados usando
StageTips-C18. Para fabricacdo de StageTip-C18, um disco de membrana C18 (3M
EmporeTM) foi colocado sobre uma superficie plana e limpa, como uma placa de Petri de
plastico ou vidro e a membrana C18 foi perfurada com dispositivo apropriado, retirando uma
pequena porcao. Esta porgdo foi transferida para um tip (2-200 pL) e o procedimento foi
repetido colocando outra por¢do de membrana C18 sobre a anterior. O StageTip foi acoplado
ao adaptador (tubo de 1,5 mL com o fundo e a parte superior cortados) e ao tubo de lavagem
(tubo de 2,0 mL sem tampa) e 100 puLL de metanol (grau LC-MS) foram adicionados ao StageTip
para condiciona-lo.

Em seguida a amostra é centrifugada a 1.000 x g por 2 min. O metanol foi descartado e
0 StageTip equilibrado duas vezes com 100 puL de solugdo A (agua; acido formico 0,1%),
centrifugando a 1.000 x g por 4 min em cada vez. A amostra foi colocada no StageTip (ndo
mais que 200 pL) e centrifugada a 1.000 x g pelo tempo necessario para que todo o volume

passe pelo tip (aproximadamente 5 min). Em seguida, o StageTip foi lavado duas vezes com
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200 pL de solugao A centrifugando a 1.000 x g por 6 min cada vez. A eluigdo foi feita
acoplando-se o StageTip ao adaptador e ao tubo de lavagem e lavando o mesmo duas vezes
com 200 pL de solugao A centrifugando a 1.000 x g por 6 min. O adaptador foi acoplado com
0 StageTip em um tubo (eppendorf) limpo de 1,5 mL e prosseguiu-se com a eluicdo dos
peptideos, passando 20 pL duas vezes (40 pL final) de solugdo E (4cido féormico 0,1%,
acetonitrila 40%) armazenada na geladeira. A amostra foi centrifugada a 1.000 x g por 1 min
para cada 20 uL.

Em seguida, a amostra foi submetida a secagem em speed vac por 30 min sem
aquecimento, (vacuum pressure = 0,1) para remover o acetonitrila e depois diluida em solugéo
AD (&cido férmico 0,1%, DMSO 5%, acetonitrina 5%) de acordo com a massa total que se
deseja injetar no espectrébmetro de massas. Assim esta pronta para analise por LC-MS/MS. O
equipamento € um Cromatografo liquido Ultimate 3000, marca Thermo (com gradiente: Fase
A: 0,1% de é&cido formico, 5% DMSO; Fase B: 0,1% de acido férmico, 5% DMSO em
acetonitrilo) e fluxo de 250 nL/min, com gradiente linear de 5 a 40% da fase B em 120 min. A
coluna analitica de 15 cm com 75 um de didmetro interno, contendo particulas de C18 de 3
micrometros de didmetro. A espectrometria de massas € feita em equipamento espectrémetro
de massas hibrido LTQ Orbitrap XL ETD, marca Thermo Scientific Full Scan (MS1) com
parametros: janela full scan (m/z): 300.0-2000.0, resolution of 60000, lock Mass: 401.922718

m/z.

4.5 ANALISES IN SILICO

Os dados disponiveis do GEO foram analisados diretamente no website do NCBI, por
meio da ferramenta GEO2R, sempre comparando dois grupos de amostras. Os resultados sao
apresentados em forma de tabelas contendo os genes com expressado diferencial, na ordem de
maior significancia na diferenca de expressdao. Também sdo demostrados alguns graficos
contendo estes mesmos dados, sendo o principal deles o Volcano Plot. Os pacotes GEOquery
e limma R do projeto Bioconductor compéem a metodologia de analise do GEO2R. Estes
pacotes usam o0s testes mais amplamente aceitos e utilizados para identificar genes
diferencialmente expressos, aplicando testes multiplos de correcéo do valor de p para ajudar a
minimizar a ocorréncia de falsos positivos.

O resultado da analise mostra sempre tabelas de genes com suas respectivas diferencas
de expressao (genericamente denominadas razdes ou fold change) e valor de p de acordo com

o teste de diferenca de expressdo entre os grupos analisados. E gerada uma tabela de 250 genes
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com maiores diferencas de expressdo entre as duas amostras comparadas, uma tabela com todos
0s genes analisados e seus valores de expressdo e alguns gréaficos, entre os quais o0 Volcano
Plot, que demonstra tanto os valores de fold change quanto os valores de p (em -log10), dando
destaque aos genes regulados positivamente e negativamente entre as amostras analisadas.
Foram analisados dados publicos de expressdo génica depositados no GEO (Gene Expression
Omnibus, www.ncbi.nIm.nih.gov/geo), com objetivo de selecionar genes diferencialmente
expressos nas NMPs. A busca foi feita no GEO com palavras-chave: neoplasias
mieloproliferativas, mielofibrose, trombocitemia essencial e Policitemia vera, células
mesenquimais, células hematopoéticas, sangue total, medula éssea e leucdcitos.

Os estudos selecionados foram analisados com a ferramenta interativa GEOZ2R,
fornecida pelo préprio GEO, que compara dois ou mais grupos de amostras, sendo os resultados
apresentados em ordem de significancia em uma tabela e em forma de graficos. O GEOZ2R faz
a comparacdo usando os pacotes de R GEOquery e limma do projeto Bioconductor. O pacote
GEOquery R analisa os dados do GEO em estruturas de R. O pacote R limma (Linear Models
for Microarray Analysis) € um teste estatistico para identificar genes diferencialmente
expressos aplicando correcdes de multiplos testes nos valores de p para corrigir a ocorréncia de

falsos positivos.

4.6 EXTRACAO DE RNA

O RNA total foi extraido do pellet das MSCs cultivadas ou do buffy coat no caso dos
leucdcitos totais de sangue periférico, utilizando o reagente Trizol segundo as especificacdes
do fabricante (Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, EUA).

O RNA foi quantificado por método fluorimétrico, seguido da analise de qualidade em

equipamento BioAnalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

4.7 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (qPCR)

A andlise da expressdo génica em MSCs e leucocitos do sangue periférico foi feita por
PCR quantitativa em tempo real (QPCR) com primers e sondas especificos, duplamente
marcadas (TagMan) para genes candidatos, que codificam proteinas relacionadas selecionados
a partir da analise de protebmica no caso da PV e TE, e segundo a analise em silico no caso da
PMF.

Os primers e sondas utilizados estdo apresentados no Anexo 1.
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O template utilizado foi o0 RNA convertido em cDNA utilizando o kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, segundo as instrugdes do fabricante (Life Technologies Inc.,
Carlsbad, CA, EUA). O cDNA diluido 1:10 foi utilizado para verificar a expressdo dos genes
com as sondas TagMan especificas, utilizando o método relativo de 2*-dCt (WU et al., 2007),
considerando a media geométrica de pelo menos 2 controles endégenos (ACTB e HPRT) para

normalizacé&o.

4.8 ANALISE DE VIAS DE SINALIZACAO

Os dados da espectrometria de massas, ap6s normalizacdo com o software Perseus
foram usados para a andlise de vias de sinalizacdo utilizando a ferramenta MetaCore (Cortellis,
Clarivate). Essa ferramenta fornece uma analise funcional que identifica as vias de sinalizagéo,
redes e processos celulares de acordo com as proteinas diferencialmente expressas encontradas.
Os dados foram analisados quanto as vias de sinalizacéo, redes de processos e ativacdo de

ligantes e receptores.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Anélises estatisticas e os graficos construidos foram realizados utilizando os softwares
Graph Pad Prism versdo 6.01, e Excel for Microsoft 365.

O teste ndo paramétrico de anélise de variacdo (teste Kruskal-Wallis) foi utilizado para
comparar os valores médios das varidveis continuas entre as diferentes condicGes
experimentais, assim como o pés-teste de Dunn para compara¢fes multiplas. O teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para a comparacdo entre dois grupos. O nivel de
significancia foi fixado a um valor p menor que 0,05.

Para a anélise dos dados de protedmica, foi utilizado o software Perseus, de acordo com
as instrugdes do fabricante. De forma breve, a intensidade de fluorescéncia detectada no
equipamento de espectrometria de massas € normalizada, valores que ndo foram detectados em
nenhuma amostra de um grupo foram eliminados e foi feito um teste t para comparagéo de
grupos de duas amostras por vez (TYANOVA et al., 2016).
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4.10 ASPECTOS ETICOS

Para obtencdo das amostras de pacientes com NMPs, contamos com a valiosa
colaboracédo da Prof2. Fabiola Attié de Castro, que inseriu o presente estudo como emenda ao
projeto coordenado por ela e intitulado “EXPRESSAO DE APOPTOMIRS EM
MICROVESICULAS EXTRACELULARES DE CELULAS ESTROMAIS
MESENQUIMAIS MULTIPOTENTES DE NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS”.
Este projeto foi aprovado sob o nimero 55545716.6.0000.5403, pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (FCFRP-
USP). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelos pacientes e doadores
saudaveis que aceitaram participar. O projeto foi formulado de acordo com uma resolugdo do
Conselho Nacional de Saude - CNS 466/12.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS E GENOTIPAGEM DOS PACIENTES

Amostras de medula 6ssea e de sangue periférico, provenientes de 43 pacientes com
NMPs, sendo 14 (32,56%) com PV, 16 (37,21%) com TE, 13 (30,23%) com MFP e de 15
controles (doadores saudaveis) foram analisadas.

A idade média dos individuos foi de 62,21+12,5 anos; 60,31£13,53 anos; 63,62+12,11
anos e 55,80+18,83 anos, respectivamente par PV, TE, MFP e o grupo controle.

Todos os pacientes com PV tinham a mutacdo JAK2V617F. A proporcao de pacientes
sem nenhuma das mutaces JAK2V617F e CALR foi de 31,25% para a TE e de 15,38% para a
MFP.

Os pacientes que ndo estavam em uso de medicacdo representavam 78,57% dos casos
de PV, 93,75% dos casos de TE e 100% dos casos de MFP.

O tratamento era acido acetilsalicilico para 66,66% (2/3) dos casos de PV tratados; e
hidroxiureia para um paciente, 33,33%. O Unico paciente com TE em tratamento usava o acido
acetilsalicilico e a hidroxiureia.

Pelo menos um evento trombético (antes ou no decorrer do tratamento) ocorreu em
37,5% dos pacientes com TE.

Os dados estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 - Carateristicas e genotipagem dos pacientes com PV, TE ou MFP

Parametros PV (n=14) TE (n=16) MFP (n=13)
Mutac6es
JAK2V617F + 14 (100%) 9 (56,25%) 7 (53,85%)
CALR + 0 (0%) 2 (12,25%) 3 (23,08%)
Género
Feminino 6 (42,86%) 10 (62,5%) 3 (23,08%)
Masculino 8 (57,14%) 6 (37,5%) 10 (76,92%)
Tratamento
Sim 3 (21,43%) 1 (6,25%) 0 (0%)
Nao 11 (78,57%) 15 (97,75%) 13 (100%)
Risco
Muito baixo Sl 3 (18,75%) SI
Baixo 2 (14,28%) 3 (18,75%) 0 (0%)
Intermediario SI 3 (18,75%) Sl
Intermediéario 1 Sl Sl 3 (23,08%)
Intermediério 2 Sl Sl 10 (76,92%)
Alto 4 (28,57%) 7 (43,75%) 0 (0%)
Eventos tromboticos 3 (21,43%) 6 (37,5%) 1 (7,69%)
Grau de fibrose
0 5 (31,71%) 13 (81,25%) 1 (7,69%)
1 3 (21,43%) 2 (12,5) 1 (7,69%)
2 1(7,14%) 1 (6,25) 1 (7,69%)
3 2 (14,28%) 0 (0%) 8 (61,54%)
4 1 (7,14%) 0 (0%) 2 (15,38)
ND 2 (14,28%) 0 (0%) 0 (0%)

"Fonte: (GANGAT et al., 2011; BAUERMEISTER, 1971)).

7 Sl: Sem informacédo. ND: ndo definido. Score DIPSS (Dynamic International Prognostic Scoring System)-Plus
utilizado para a estratificacdo do risco na MFP (GANGAT et al., 2011).

Score de Bauermeister para a classificacdo do grau de fibrose (BAUERMEISTER, 1971)
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5.2 ANALISE DE PROTEOMICA

5.2.1 Proteinas diferencialmente expressas em MSCs de PV e de TE

A analise de protedmica foi feita a partir do extrato proteico de MSCs de pacientes com
PV, TE com a mutacdo JAK2V617F e controles saudaveis. As amostras de MSCs de MFP
apresentaram pouco crescimento no cultivo e, portanto, ndo foi possivel obter quantidade
suficiente de células para o isolamento de proteinas. Os dados resultantes da espectrometria de
massas foram normalizados e analisados de duas maneiras, uma mais estringente, com o pacote
R; e outra menos estringente, utilizando o software Perseus.

Com o software Perseus, foram encontradas 73 proteinas diferencialmente expressas
(p<0,05) nas MSCs de pacientes com Trombocitemia Essencial (TE) comparadas com MSCs
de individuos saudaveis (Controles, CT) (Apéndice I). Em relacdo as MSCs da Policitemia Vera
(PV), o nimero de proteinas diferencialmente expressas (p<0,05) em compara¢ao com as MSCs
de individuos saudaveis (Controles, CT) foi de 105 (Apéndice 11). As 10 proteinas com maior
diferenca de expressdo estdo demonstradas nas tabelas 4 e 5, respectivamente para PV e TE.

Quando utilizamos o pacote R para uma analise mais estringente, obtivemos 7 proteinas
diferencialmente expressas na analise de MSCs de PV (PV-MSC) versus MSCs de controles
saudaveis (CTRL-MSC), sendo as proteinas VPS26A, CTTN, MAP4, TPD52L2, FAM175B,
BAX reguladas positivamente, e a proteina TNC regulada negativamente. Na TE, 5 proteinas
foram diferencialmente expressas na analise de MSCs de TE (TE-MSC) versus CTRL-MSC,
sendo as proteinas ALDH1A3, PON2, SCP2 reguladas positivamente e as proteinas RAB21 e
RANBP1 reguladas negativamente. A figura 6 mostra esses dados em forma de Volcano Plots.
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Tabela 4 - Top 10 das proteinas com maior diferenca de expressdo na PV em relagdo aos controles
saudaveis, de acordo com a analise no Perseus

Proteinas reguladas Log Proteinas  reguladas Log
positivamente Razdo PV/ICT negativamente Razéo PVICT
CTTN 1,12 RPL15 -1,02
PDLIM1 1,12 MATR3 -1,02
MAP4 1,11 SFPQ -1,02
CALD1 1,11 RPL3 -1,02
MARCKS 1,09 PRPF19 -1,07
TPD52L.2 1,08 RPL26 -1,07
ZYX 1,08 RPL13A -1,09
CAP2 1,07 DHX9 -1,09
PSAP 1,07 TGFB1 -1,09
EIF4H 1,07 TNC -1,22

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 5 - Top 10 das proteinas com maior diferenca de expressdo em TE em rela¢&o aos controles
saudaveis, de acordo com a analise no Perseus

Proteinas reguladas Log Proteinas  reguladas Log
positivamente Razdo TE/CT negativamente Razéo TE/CT
BCL2L13 1,05 GBP1 -1,01
MOAT7 1,04 ILK -1,01
STAT1 1,04 NAMPT -1,01
SERPINE1 1,04 CAP1 -1,01
POFUT1 1,03 RAC1 -1,02
PON2 1,03 ANP32E -1,03
ASAH1 1,03 HMGB1 -1,03
PRKCDBP 1,03 RANBP1 -1,03
PKM 1,03 LMCD1 -1,04
IKBIP 1,03 PDGFRB -1,06

Fonte: Elaborado pela autora
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8Figura 6 - Proteinas diferencialmente expressas nas NMPs de acordo com a anélise utilizando R.
Fonte: Elaborado pela autora

8 A) Volcano Plot mostrando as proteinas diferencialmente expressas em MSCs de PV comparadas a MSCs de

controles saudaveis;
B) Volcano Plot mostrando as proteinas diferencialmente expressas em MSCs de TE comparadas a MSCs de

controles saudaveis 8
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Quando cruzamos os dados gerados pelas duas estratégias de andlise, Perseus e R,
obtivemos em comum algumas proteinas diferencialmente expressas na comparagdo PV-MSC
versus CTRL-MSC, que foram CTTN, MAP4, TPD52L.2. O mesmo foi feito para a comparacgédo
de TE-MSC com CTRL-MSC, obtendo-se as proteinas diferencialmente expressas em comum,
PON2 e RANBP1 (Figura 7).

R Perseus R

Perseus

RPL15
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CALD1 SFPQ
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Figura 7 - Proteinas em comum nas analises com os dois softwares, Perseus € R
Fonte: Elaborado pela autora

5.2.2 Validagéo dos genes que codificam as proteinas diferencialmente expressas em
MSCs da medula déssea

As proteinas diferencialmente expressas em comum nos resultados das duas analises
(pacote R e Perseus) foram CTTN, MAP4, TPD52L2 e TNC para PV; PON2 e RANBP1 para
TE. Estas proteinas foram selecionadas como potenciais candidatos para diferenciar as NMP e

 Al: Proteinas reguladas positivamente na PV. A2: Proteinas reguladas negativamente na PV. B1: Proteinas

reguladas positivamente na TE. B2: Proteinas reguladas negativamente na TE.
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assim, foram submetidos a validacdo da sua expressdao em um nimero maior de amostras de
pacientes, ja que a andlise de protedbmica foi realizada com 4 amostras de cada grupo. Esse
numero reduzido foi necessario devido a quantidade elevada de celulas necessarias para
obtencdo de extratos proteicos. Assim, como ndo dispunhamos de extratos proteicos de todas
as amostras, optou-se pela validacdo com base na expressdo dos genes que codificam essas
proteinas, por meio da andlise por PCR em tempo real do RNA isolado a partir das MSCs de
medula 0ssea e leucdcitos de sangue periférico de pacientes com PV, TE e MFP e controles
saudaveis.

Nas MSCs de medula 6ssea, ndo houve diferencas significativas na expressdo de
nenhum dos genes analisados, CTTN, MAP4, TNC, PON2, RANBP1 entre as NMPs em

relacdo ao grupo de controles saudaveis. Os dados estdo apresentados na figura 8.
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Fonte: Elaborado pela Autora

10 A. Genes codificando proteinas diferencialmente reguladas na PV. Al. Expressdo de CTTN; A2. Expressao de
MAP4. A3. Expressdo de TNC. B. Genes codificando proteinas diferencialmente reguladas na TE. B1. Expressao
de PON2. B2. Expressdo de RANBP1. MO CTRL: MSCs da medula 6ssea de controles saudaveis, n=. MO PV:
MSCs da medula dssea de pacientes com PV. MO TE: MSCs da medula dssea de pacientes com TE. MO MF:

MSCs da medula 6ssea de pacientes com MFP.
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5.2.3 Validagdo dos genes que codificam as proteinas diferencialmente expressas em
leucocitos do sangue periférico

Da mesma forma, os genes que codificam as proteinas encontradas em comum nas
analises com o pacote R e o Perseus (CTTN, MAP4, TNC para PV; PON2 e RANBP1 para TE)
tiveram suas expressdes verificadas em leucdcitos de sangue periférico de pacientes com PV,
TE e MFP, além de controles saudaveis. O gene TNC expressou niveis muito baixos, ndo sendo
possivel realizar andlises estatisticas. Os dados de expressdo dos demais genes estdo
apresentados na figura 9. N&@o houve diferenca significativa na expressao destes genes na analise

de comparacéo entre os quatro grupos.
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1Figura 9 - Expressdo em leucécitos do sangue periférico dos genes que codificam as proteinas diferencialmente
expressas.
Fonte: Elaborado pela Autora

11 A. Genes codificando proteinas diferencialmente reguladas na PV. Al. Expressdo de CTTN; A2. Expressio de
MAP4. B. Genes codificando proteinas diferencialmente reguladas na TE. B1. Expressdo de PON2. B2. Expressao
de RANBPL. SP: Sangue periférico. SP CTRL.: leucécitos do sangue periférico de controles saudaveis. SP PV:
leucdcitos do sangue periférico de pacientes com PV. SP TE: leucécitos do sangue periférico de pacientes com
TE. SP MF: leucdcitos do sangue periférico de pacientes com MFP.
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5.3 IDENTIFICACAO DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM MSCs DE
MIELOFIBROSE POR MEIO DE ANALISE IN SILICO

Como néo foi possivel obter extratos proteicos de MSCs de pacientes com MFP em
quantidade suficiente para a analise protedmica, utilizamos dados publicos de expressdo génica
depositados no GEO. O dado que encontramos foi do GSE 44426
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE44426) que identificou genes
diferencialmente expressos em MSC-MFP versus MSC-Controles saudaveis. Os genes com
maior diferenca de expressdo de acordo com o volcano plot gerado pelo GSE44426 estdo na no
Apéndice I1I.

Para validacdo, foram selecionados os genes ADAMTS12, AVEN, CRACD, FRZB,
HAND2-AS1 e HAND2 HHIPL2, SOX5 e STEAP4, com base na diferenca de expressao e em
possivel envolvimento na fisiopatologia da MFP de acordo com a literatura. A andlise foi feita

tanto em MSCs e em leucdcitos de sangue periférico de pacientes com as trés NMPs.

5.3.1 Expressédo génica em MSCs da medula dssea

Nas MSCs da medula 6ssea, ndo foi encontrada diferenca significativa na expressdo dos
genes ADAMTS12, AVEN, CRACD, FRZB, HHIPL2, SOX5, STEAP4, na analise de comparagéo
dos quatro grupos PV, TE, MFP e controles saudaveis (Figura 10). Os genes, HAND2-AS1 e
HAND2 ndo alcancaram niveis de expressdo detectaveis em nenhuma das amostras de MSCs

de medula 6ssea analisadas e, portanto, os dados ndo foram demonstrados neste documento.
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2Figura 10 - Expressdo génica nas MSCs da medula 6ssea em PV, TE, MFP e controles saudaveis
Fonte: Elaborado pela Autora

12 A, Expressdo de ADAMTS12. B. Expressdo de AVEN. C. Expressdo de CRACD. D. Expressdo de FRZB. E. Expressdo de HHIPL2. F. Expressdo de SOX5. G. Expressdo
de STEAP4. MO CTRL: MSCs da medula 6ssea de controles saudaveis. MO PV: MSCs da medula dssea de pacientes com PV. MO TE: MSCs da medula 6ssea de pacientes
com TE. MO MF: MSCs da medula 6ssea de pacientes com MFP
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5.3.2 Andlise em leucdcitos do sangue periférico

No sangue periférico, a expressao dos diferentes genes avaliados estd apresentada na
figura 11. A expressdo do gene AVEN mostrou uma diferenca significativa (p=0,0016) na
comparacédo dos quatro grupos (PV, TE, MFP e controles saudaveis), sendo significativamente
menor em todas as NMPs em relacdo ao grupo de controles saudaveis.

O oposto ocorreu para o0 gene CRACD, cuja expresséo foi significativamente diferente
entre os quatro grupos (p=0,0048), sendo significativamente maior na comparacao entre cada
NMPs em relacdo ao grupo de controles saudaveis.

N&o houve diferenca significativa na expressao do gene HHIPL2 na comparagdo dos
quatro grupos utilizando o teste de Anova. No entanto, quando comparamos 0s grupos de dois
a dois pelo teste de Mann-Whitney, a expressao deste gene foi significativamente menor na PV
em relacdo aos controles saudaveis (p = 0,0390).

De forma semelhante, ndo houve diferenca significativa na expresséo do gene SOX5 na
comparacao dos quatro grupos, porém sua expressao foi significativamente menor na PV em
relacdo ao grupo de controles saudaveis (p=0,0455) na analise de Mann-Whitney.

Né&o houve diferenca significativa na expressao do gene STEAP4 na compara¢ao entre 0s quatro
grupos.

Os genes ADAMTS12, FRZB, HAND2-AS1 e HAND?2 apresentaram niveis de expressao
muito baixos ou até mesmo indetectaveis nas amostras de sangue periférico analisadas e

portanto, os dados ndo foram demonstrados neste documento.
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BFigura 11 - Expressdo génica em leucocitos do sangue periférico em PV, TE, MFP e controles
saudaveis.
Fonte: Elaborado pela Autora

13 A. Expressdo de AVEN. B. Expressdo de CRACD. C. Expressdo de HHIPL2. D. Expressdo de SOX5. E.
Expressdo de STEAP4. Valores p obtidos a partir do teste de Kruskal-Wallis comparando os quatro grupos PV,
TE, MFP e controles saudaveis. * Nivel de significancia no pés-teste de Dunn. SP: Sangue periférico. SP CTRL.:
leucdcitos do sangue periférico de controles saudaveis. SP PV: leucdcitos do sangue periférico de pacientes com
PV. SP TE: leucécitos do sangue periférico de pacientes com TE. SP MF: leucdcitos do sangue periférico de
pacientes com MFP
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5.4 ANALISE DE VIAS DE SINALIZACAO UTILIZANDO O METACORE

5.4.1 Policitemia Vera: PV-MSC versus CTRL-MSC

As proteinas diferencialmente expressas encontradas nas amostras de PV em relacdo aos
controles, segundo a analise do Perseus, foram submetidas a analise com a ferramenta
Metacore. A primeira analise gerada foi de vias de sinalizacdo (Figura 12), que demonstrou
entre as vias mais ativadas, algumas relacionadas com remodelagem do citoesqueleto, trafego
do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi, ativacdo do NALP3/inflamasomo, e
defeitos na fungdo de macrofagos em asma.

Entre as vias moduladas negativamente, destacam-se a via de Granzima A e
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) de apoptose e sobrevivéncia, via de sinalizacdo WNT em
melanomas invasivos, regulacdo da transcricdo dependente de beta-catenina no cancer
colorretal e regulacdo da fungdo de células T pela Proteina 4 Associada a Linfocitos T
Citotoxicos (CTLA-4).

Quando utilizamos a ferramenta do Metacore de modelagem de receptores e ligantes,
obtivemos uma lista com 11 redes, das quais chamou a atenc¢do a presenca de uma rede com 0s
seguintes elementos: Receptor de quimiocina C-X-C de tipo 4 (CXCR4), HIF1 (Fator 1
induzivel por hipoxia, subunidade alfa), STAT1, STAT3, STAT5B, associado ao processo de
diferenciacdo de eritrocitos e resposta a IL-9. Quando se expande essa rede em relacdo aos
ligantes e receptores, surge uma nova rede (Figura 13), que organizamos por localizacéo
subcelular, na qual destacam-se no nucleo os fatores HIF1A, Fator Nuclear da célula T Ativada
(NFAT) e STAT, diversos alvos citoplasmaticos que encontravam-se diferencialmente
expressos de acordo com os dados de protebmica, 0 CXCR4 como alvo de membrana e a TNC
como alvo extracelular. A TNC estava regulada negativamente nos dados de PVV-MSC versus
CTRL-MSC (Figura 8).



1 2 3 -log (valor de p)

10

‘Maps

1. Processo neurofisiolégico _ Complexo motor Dineina-
dinactina no transporte axonal em neurdnios

2. Desenvolvimento, regulacdo de proteinas do
citoesqueleto na diferenciacdo de oligodendrocitos e
mielinizacdo

3. Trafego DeltaR508-CFTR/Reticulo endoplasmatico
para complexo de Golgi na fibrose cistica

4. Trafego WtCFTR /Reticulo endoplasmético para
complexo de Golgi (normal)

5. Ativacdo do inflamassoma NALP3 na degeneragéo
macular relacionada a idade

6. Funcéo fagocitica de macrofagos prejudicada na asma
7. Remodelacdo do citoesqueleto _ papel da PKA na
reorganizacao do citoesqueleto

8. Metabolismo do enxofre

9. Remodelagdo do citoesqueleto _ regulagdo da
nucleacdo e polimerizagdo do citoesqueleto de actina por
Rho GTPases

10. Infecgdo bacteriana na infecgdo da fibrose cistica

A 2 3 -log (valor de p)

10
‘Maps

1. Apoptose e sobrevivéncia _ sinalizagdo da granzima A

2. Sobrevivéncia e apoptose _ papel do PI3K nuclear na
sinalizacdo de NGF/trkA

3. Ativacdo plaquetaria durante o desenvolvimento de
microangiopatia trombética por deficiéncia de ADAM-TS-13
4. Contracdo muscular _ sinalizagdo nNOS no musculo
esquelético

5. Produgdo autdcrina de citocinas pré-sobrevivéncia de
eosindfilos na asma

6. Sinalizacdo WNT em células de melanoma do tipo invasivo
7. Desenvolvimento _ Regulagdo do comprimento dos
teldmeros e imortalizacéo celular

8. Papel da adesdo de células SCLC na progressao tumoral

9. Regulacdo da transcricdo dependente de beta-catenina no
cancer colorretal

10. Resposta imune _ Regulacédo da funcdo das células T por
CTLA-4

14Figura 12 - Vias de sinalizacdo na PV, segundo a anélise na ferramenta Metacore

Fonte: Elaborado pela Autora
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14 A, Vias de sinalizacdo relacionadas as proteinas reguladas negativamente. B. Vias de sinalizagdo relacionadas

as proteinas reguladas negativamente.
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5.4.2 Trombocitemia Essencial: TE-MSC versus CTRL-MSC
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Do mesmo modo, as proteinas diferencialmente expressas encontradas nas amostras de

TE-MSC em relacdo aos controles, segundo a analise do Perseus, foram submetidas a anélises

com a ferramenta Metacore. A primeira analise gerada foi de vias de sinalizacdo (Figura 14),

entre as quais destacam-se a ativacdo de alvos do fator tecidual em céncer, efeitos da

indoleamina 2,3-Dioxigenase 1 (IDO1) sobre o metabolismo de células T e a transcri¢do de

alvos de HIF1A. Quando utilizamos a ferramenta do Metacore de modelagem de receptores e

ligantes, surgem 5 redes, entre as quais destacamos a rede Receptor Especifico de Produtos

Finais de Glicosilacdo Avancada (RAGE)/p53 (Figura 15). Nesta rede, temos a presenca de
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inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), CD59, Catepsina D e PON2. Este ultimo
estava diferencialmente expresso nos dados de protedémica de TE-MSC versus CTRL-MSC.

5.4.3 Comparacao de PV-MSC e TE-MSC

A comparacéo entre as analises PV-MSC versus CTRL-MSC e TE-MSC versus CTRL-
MSC também foi realizada no Metacore, que permite visualizar as redes de processos
unicamente modulados em PV e TE (Tabelas 6 e 7 respectivamente). Dentre estas, destaca-se
as vias de resposta a citocinas ativadas em TE-MSC versus CTRL-MSC, com participacao de
moléculas diferencialmente expressas apenas em TE-MSC versus CTRL-MSC, como o inibidor
do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6)
e a proteina de grupo 1 de alta mobilidade (HMGBL1). A rede de resposta ao estresse celular,
ativada em PV-MSC versus CTRL-MSC tem como destaque as moléculas Proteina-L-
Isoaspartato (D-Aspartato) O-Metiltransferase (PCMT1) e Fator de splicing rico em prolina e
glutamina (SFPQ).
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1 Figura 14 - Vias de sinalizagdo na TE, segundo a andlise na ferramenta Metacore

Fonte: Elaborado pela Autora
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15 A. Vias de sinalizacdo relacionadas as proteinas reguladas negativamente. B. Vias de sinalizacdo relacionadas

as proteinas reguladas negativamente
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Tabela 6 - Anélise de rede de processos unicamente modulados na PV, usando o Metacore

No Rede Processos Tamanho Alvo Vias Valordep Scorez Scoreg
1 TAGLN2, processo viral (34,0%), regulacdo negativa 50 14 0 3.54e-37 103.23  103.23
GMPPA, da organizacdo do componente celular
NF45 (ILF2),  (29,8%), localizacéo celular (51,1%),
Calponin-3, localizacdo (70,2%), processos do sistema
TMOD3 muscular (21,3%)
2 Matrin-3, processo catabodlico de macromoléculas 50 14 0 4.91e-37 102.19 102.19
Scrapper, celulares (34,0%),
PSMD13, processo catabdlico de mMRNA transcrito
CRP1, Rab-23 nuclear,
deterioracdo mediada por absurdo (16,0%),
processo catabdlico de macromoléculas
(34,0%),
Proteina co-traducional dependente de SRP
direcionada a membrana (14,0%),
anafase promovendo processo catabdlico
dependente complexo (14,0%)
3 SFPQ, RPS7,  resposta celular ao estresse (70,8%), resposta 50 13 0 4.07e-34 95.85 95.85
UBC, RPS3, ao estresse (77,1%), regulacéo negativa do
PCMT1 processo bioldgico (87,5%), processo

metabdlico da proteina celular (70,8%),
regulacao da expresséo génica (81,2%)

Fonte: Elaborado pela Autora
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Tabela 7 - Anélise de rede de processos unicamente modulados na TE, usando o Metacore

No Rede Processos Tamanho Alvo Vias Valordep Scorez  Scoreg
1 HMGBL, PAIL, resposta celular ao estimulo de citocinas (84,8%), 52 2 934  8.64e-05 17.16 1184.66
NF-kB, RelA, resposta celular a interleucina 1 (58,7%),
TRAF6 via de sinalizagcdo mediada por citocinas (73,9%),
resposta a interleucina 1 (58,7%), resposta a
citocina (84,8%)
2 ANP32E, P3H3, transporte mediado do reticulo endoplasmatico 50 21 0 2.24e-63 185.00 185.00
USP5, RanBP1, paraa vesicula de Golgi (20,0%),
LMCD1 processamento de antigeno e apresentagdo de
antigeno peptidico exdgeno via MHC classe 11
(16,0%),
processamento de antigeno e apresentacgdo de
antigeno peptidico via MHC classe 11 (16,0%),
processamento de antigeno e apresentagdo de
antigeno de peptideo ou polissacarideo via MHC
classe 11 (16,0%),
Transporte da vesicula de Golgi (22,0%)
3 ERp44, MSAP,  transporte mediado do reticulo endoplasmatico 50 17 0 1.88e-49 149.74  149.74
TIP120A, para a vesicula de Golgi (22,0%),
LENG4, Septin  transporte mitocondrial de elétrons, ubiquinol
7 para citocromo ¢ (10,0%),

transporte mediado por vesicula (46,0%),
processamento de antigeno e apresentacdo de
antigeno peptidico exdgeno via MHC classe Il
(16,0%),
processamento de antigeno e apresentacdo de
antigeno peptidico via MHC classe 11 (16,0%)

Fonte: Elaborado pela Autora
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6 DISCUSSAO

O perfil de expresséo dos genes codificando as proteinas selecionadas segundo a anélise
de proteémica (CTTN, MAP4, TNC, RANBP1 e PON2), e dos genes selecionados na anélise
in silico (ADAMTS12, AVEN, CRAD, HHIPL2, STEAP4 e SOX5), foi comparado a dados da
literatura e de bancos publicos, relacionados a esses genes, para tentar entender o papel que
possam desempenhar na PV, TE ou na MFP.

A cortactina (CTTN) estava mais expressa em PV, segundo dados da analise
protebmica, embora ndo tenha sido possivel validar essa diferenca por analise da expressao do
gene CTTN. A CTTN contribui para a organizacdo do citoesqueleto de actina (VON
HOLLEBEN et al., 2011), desempenha um papel na formacdo de lamelipddios e na migracédo
celular.

A CTTN ¢é um substrato especifico da tirosina-fosfatase Shp-1, e usa
fosforilagcdo/desfosforilacdo afeta a formagéo de invadopodia e, como consequéncia disso, a
capacidade das células de melanoma de invadir a matriz extracelular. Shp-1 pode ser
considerada um regulador da invasividade do melanoma e um alvo em potencial para drogas
anti-metastaticas (VARONE et al., 2021). H& um relato na literatura de expressao diminuida de
Shp-1 em progenitores eritréides de PV, tanto o gene quanto a proteina (WICKREMA et al.,
1999). Este relato ndo abordaa CTTN, mas pode haver uma relagdo ainda ndo investigada entre
essas proteinas na PV. Outro relato, este em granuldcitos de PV, demonstrou gue a expressao
do gene SHP-1 ndo estava alterada (ASIMAKOPOULOS et al., 1997).

Um dado importante sobre a CTTN em relagdo as NMPs é que a CALR regula a
transcricdo de CTTN através de STAT3. A transcricdo de CTTN é regulada por meio da ligacédo
de STAT3 a regido promotora de CTTN. A CTTN promove a invasividade de varios tipos de
células tumorais por meio da sua atividade sobre a montagem de actina cortical e dindmica de
membrana. A regulagéo negativa de CALR diminui a quantidade de CTTN no meio intracelular
(DU et al., 2009). CALR é um dos genes que pode estar mutado nas NMPs e, portanto,
hipotetiza-se aqui alguma relagéo que pode ser investigada nos casos de NMPs em que ocorre
essa mutacéo.

A CTTN esta regulada positivamente em leucemia linfocitica cronica (LLC) e sua
expressdo correlaciona-se com a liberagio de MMP9 e com a mobilidade das células
neoplésicas (MARTINI et al., 2017). A expresséo e a fosforilacdo de CTTN sdo reduzidas apos

tratamento com Ibrutinib (inibidor de Btk).
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Outros relatos sobre a CTTN dizem respeito a regulacdo que esta proteina exerce sobre
a axis CXCL12/CXCR4. A CTTN liga-se a actina e assim regula a resposta a0 CXCL12 em
células que superexpressam CXCR4. Destaca-se também que expressdao de CXCR4 na
membrana é dependente da expressdo de CTTN, que por sua vez depende da calcineurina
(PASSARO et al., 2015). Alta expressdo de CTTN aumentam a transmigragdo em resposta ao
CXCL12 (VELAZQUEZ-AVILA et al., 2019). A axis CXCL12/CXCR4 é um fator central na
regulacdo da homeostase do sistema hematopoético. Em relacdo as NMPs, os relatos de
alteracdo dessa axis sdo variados. Ramos e colaboradores afirmam que ndo ha variagdo na
expressdo de CXCL12 nas MSC de PV, ET e PMF (RAMOS et al., 2017). Ha relato de que a
presenca de CTHSs leva a diminuicdo da expressao de CXCL12, que diminui ainda mais na
presenca de CTHs com a mutacdo JAK2 V617F; assim como a regulacao negativa de CXCL12
nos osteoblastos de NMPs que aumenta a mobilizacdo das células precursoras hematopoéticas,
que assim diminuem em numero na MO. (GREENBAUM et al., 2013).

MAP4 (Proteina associada a microtubulo 4), € uma proteina que em condi¢fes normais
interage e assim estabiliza os microtibulos. Uma vez fosforilada, MAP4 dissocia-se dos
microtUbulos, levando a desmontagem dos mesmos e a instabilidade dindmica, afetando as
propriedades dos microtibulos (EBNETH et al., 1999). MAP4 desempenha um papel também
na progressao do ciclo celular (CHANG et al., 2001).

MAP4 estava positivamente regulada em MSCs da PV em relagdo aos controles, em
nossa analise de protedmica. Na literatura, ndo encontramos dados sobre MAP4 nas NMPs. No
entanto, a proteina MAP4 mostrou-se negativamente regulada em linhagem estromal HS5 co-
cultivada com células hematopoéticas KG1, em relacdo as células HS5 sozinhas (LIU et al.,
2019).

A proteina TNC (Tenascina-c) estava negativamente regulada na PV de acordo com a
analise de protebmica e houve uma tendéncia a menor expressao do gene TNC nas MSC das
NMPs, embora ndo tenha sido significativa. TNC € uma proteina de matriz extracelular
expressa em nichos de células-tronco, sendo um componente critico do MMO para a
regeneracdo hematopoiética (NAKAMURA-ISHIZU et al., 2012; DESTERKE et al., 2015c,
2015a). Também foi relatado que a TNC pode influenciar positiva ou negativamente 0s
numeros de CTHs na medula 0ssea e esta entre uma série de fatores que apresentam maior
caracterizacdo em termos de fonte celular ou papel em relacdo ao nicho (MORRISON;
SCADDEN, 2014). A TNC é expressa especificamente na regido periosteal e nas paredes das

artérias na medula 6ssea saudavel. Sua expressdo aumenta quando ha alteracBes na medula
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Ossea, como por exemplo, na leucemia mieldide e na mielofibrose (SOINI et al., 1993;
REILLY, 1997; CHIQUET-EHRISMANN et al., 2014).

As células estromais aderentes foram identificadas como a fonte de TNC em populacfes
de células da medula 6ssea (EKBLOM et al., 1993; KLEIN; BECK; MULLER, 1993). A TNC
expressa no estroma atua para ancorar as CTHs (KLEIN; BECK; MULLER, 1993) e a interacéo
de CTHs com a TNC aumenta notavelmente a proliferacdo (SEIFFERT et al., 1998).

A hiperresponsividade das MSCs de MO, resultante da inflamacdo, pode levar a
liberacdo/ativacdo de efetores que contribuem para a fibrose, entre os quais a TNC
(DESTERKE et al., 2015a).

A TNC, observada na mielofibrose com hiperplasia megacariocitica, tem forte impacto
na inflamacdo cronica e na ativacdo e sinalizacdo do TGF-p (KASPRZYCKA,;
HAMMARSTROM; HARALDSEN, 2015).

Durante a hematopoese, a via de sinalizacdo do TGF-f é um potente regulador negativo
da proliferacdo enquanto estimula a diferenciacdo e a apoptose quando apropriado. Em
neoplasias hematoldgicas, incluindo leucemias, disturbios mieloproliferativos, linfomas e
mieloma mdltiplo, desenvolve-se uma resisténcia aos efeitos homeostaticos do TGF-B. Os
mecanismos para esta resisténcia incluem mutacdo ou delecdo de membros da via de sinalizacéo
de TGF-p e interrup¢do da via por oncoproteinas. Essas alteracdes definem um papel supressor
de tumor da via do TGF-B em neoplasias hematoldgicas. Por outro lado, niveis elevados de
TGF-B podem promover a mielofibrose e algumas malignidades hematolégicas por meio de
seus efeitos no estroma e no sistema imunoldgico (DONG; BLOBE, 2006). O papel patogénico
do TGF-B na fibrose da medula 6ssea nas neoplasias mieloproliferativas ja foi descrito
(MARTYRE, 1995; KREIPE et al., 2012; AGARWAL et al., 2016). A sinalizacdo de TGF-p
contribui para mielofibrose e dominancia clonal de neoplasias mieloproliferativas (YAO et al.,
2019). Se a expressdo de TNC estiver diminuida, podemos concluir que ha uma interferéncia
negativa sobre a atividade TGF- f.

PON2 (paraoxonase 2) codifica uma proteina expressa de forma ubiqua nos tecidos
humanos, nos quais pode atuar como um antioxidante celular e anti-inflamatério (MANCO;
PORZIO; CARUSONE, 2021). No entanto, PON2 é capaz de promover a formacdo tumoral
((WITTE et al., 2012; MANCO; PORZIO; CARUSONE, 2021). A deficiéncia de PON2 ja foi
associada com perturbacgdes na eritropoiese (SPIECKER et al., 2021)

Nas NMPs, o nivel de estresse oxidativo é elevado, e poderia estar relacionado aos
eventos vasculares (DURMUS et al, 2013, 2014; MARTY et al., 2013; BJZRN;
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HASSELBALCH, 2015; ALLEGRA et al., 2020). PON2 foi mostrado como capaz de diminuir
0 estresse oxidativo vascular (HORKE et al., 2007)

A regulacdo positiva de PON2 na TE encontrada na analise de protedmica no nosso
trabalho é, portanto, compativel. E importante ressaltar o fato de que a proteina PON2 esta
exclusivamente mais expressa na TE, e ndo na PV em nossas analises de proteoma, o que pode
indicar um papel exclusivo ou diferente de PON2 nesta NMP e é condizente com as fungdes
conhecidas desta proteina. Apesar de haver uma tendéncia ao aumento da expressdao do gene
PONZ2 nas MSC das NMPs, essa diferenca ndo foi significativa.

A proteina RANBP1 (RAN binding protein) estava regulada negativamente na TE em
nossa analise de protedmica. RANBP1 forma um complexo com a proteina nuclear relacionada
a Ras (Ran) e metaboliza o trifosfato de guanosideo (GTP). Este complexo participa da
regulacdo do ciclo celular controlando o transporte de proteinas e acidos nucléicos para o
nacleo. Ndo encontramos relacdo entre RANBP1 e NMPs na nossa busca na literatura. A
expressdo do gene RANBP1 nédo apresentou diferenca significativa entre as NMPs ou em
relacdo ao controle saudavel, tanto em MSC quanto em leucdcitos.

A proteina ADAMTS12, do inglés A Disintegrin-Like And Metalloprotease (Reprolysin
Type) With Thrombospondin Type 1 Motif, 12, é uma metaloproteinase que tem papel descrito
na inflamacéo e no céncer, entre outros.

N&o foi possivel demostrar expressdao do gene ADAMTS12 nos leucécitos de sangue
periférico no presente trabalho. Nas MSCs da medula dssea, a expressdo de ADAMTS12 nao
mostrou diferenca entre a PV, TE, MSC e controles saudaveis. O dado depositado GSE44426
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE44426) identificou ADAMTS12
como um gene positivamente regulado nas MSCs de medula dssea de MFP, quando comparadas
a MSCs de controles saudaveis. O gene ADAMTS12 codifica uma proteina importante para a
inflamacédo, sendo sua deficiéncia relacionada ao aumento nos marcadores inflamatérios;
enquanto sua presencga relacionou-se com a inducéo de apoptose em neutrofilos (MONCADA-
PAZOS et al., 2012). ADAMTS-12 foi descrito como uma molécula que pode atuar como
supressor tumoral ou como um agente pro-tumoral. Sua atividade de proteinase pode ser
modificada pela interacdo com outras proteinas e, portanto, esta pode ser uma forma alternativa
de modular as fun¢des da ADAMTS12 (MOHAMEDI et al., 2021).

A proteina AVEN (do inglés Apoptosis And Caspase Activation Inhibitor) € um
regulador da morte celular, que atua como inibidor da apoptose e da ativacédo da caspase (CHAU
et al.,, 2000) AVEN ja foi relatada como um inibidor da apoptose em outras neoplasias
hematoldgicas (PAYDAS et al., 2003; CHOI et al., 2006; EISSMANN et al., 2013) e a fuséo
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do gene AVEN com o gene NUTML foi descrita em leucemias mieloides agudas (YUAN et al.,
2021).

Nossos resultados demonstraram uma menor expressdo de AVEN em leucdcitos do
sangue periférico de pacientes com TE em relacdo aos controles saudaveis, em concordancia
com 0S dados encontrados nos dados publicos GSE26049
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE26049), na comparac¢do do sangue
periférico de TE com os controles saudaveis. No entanto, nosso resultado em PV e MFP
demonstraram menor expressdao de AVEN em comparagdo aos controles saudaveis, enquanto
este gene estava mais expresso na PV e na MFP segundo dados descritos no GSE26049 (SKOV
et al., 2011). Embora seja um dos genes diferencialmente expressos na TE em relacdo aos
controles no GSE26049, o gene AVEN néo foi abordado nos resultados dos artigos gerados a
partir desses dados.

No que diz respeito a expressdo de AVEN nas MSCs, ndo houve diferenga de expressdo
entre as trés NMPs na comparagéo entre si e com as MSCs de controles. Nosso dado difere do
dado publico GSE44426, no qual foi descrita maior expressao deste gene nas MSCs de MFP
em relacdo a MSC de controles saudaveis (DESTERKE et al., 2015b).

Apesar disso, a maior expressao de AVEN em leucdécitos do sangue periférico de TE encontrada
no presente trabalho pode indicar uma fungéo diferente e ainda desconhecida deste gene nesta
NMP.

A proteina CRACD, do inglés Capping protein inhibiting regulator of actin dynamics,
é envolvida na integridade das células epiteliais, atuando na manutencao do citoesqueleto de
actina. CRACD regula positivamente a polimerizacdo da actina, inibindo a interacdo das
proteinas capeadoras de actina com a actina (JUNG et al., 2018).

Nossos dados demonstraram maior expressdo de CRACD em leuc6citos do sangue
periférico de todas as trés NMPs em relacdo aos controles saudaveis. Isso esta de acordo com
0 GSE26049 de Skov e colaboradores (SKOV et al., 2011), que demonstra uma maior
expressdo de CRACD na MFP. No entanto, essa regulacdo nao foi exclusiva de MFP, pois
também houve maior expressdao de CRACD o em TE e PV. A expressdao de CRACD, que foi
significativamente maior no sangue periférico dos pacientes com todas as NMPs, pode estar
relacionada a uma maior atividade proliferativa das células do componente hematopoético, de
forma semelhante ao relatado na MFP (DE MELO CAMPOS, 2016). Embora ndo seja um
marcador de uma NMP especifica, CRACD parece ser uma molécula importante para essas

neoplasias, merecendo atencgdo para estudos complementares.
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No caso da MFP, a menor expressao de CRACD nas MSCs de MFP segundo os dados
do GSE44426 poderia estar relacionada com a fibrose medular, com ativacéo de beta-catenina.
Nos nossos dados, encontramos uma tendencia de menor expressdo de CRACD nas amostras
de MSC dos pacientes com NMPs em relacdo aos controles, principalmente, nos casos de MFP,
mas a diferenca ndo foi significativa. Essa tendéncia é concordante com os dados descritos no
GSE44426, nos quais também houve menor expressdo de CRACD nas MSC de MFP em
relacdo aos controles(DESTERKE et al., 2015b).

CRACD encontra-se regulado negativamente no cancer colorretal (CCR). A perda de
CRACD no CCR inibe a polimerizacéo da F-actina e consequentemente ocorre perturbacéo do
complexo caderina-catenina-actina, levando a liberagdo de B-catenina e hiperatividade da via
de sinalizacdo WNT (JUNG et al., 2018). A repressdao de CRACD suprime a proliferacdo e
induz apoptose em linhagens de cancer de pulméo (CUI et al., 2020).

O gene FRZB (Frizzled Related Protein) codifica uma proteina envolvida na regulagéo
do desenvolvimento 6sseo e da maturacdo dos condrdcitos (THYSEN; CAILOTTO; LORIES,
2016). FRZB é um antagonista da via de sinalizacdo WNT- B-catenina (SHAHNAZARI et al.,
2008). A analise do GSE44426 apontava uma expressdo significativamente menor de FRZB
em comparag&o ao controle. No nosso trabalho, embora haja uma tendéncia a menor expressao
de FRZ nas MSC das NMPs, houve muita variabilidade e n&o houve diferengas significativas.
A expressao significativamente aumentada da p-catenina na medula 6ssea com mielofibrose
(LUCIJANIC et al., 2016) foi demonstrada, em concordancia com GSE44426, que mostrou a
menor expressdao do FRZB, que é regulador negativo desta via,. Resultado semelhante foi
demonstrado em PMF e TE, por imunohistoquimica de biopsia da medula 6ssea, nas quais
ocorreu expressdo aumentada de B-catenina (GEDUK et al., 2015). Dessa maneira, ha indicios
de maior atividade da via de beta-catenina nas NMPs no componente hematopoético, mas a
menor expressao de FRZB no componente estromal indica que o estroma ndo responde a
estimulacdo enviada pelas células hematopoeticas.

O gene HHIPL2 (Hedgehog Interacting Protein-Like 2) mostrou na analise em silico do
GSE44426 uma expressdo diminuida em relagdo ao controle. HHIPL2 codifica uma proteina
cujo papel ainda é pouco conhecido. No entanto, outro membro da familia, HHIP, ¢ um
regulador da via de sinalizacdo Hedgehog, interagindo com as proteinas homoénimas
(CHUANG; MCMAHON, 1999). A via de sinalizacdo Hedgehog demonstrou desempenhar um
papel na hematopoese normal e na tumorigénese de neoplasias hematoldgicas. Além disso, 0s
inibidores da via Hedgehog demonstraram ser capazes de inibir o crescimento e a capacidade

de autorrenovacdo em modelos pré-clinicos de mielofibrose, de diminuir a fibrose da medula
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Ossea e a contagem dos leucocitos e das plaquetas, tendo portanto um potencial papel
antiproliferativo (TIBES; MESA, 2014; VADEIKIENE et al., 2021).

STEAP4, do inglés Six Transmembrane Epithelial Antigen of Prostate 4, codifica uma
metaloprotease, que se mostrou significativamente menor em MSCs de MFP na anélise do dado
do GSE44426, em comparacao aos controles saudaveis. Nossa analise ndo mostrou diferenca
significativa na expressdo deste gene, tanto nas MSCs quanto em leucdcitos do sangue
periférico. Os membros da familia STEAP ja foram descritos como tendo uma funcéo de
supressor tumoral (no cancer da mama) (WU et al., 2020). No entanto, o cancer colorretal foi
associado a uma expressdo aumentada de STEAP4 (XUE et al., 2017). Em nossa busca
bibliografica, ndo encontramos descri¢do da expressdo diferencial de STEAP4 em neoplasias
hematoldgicas.

SOX5 (SRY-box Transcription fator 5) € um gene que codifica um fator de transcricao
envolvido na regulagdo do desenvolvimento embrionério e na determinagdo do destino celular.
Mais especificamente, a proteina codificada desempenha um papel na condrogénese, na qual
SOX5 coopera com SOX6 na regulacdo da diferenciacdo dos condrdcitos, ativando o gene do
colageno de tipo 1l (LEFEBVRE, 1998; LEFEBVRE; BEHRINGER; DE CROMBRUGGHE,
2001; SMITS et al., 2004). No dado do GSE44426, 0 SOX5 estava menos expresso nas MSCs
em relacgdo ao controle. Nossos resultados foram semelhantes, embora néo significativos, com
expressdao menor de SOX5 nas trés NMPs, quando comparadas ao controle. O SOX5 poderia
ter um papel a esclarecer na regulacdo do colageno, visto que a PV e a TE podem apresentar

fibrose e evoluir para um mielofibrose secundaria.

De acordo com o esperado, as amostras de MSC de MFP foram mais dificeis de coletar
e de expandir, resultando em um ndmero baixo de células mesenquimais, impossibilitando a
obtencdo de quantidade suficiente de extratos proteicos para a espectrometria de massas. Assim,
obtivemos as proteinas diferencialmente expressas comparando-se MSCs de pacientes com PV
e TE contra MSCs de controles saudaveis.

Dentre as vias de sinalizacdo moduladas positivamente em PV-MSC vs CTRL-MSC,
de acordo com a ferramenta Metacore, destacamos a presenca da via de ativacdo de NALP3
inflamassomo e regulacdo do citoesqueleto. Na via NALP3, as proteinas reguladas
positivamente foram Catepsina D e Ubiquitina C. Os niveis elevados de IL-1B e IL-18
caracteristicas da ativacdo da via de inflamassomo, ja foi descrito em pacientes com PV e TE

em relacdo aos controles saudaveis, sendo mais intensa a elevacdo em PV do que em TE
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(COMINAL et al., 2021)). Outro estudo, no entanto, ndo verificou essa maior expressao de IL-
1B na PV comparada com a TE (POURCELOT et al., 2014).

Entre os ligantes e receptores diferencialmente regulados em PV-MSC versus CTRL-
MSC, segundo o Metacore, encontramos alvos regulados positivamente pelo fator de
transcricdo HIF1A (Figura 13) e que de fato aparecem com regulagéo positiva nos dados de
PV-MSC versus CTRL-MSC, como LASP1, Gelsolin, OXSR1 e Cathepsin B, corroborando
uma possivel regulacdo positiva de HIF1A e seus alvos na PV. Apesar desses dados
concordantes, outros alvos nao apresentaram a regulacdo que seria esperada se houvesse
ativacdo de HIF1A, como é o caso de TNC (tenascin). A TNC foi descrita como tendo
correlacdo positiva com HIF1A em glioblastomas, nos quais a expressao de TNC também pbde
ser correlacionada positivamente com a agressividade tumoral (BENITA et al., 2009). Nos
nossos dados de espectrometria de massas, TNC estava menos expresso em PV-MSC quando
comparado a CTRL-MSC, entdo seria discordante deste dado da literatura. Outro relato também
afirma a correlacdo positiva entre TNC e ativacdo de genes induzidos por hipdxia
(MIROSHNIKOVA et al., 2016).Ja foi relatada maior transcricdo de alvos de HIF1A em
granulécitos de PV, nos quais também ocorreu maior transporte de glicose (GANGARAJU et
al., 2020)A via do HIF1A j& foi apontada como um possivel alvo em PV (BAUMEISTER et
al., 2020).

Quanto as vias de sinalizacdo reguladas negativamente em PV-MSC vs CTRL-MSC,
encontramos a via de apoptose e sobrevivéncia da Granzima A. Nesta via, as proteinas
reguladas negativamente em PV foram HNRNPU e HNRNPC. Nao encontramos relatos
anteriores de desregulacdo da via da Granzima A em neoplasias mieloproliferativas. Duas vias
relacionadas com sinalizacdo WNT e beta-catenina também estavam reguladas negativamente
e relacionadas com a expressdo diminuida em PV das proteinas Tenascin C (TNC) e calpaina
1 (CAPN1). Encontramos apenas um estudo que identificou maior ativacao de beta-catenina
em PV, embora tenha sido realizado com baixo numero de amostras de PV e tenha descrito
maior atividade da via em MFP (GEDUK et al., 2015).

As MSCs sdo células com fungdo secretora bastante ativa, tanto que suas propriedades
estdo bastante relacionadas as proteinas secretadas, que sdo a maioria das proteinas
biologicamente ativas produzidas por estas celulas. Quando se cultivam células mesenquimais,
as proteinas secretadas ficam no sobrenadante do cultivo, entdo quando fazemos protedbmica do
extrato celular, ndo temos acesso ao conteudo secretado. A atividade primariamente secretora
das MSCs, faz com que a maquinaria celular delas fique voltada para a secrecdo e, portanto, 0s

resultados que nos obtivemos ndo refletem com objetividade a funcdo das MSCs. No entanto,



75

estas células ndo séo facilmente separadas de outros tipos celulares provenientes da medula
0ssea sem etapas de cultivo e, portanto, obté-las sem o cultivo prévio é quase impossivel. Uma
forma eficiente de ter acesso as proteinas secretadas seria acessar o proteoma do sobrenadante
de cultivo. Neste trabalho, essa estratégia foi cogitada, porém ndo obtivemos quantidade
suficiente de proteinas e o pouco que obtivemos nestas tentativas, estava muito contaminado
com soro bovino fetal, usado para o cultivo celular. Outro fator que explica os resultados
contraditérios foi 0 uso de expressdo génica para validacdo de dados obtidos por analise de
protedmica, Nao dispinhamos de amostras de extrato proteico para essas validagdes e 0 uso de
expressao génica para tal validagéo gera resultados inconsistentes, que podem ser explicados
por regulacdo pos-transcricional, nas quais genes transcritos podem n&o ser traduzidos em
proteinas; ou até mesmo por modificacdes pos-traducionais, que podem levar a degradacéo de
proteinas ja transcritas. Outro fator envolvido seria a propria secre¢do da maioria das proteinas
produzidas pelas MSC, que estariam inacessiveis na analise do extrato celular que foi realizado.

A principal limitacdo deste estudo é o numero baixo de amostras que foi possivel incluir,
principalmente para o estudo de protedmica feito com as células mesenquimais. Outra limitacéo
foi a auséncia da genotipagem de MPL. Além disso, uma limitacdo que ndo é somente deste
estudo mas de todos que usam células mesenquimais € o seu baixo nimero na medula déssea,
sua heterogeneidade e a falta de um marcador para isolar diretamente estas células da medula
Ossea. Esses fatores tornam necessario o cultivo dessas células pelo menos até a terceira
passagem, o que certamente modifica o seu fen6tipo em comparagdo com aquele que possuiam

no microambiente na medula éssea.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos indicam a expressao diferencial de algumas moléculas que podem
ser potenciais marcadores das NMPs. Uma molécula é AVEN, significativamente mais
expresso nos leucocitos de sangue periférico das trés NMPs em relacdo aos controles, e a outra
molécula foi CRACD, significativamente menos expresso nos leucdcitos de sangue periférico
dos trés tipos de NMPs em relacdo aos controles. Apesar disso, ndo foi possivel identificar
moléculas que possam diferenciar as trés NMPs umas das outras por meio da expressdo de
genes ou proteinas nas MSCs de medula 6ssea dos pacientes com essas neoplasias.

Pretendemos verificar no futuro a expressdo das proteinas candidatas identificadas pela
analise de espectrometria de massas (CTTN, MAP4, TNC, RANBP1, PON2) por meio de
western-blot de extratos proteicos obtidos de maior nimero de amostras de pacientes com
NMPs.
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ANEXOS

Anexo A - Classificacdo do risco segundo o MIPSS 70+ versédo 2.0 e o GIPSS

MIPSS 70+ verséo 2.0 GIPSS
Variaveis genéticas Variaveis clinicas Variaveis genéticas (2
pontos)

Caridtipo VHR (4

Anemia severa (2

Caridtipo VHR (2 pontos)

pontos) pontos)
Caridtipo desfavoravel Anemia moderada (1 Caridtipo desfavoravel (1
(3 pontos) ponto) ponto)
> 2 HMR mutagdes (3 Blastos circulantes > | Tipo 1/like CALR ausente (1
pontos) 2% (1 ponto) ponto)
x Sintomas
1 HMR mutagao (2 constitucionais (2 Mutacdo ASXL1 (1 ponto)
pontos)
pontos)

Tipo 1/like CALR

ausente (1 ponto) Mutacéo SRSF2 (1 ponto)

Mutacdo U2AF1Q157 (1
ponto)

Sobrevida mediana

Risco muito
baixo
Risco baixo

Risco
intermediario-
1

Risco
intermediario
Risco
intermediario-
2

Risco elevado
Risco muito
elevado
Fonte: Adaptado TEFFERI, 2021

0 ponto (n&o alcangado)

1-2 pontos (16,4 anos) 0 ponto (26,4 anos)

1 ponto (8 anos)

3-4 pontos (7,7 anos)

2 pontos (4,2 anos)

5-8 pontos (4,1 anos) > 3 pontos (2 anos)

> 9 anos (1,8 anos)

MIPSS70+ version 2.0: mutation and karyotype enhanced international prognostic system. As cotagoes
de sobrevida sdo para idade <70 anos. GIPSS: genetically-inspired prognostic scoring system. As
cotacOes de sobrevida s&o para todos as faixas etarias. HMR: mutagdes de alto risco molecular (high
molecular risk mutations); incluem ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1, IDH2 e adicionalmente, para o
GIPSS e 0 MIPSS70+ versédo 2.0. VHR: Caridtipo de risco muito alto (very high risk karyotype). Anemia
severa: Hemoglobina < 8 g/dl em mulheres e <9 g/dl em homens. Anemia moderada: Hemoglobina de
8 a 9,9 g/dl em mulheres e de 9-10,9 g/dl em homens.
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Fator de risco 1 ponto 2 pontos
Idade > 65 anos
Sintomas constitucionais presentes
Hemoglobina <10 g/dl
Contagem de leucdcitos > 10%/L
Blastos circulantes > 1%
Contagem de plaquetas < 100%L
Necessidade de transfusdo de .
concentrado de hemécias sim
Cariotipo desfavoravel sim

Grupo de risco Escore DIPSS-Plus Sobrevida mediana global
Risco baixo 0 185 meses
Risco intermediario-1 1 78 meses
Risco intermediario-2 20u3 35 meses
Risco alto >4 16 meses

Fonte: adaptado GANGAT et al, 2012
Anexo C - Sondas e primers

Gene Assay ID
CCL2 Hs00234140 ml
AVEN Hs00220565 m1l
SOX5 Hs00374709 ml
HHIPL?2 Hs01548956 m1l
FRZB Hs00173503 ml
KIAA1211 Hs00393402 m1l
HAND?2 Hs00232769 ml
HAND2-AS1 Hs01047146 ml
STEAP4 Hs01026584 ml
ADAMTSI12 Hs00917098 m1l
CTTN Hs01124232 ml
MAP4 Hs01104794 ml
RANBP1 Hs01597912 g1
TNC Hs01115665 ml
CXCL12 Hs00171022 ml
NFE2L2 Hs00232352 ml
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Anexo D - Quantificacdo de reticulina e do coldgeno da medula dssea.

Score Descricao

0 nenhuma fibra de reticulina demonstravel

1 Fibras individuais finas ocasionais e focos de
rede de fibras finas

2 Rede de fibra fina em quase toda a se¢do; sem
fibras grossas

3 Rede de fibras difusas com fibras dispersas,
grossas e espessas, mas sem coldgeno maduro
(coloracdo tricrémica negativa)

4 Rede de fibras difusas, muitas vezes

grosseiras, com areas de colagenizagdo
(coloracéo tricromica positiva)

Fonte: adaptado (BAUERMEISTER, 1971)
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Apéndice A - Proteinas diferencialmente expressas nas MSCs de pacientes com TE comparadas
com MSCs de individuos saudaveis

Proteina Descricao CT TE Razao
TE/CT
BCL2L13 BCL2 like 13 19,44 20,41 1,05
MBOAT7 nicotinamide phosphoribosyltransferase 21,18 22,02 1,04
STAT1 signal transducer and activator of transcription 1 | 23,02 23,92 1,04
SERPINE1 serpin family E member 1 22,08 22,87 1,04
POFUT1 procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase | 22,09 22,85 1,03
1
PON2 protein O-fucosyltransferase 1 21,43 22,14 1,03
ASAH1 N-acylsphingosine amidohydrolase 1 21,26 21,91 1,03
PRKCDBP peroxiredoxin 4 22,84 23,48 1,03
PKM phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis | 23,01 23,64 1,03
class S
IKBIP IKBKB interacting protein 23,44 24,03 1,03
PGRMC2 phosphoglucomutase 1 22,82 23,36 1,02
FKBP11 FKBP prolyl isomerase 11 22,38 22,88 1,02
TMEM43 transmembrane protein 43 23,36 23,86 1,02
ITGB1 integrin subunit beta 1 24,8 25,31 1,02
PLOD1 phospholipase B domain containing 2 24 24,49 1,02
ACO2 aconitase 2 22,54 23 1,02
PRDX4 paraoxonase 2 24,63 25,13 1,02
GLS glutaminase 24,16 24,64 1,02
MMS19 niban apoptosis regulator 2 19,96 20,35 1,02
PGM1 platelet derived growth factor receptor beta 23,44 23,89 1,02
PLBD2 pyruvate kinase M1/2 22,06 22,48 1,02
UFL1 UFM1 specific ligase 1 20,88 21,27 1,02
CKAP4 CD59 molecule (CD59 blood group) 26,1 26,58 1,02
LMAN1 leucine rich repeat containing 59 24.8 25,25 1,02
LEPRE1 lectin, mannose binding 1 23,82 24,25 1,02
CNPY2 cytoskeleton associated protein 4 21,98 22,39 1,02
NT5C2 prolyl 3-hydroxylase 1 19,44 19,8 1,02
CD59 caveolae associated protein 3 24,87 25,32 1,02
CYB5R3 cathepsin D 24,97 25,41 1,02
THY1 Thy-1 cell surface antigen 25,63 26,08 1,02
TNPO1 transportin 1 22,4 22,78 1,02
FAM129B endoplasmic reticulum protein 44 23 23,38 1,02
NSF 5'-nucleotidase, cytosolic 11 21,92 22,27 1,02
HADHB hydroxyacyl-CoA dehydrogenase trifunctional 23,06 23,42 1,02
multienzyme complex subunit beta
KPNA4 karyopherin subunit alpha 4 22,36 22,7 1,02
TOMMT70A translocase of outer mitochondrial membrane 70 | 21,48 21,8 1,02
USP5 ubiquitin specific peptidase 5 22,05 22,38 1,01




95

CTSD COPI coat complex subunit gamma 1 24,99 25,36 1,01
ERP44 EH domain containing 1 23,28 23,61 1,01
COMT canopy FGF signaling regulator 2 23,3 23,62 1,01
LEPREL?2 LIM and cysteine rich domains 1 21,89 22,2 1,01
ANXA1 annexin Al 26,78 27,15 1,01
CAPN2 calpain 2 23,93 24,25 1,01
ATP5J2- ATP5MF-PTCD1 readthrough 21,14 21,41 1,01
PTCD1
SEC24D SEC24 homolog D, COPII coat complex 22,78 23,06 1,01
component
EHD1 dynactin subunit 1 22,56 22,83 1,01
IARS2 isoleucyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial 21,79 22,05 1,01
FKBP9 FKBP prolyl isomerase 9 23,16 23,43 1,01
ATL3 atlastin GTPase 3 23,29 23,56 1,01
VCP valosin containing protein 24,99 25,28 1,01
DCTN1 cytochrome b5 reductase 3 22,63 22,86 1,01
UQCRC2 ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 2 | 23,06 23,3 1,01
HERC4 HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin | 23,29 23,52 1,01
protein ligase 4
APMAP adipocyte plasma membrane associated protein 23,34 23,57 1,01
LRRC59 MMS19 homolog, cytosolic iron-sulfur 24,81 25,04 1,01
assembly component
CAPZA1 capping actin protein of muscle Z-line subunit 24,61 24,83 1,01
alpha 1
PIGS progesterone receptor membrane component 2 19,08 19,25 1,01
GPI glucose-6-phosphate isomerase 24,86 25,05 1,01
ANXAS5 annexin A5 27,09 27,3 1,01
COPG1 catechol-O-methyltransferase 23,52 23,69 1,01
SEPT7 septin 7 23,8 23,97 1,01
CAND1 cullin associated and neddylation dissociated 1 23,28 23,44 1,01
AP2A1 adaptor related protein complex 2 subunit alpha | 22,8 22,94 1,01
1
GBP1 guanylate binding protein 1 22,01 21,86 0,99
ILK integrin linked kinase 22,79 22,57 0,99
NAMPT N-ethylmaleimide sensitive factor, vesicle fusing | 21,78 21,56 0,99
ATPase
CAP1 cyclase associated actin cytoskeleton regulatory | 25,71 25,33 0,99
protein 1
RAC1 Rac family small GTPase 1 23,93 23,56 0,98
ANP32E acidic nuclear phosphoprotein 32 family member | 21,87 21,24 0,97
E
HMGB1 high mobility group box 1 25,28 24,52 0,97
RANBP1 RAN binding protein 1 23,27 22,46 0,97
LMCD1 membrane bound O-acyltransferase domain 22,18 21,34 0,96
containing 7
PDGFRB prolyl 3-hydroxylase 3 22,19 20,92 0,94

CT: Controles

Os valores apresentados sdo a média do valor de fluorescéncia normalizada (NFQ) transformado em log (2),
obtidos por espectrometria de massa para cada proteina e analisados no software Perseus.
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A razdo TE/CT refere-se aos valores de NFQ das amostras de TE divididos pelo valor de NFQ das amostras CT.
Valores acima de 1 sdo proteinas mais expressas em TE e valores abaixo de 1 sdo proteinas menos expressas em

TE.

Apéndice B - Proteinas diferencialmente expressas nas MSCs de pacientes com Policitemia
Vera (PV) comparadas com MSCs de individuos saudaveis

Nomes dos genes Descricéo Média-CT | Média- PV | PVICT

CTTN cortactin 20,71 23,23 1,12

PDLIM1 perilipin 3 20,59 22,98 1,12

MAP4 matrin 3 22,02 24,53 1,11

CALD1 caldesmon 1 23,29 25,80 1,11

MARCKS NIMA related kinase 7 20,93 22,92 1,09

TPD52L2 VPS35 retromer complex | 21,85 23,69 1,08
component

ZYX 22,85 24,67 1,08

CAP2 calpain 1 20,81 22,32 1,07

PSAP proteasome 20S subunit beta 3 20,32 21,79 1,07

EIF4H fibrillarin 21,71 23,21 1,07

GSN glutathione synthetase 22,69 24,21 1,07

LASP1 microtubule associated protein | 22,99 24,48 1,06
RP/EB family member 1

CNN3 calponin 3 24,23 25,78 1,06

MAPRE1 mercaptopyruvate 22,78 24,22 1,06
sulfurtransferase

PDLIM4 protein O-glucosyltransferase 3 21,63 22,94 1,06

DBNL drebrin like 21,26 22,55 1,06

BCL2L13 BCL2 like 13 19,44 20,52 1,06

ASAH1 N-acylsphingosine 21,26 22,41 1,05
amidohydrolase 1

CALD1 cyclase associated actin | 26,08 27,47 1,05
cytoskeleton regulatory protein 2

VASP 22,41 23,60 1,05

TMOD3 ubiquitin C 21,43 22,53 1,05

GSN HECT and RLD domain | 24,43 25,68 1,05
containing E3 ubiquitin protein
ligase 4

LIMAL myristoylated alanine rich protein | 22,81 23,96 1,05
kinase C substrate

STAT1 transmembrane p24 trafficking | 23,02 24,14 1,05
protein 7

PDLIMS5 POTE ankyrin domain family | 24,02 25,14 1,05
member E

HSPE1;HSPE1-MOB4 interleukin  enhancer  binding | 22,46 23,47 1,04
factor 3

CTSB cathepsin B 25,20 26,20 1,04

TAGLN2 translocase of outer mitochondrial | 25,37 26,29 1,04
membrane 40

NEK7 oxidative stress responsive kinase | 22,57 23,32 1,03
1

CNN2 calponin 2 23,78 24,55 1,03

MPST Obg like ATPase 1 20,94 21,60 1,03

AKR1A1 aldo-keto reductase family 1 | 22,21 22,89 1,03
member Al

GSS heterogeneous nuclear | 22,14 22,81 1,03
ribonucleoprotein A3

NT5E protein-L-isoaspartate (D- | 22,75 23,40 1,03
aspartate) O-methyltransferase
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POTEE;POTEI,POTEJ pre-mRNA processing factor 19 24,82 25,52 1,03
PRDX5 prosaposin 23,29 23,90 1,03
PLIN3 peroxiredoxin 5 24,50 25,09 1,02
UBC;UBB;RPS27A;UBA52 26,29 26,92 1,02
TAGLN tropomodulin 3 28,44 29,09 1,02
CSRP1 cysteine and glycine rich protein 1 | 25,52 26,10 1,02
PTRF ribosomal protein L13a 25,11 25,68 1,02
OXSR1 PDZ and LIM domain 4 20,74 21,17 1,02
PCMT1 PDZ and LIM domain 5 22,23 22,67 1,02
RAB23 ribosomal protein L15 21,72 22,14 1,02
HERC4 heterogeneous nuclear | 23,29 23,72 1,02
ribonucleoprotein C
PSMA2 proteasome 26S subunit, ATPase 5 | 22,89 23,30 1,02
GLO1 GDP-mannose pyrophosphorylase | 23,16 23,57 1,02
A
ANXAlL annexin Al 26,78 27,25 1,02
KDELC2 LIM domain and actin binding 1 21,57 21,92 1,02
VVCP 24,99 25,39 1,02
OLA1 PDZ and LIM domain 1 22,24 22,58 1,02
TWF2 zyxin 22,91 23,26 1,02
CTSA cathepsin A 22,78 23,12 1,02
SEC31A signal transducer and activator of | 23,29 23,63 1,01
transcription 1
PSMD11 RAB23, member RAS oncogene | 23,11 23,43 1,01
family
SEPT9 transgelin 22,84 23,15 1,01
PSMD13 RNA binding motif protein 3 22,59 22,90 1,01
VVPS35 23,12 23,40 1,01
PSMC5 proteasome 26S subunit, non- | 22,60 22,87 1,01
ATPase 13
PSMB3 proteasome 26S subunit, non- | 23,08 23,27 1,01
ATPase 11
DNAH7 enoyl-CoA hydratase 1 26,00 25,69 0,99
CAPN1 caveolae associated protein 1 23,47 23,12 0,99
ILF3 KH RNA binding domain | 23,96 23,58 0,98
containing, signal transduction
associated 1
GART glyoxalase | 22,19 21,81 0,98
ARLS8B;ARL8A ADP ribosylation factor like | 22,77 22,35 0,98
GTPase 8B
ILF2 integrin subunit alpha 11 23,25 22,79 0,98
EIF3I eukaryotic translation initiation | 22,81 22,36 0,98
factor 4H
GMPPA gelsolin 21,97 21,52 0,98
ECH1 eukaryotic translation initiation | 21,66 21,14 0,98
factor 3 subunit |
FBL phosphoribosylglycinamide 22,14 21,54 0,97
formyltransferase,
phosphoribosylglycinamide
synthetase,
phosphoribosylaminoimidazole
synthetase
RPS8 septin 9 24,83 24,16 0,97
AP1M1 adaptor related protein complex 1 | 20,71 20,15 0,97
subunit mu 1
RPS27L ribosomal protein S8 23,39 22,71 0,97
HNRNPA3 heterogeneous nuclear | 24,88 24,14 0,97
ribonucleoprotein L
RPL18A ribosomal protein L3 23,37 22,67 0,97
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TMED7;TMED7-TICAM2 twinfilin actin binding protein 2 23,71 23,00 0,97
RBM3 ribosomal protein L18a 21,97 21,28 0,97
RPS3 ribosomal protein S9 25,32 24,49 0,97
COPE COPI coat complex subunit | 22,37 21,62 0,97
epsilon
DHX15 DEAH-box helicase 15 21,39 20,66 0,97
RPL30 ribosomal protein S11 23,46 22,65 0,97
HNRNPL heterogeneous nuclear | 23,17 22,37 0,97
ribonucleoprotein U
RPL21 ribosomal protein L30 24,23 23,34 0,96
RPL4 ribosomal protein S27 like 25,30 24,37 0,96
RPS7 SEC31 homolog A, COPII coat | 24,79 23,87 0,96
complex component
HNRNPC heterogeneous nuclear | 24,24 23,33 0,96
ribonucleoprotein M
HNRNPU interleukin  enhancer  binding | 24,76 23,82 0,96
factor 2
ITGALl LIM and SH3 protein 1 23,41 22,52 0,96
RPLS8 ribosomal protein S3 24,78 23,83 0,96
RPS11 ribosomal protein S7 24,30 23,33 0,96
TOMMA40 valosin containing protein 20,83 19,99 0,96
KHDRBS1 microtubule associated protein 4 23,80 22,81 0,96
AP3B1 adaptor related protein complex 3 | 22,25 21,31 0,96
subunit beta 1
RPS9 splicing factor proline and | 24,75 23,67 0,96
glutamine rich
HNRNPM heat shock protein family E | 23,47 22,35 0,95
(Hsp10) member 1
RPL15 ribosomal protein L26 24,29 23,12 0,95
MATR3 5'-nucleotidase ecto 22,06 20,98 0,95
SFPQ transgelin 2 24,24 23,01 0,95
RPL3 ribosomal protein L8 24,71 23,37 0,95
PRPF19 proteasome 20S subunit alpha 2 22,36 21,06 0,94
RPL26;RPL26L1 ribosomal protein L4 24,30 22,84 0,94
RPL13a;RPL13A;RPL13AP3 ribosomal protein L21 24,55 22,55 0,92
DHX9 dynein axonemal heavy chain 7 23,01 21,09 0,92
TGFBI TPD52 like 2 23,08 21,01 0,91
TNC vasodilator stimulated | 22,86 18,70 0,82

phosphoprotein

CT: Controles

Os valores apresentados sdo a média do valor de fluorescéncia normalizada (NFQ) transformado em log(2), obtidos
por espectrometria de massa para cada proteina e analisados no software Perseus.
A razéo PV/CT refere-se aos valores de NFQ das amostras de PV divididos pelo valor de NFQ das amostras CT.
Valores acima de 1 sdo proteinas mais expressas em PV e valores abaixo de 1 sdo proteinas menos expressas em

PV.
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Apéndice C - Genes diferencialmente expressos na anélise in silico em MSC-MFP versus

MSC-Controles saudaveis

Gene, log2(fold
ID simbolo Gene, titulo change)
11866 | PDE11A phosphodiesterase 11A 4,09
ADAM metallopeptidase with
19848 | ADAMTS12 | thrombospondin type 1 motif 12 2,27
10328 | AVEN apoptosis and caspase activation inhibitor 1,12
39315 | FASN fatty acid synthase 1,03
13645 | GARNL3 GTPase activating Rap/RanGAP domain like 3 -1,94
15891 | IL4 interleukin 4 -2,06
22760 | LINCO02731 | LINCO02731 -2,40
40647 | CRACD CRACD (ALIAS KIAA 1211) -2,43
17024 | FRZB frizzled-related protein -2,48
12989 | MAPK10 mitogen-activated protein kinase 10 -2,59
potassium voltage-gated channel subfamily B
24660 | KCNB1 member 1 -2,64
11668 | HHIPL?2 HHIP like 2 -2,86
22170 | NANOS1 nanos C2HC-type zinc finger 1 -2,86
41078 | IRX6 iroquois homeobox 6 -3,20
14199 | LHX9 LIM homeobox 9 -3,22
13404 | NPTX2 neuronal pentraxin 2 -4,16
39645 | LINC01109 | long intergenic non-protein coding RNA 1109 -4,23
33802 | CP ceruloplasmin (ferroxidase) -4,23
38313 | STEAP4 STEAP4 metalloreductase -4,28
17471 | BARX1 BARX homeobox 1 -4,65
35314 | SOX5 SRY-box 5 -4,84
HAND2-

7836 | AS1 HAND?2 antisense RNA 1 (head to head) -6,74
10182 | HAND2 heart and neural crest derivatives expressed 2 | -7,12




