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AsS MUTACOES SOMATICAS NO GENE DA JANUS KINASE 2 E A MAIS FREQUENTE EM NEOPLASIAS
MIELOPROLIFERATIVAS BCR-ABL NEGATIVAS, SEGUIDA POR OUTRAS MUTACOES QUE SAO PACIENTES COM
MIELOFIBROSE PRIMARIA. O OBJETIVO DESTA DIRETRIZ E FORNECER RECOMENDAGCOES QUANTO AO PAPEL DAS
MUTAGCOES NO PROGNOSTICO DA MIELOFIBROSE PRIMARIA. FOI REALIZADA A PARTIR DA REVISAO SISTEMATICA
DA LITERATURA, ATRAVES DO PICO, ONDE P ABORDA PACIENTES COM MIELOFIBROSE PRIMARIA, | DE
MUTAGCOES, TENDO COMO O DESFECHO DE PROGNOSTICO. FEITA SEM RESTRICAO DE PERIODO, NA BASE DE
DADOS MEDLINE, RECUPERANDO 1171 TRABALHOS, SENDO QUE, DESTES, 34 FORAM SELECIONADOS PARA
RESPONDER A DUVIDA CLiNICA. OS DETALHES DA METODOLOGIA E DOS RESULTADOS DESSA DIRETRIZ ESTAO

EXPOSTOS NO ANEXO |.
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A mutacdo somatica V617F no gene da Janus Kinase 2 (JAK2) é a mais frequente em neoplasias mieloproliferativas
(NMPs) BCR-ABL negativas, ocorrendo em aproximadamente 50% dos pacientes com diagndstico de mielofibrose primaria *-
8(B). Outras mutacdes como as do gene da calreticulina (CALR) e gene receptor da trombopoetina (MPL) sdo descritas em

aproximadamente 25% e 7% dos pacientes com mielofibrose primaria, respectivamente*°(B)°(D).

As mutacOes no gene da JAK2 seriam responsaveis pela alteracdo na sinalizacdo da via JAK/STAT, a qual traduz sinais
de receptores de citocinas e fatores de crescimento como a eritropoietina (a proteina JAK2, pertencente a familia das Janus
quinases, é também uma tirosinoquinase, atuando como intermediaria entre os receptores da membrana e moléculas de
sinalizacdo intracelular). Pacientes com neoplasia mieloproliferativa cronica positivos para a mutacao JAK2 V617F
(substituicao de uma guanina por timina no éxon 14 do gene JAK2, levando a substituicdo de uma valina por fenilalanina na
posicdo 617 da proteina codificada) apresentam hematdcrito mais elevado, maior nivel de hemoglobina, contagem de
neutroéfilos e leucdcitos mais elevada, além de maior risco de esplenomegalia e ocorréncia de eventos trombdticos 3571112(B),
Diferencas significativas na porcentagem de alelos mutados (quantitativa), e diferencas qualitativas na mutacao JAK2 V617F

explicariam a heterogeneidade observada entre as desordens mieloproliferativas, sugerindo diferentes papeis nas NMPs.
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Resultado de estudos retrospectivos analisando parametros moleculares de pacientes com diagndstico de mielofibrose
primaria e correlacionando-os ao progndstico, verificaram que a simples presenca da mutacdao JAK2 V617F n3ao esteve
relacionada a sobrevida ou com pontuacao (risco intermediario ou maior) verificado no sistema de escore progndstico
internacional (IPSS)'316(B). Esta falta de relevancia para com o progndstico, em relagdo a presenca ou auséncia da mutagdo
V617F no gene da JAK2, também foi evidenciada em dois outros estudos, que ndao mostraram reduc¢ao na sobrevida global
mesmo com presenca elevada de carga de alelo mutado®?’(B). Além do mais, baixa carga da mutacdo no gene da JAK2
conferiu fendtipo da doenca mais agressivo, com menor sobrevida livre de transformacdo leucémica **(B). Por outro lado,
outros estudos demonstraram sobrevida global inferior e maior transformacao leucémica em pacientes com a mutacao no

gene JAK2 11.17.18(B),

Outra mutacao somatica descrita em 5 a 10% dos pacientes com mielofibrose primaria é a mutacao no gene receptor
da trombopoetina (MPL), localizado no cromossomo 1p34 1° (B). O MPL é o receptor da citocina trombopoetina (TPO) e é
expresso nos progenitores hematopoiéticos e nas células da linhagem megacariocitica. As duas mutagdes mais comuns do
MPL sdao a W515L (substituicao de triptofano por leucina) e W515K (substituicao de triptofano por lisina) e do mesmo modo
que a mutacdo do gene JAK2, resulta em ativacdo da via JAK/STAT. Em contraposicdo ao que ocorre com a mutacdo JAK2

V617F, a doenca induzida pela mutagao MPL W515L é caracterizada por evolugdo rapidamente fatal, marcada trombocitose,
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leucocitose e fibrose medular °(B). Alguns raros pacientes apresentam simultaneamente mutacdo no gene MPL e JAK2 29(B).
Mutacdes no gene MPL tém sido associadas a baixos niveis de hemoglobina ao diagndstico; elevada dependéncia de

transfusdo de gldbulos vermelhos em comparacdo aos pacientes portadores ou ndo da mutacdo no gene JAK2?(B).

Outras mutacdes que podem coexistir com as mutacdes nos genes JAK2 e MPL, contudo com significado clinico pouco
claro sao LNK [Src homology 2 B3 (SH2B3)] e CBL (Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene). Outras mutacdes como ASXL1
(Additional Sex Combs Like 1), TET2 (TET oncogene family member 2), EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), DNMT3A (DNA
cytosine methyltransferase 3a), IDH1/2 (isocitrate dehydrogenase 1 and 2) e IKZF1 (IKAROS family zinc finger 1), interferem
na regulacdo da expressdo do gene e levam a modificacOes epigenéticas de algumas vias, incluindo a JAK/STAT. Sdo mais
raramente encontradas em pacientes com mielofibrose primaria estando, na sua maioria, associadas a progressdao da

doencga?*?4(B).

Todas as mutacdes somaticas da calreticulina (CALR) descritas sdao insercdes ou dele¢cdes que ocorrem no éxon 9,
incluindo o dominio C-terminal, que leva a perda do sitio de ligacdo ao calcio idnico e sequéncia KDEL, que resulta em funcdes
alteradas e proliferacdao anormal das células mutadas. Estudos in vitro demonstraram que a transfeccao da proteina mutante
conduz a hiperativacdo da via JAK/STAT. O seu papel exato no desenvolvimento das neoplasias mieloproliferativas ndo esta
ainda claramente elucidado, mas acredita-se que esta mutacao confere vantagem a linhagem megacariocitica, ocorrendo
provavelmente no inicio da patogénese da NMP3#1125(B). As mutacdes do tipo 1 (delecdo de 52 pares de bases) e tipo 2

(insercao de cinco pares de base) perfazem as mutacdes CALR mais frequentes, sendo a do tipo 1 mais prevalente em
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pacientes com mielofibrose primaria conferindo-lhes melhor progndstico 2(B). Quando comparado com a mutacgdo JAK2, a
ocorréncia de mutacdes CALR em pacientes com mielofibrose primaria estdao associadas a menor idade ao diagndstico,
menores niveis de hemoglobina e contagem de leucdcitos, maior contagem de plaquetas e menor pontuacao no sistema de
escore prognostico DIPSS-plus, além de estar associado a maior sobrevida 34'125(B). Mais recentemente, Tefferi et al
observaram que as mutacdes da CALR tipol/like além de predizer melhor sobrevida, amenizam o efeito de outras mutacées

moleculares de alto risco, como ASXL1 e SRSF22%(B).

N3o existe mutacdo isolada responsdvel pelo inicio ou desenvolvimento da mielofibrose primaria. E reconhecido, no
entanto que as mutacdes somaticas nos genes JAK2, CALR e MPL s3o as mais frequentemente associadas com a doenca
estando relacionadas a diferencas no fendtipo?*'3(B). Mutacdes no gene da calreticulina sdo quase que exclusivamente
encontradas em individuos com diagndstico de mielofibrose primaria ou trombocitemia essencial. Existem diferencas entre
os grupos com diferentes mutacoes, especialmente no que se refere a sobrevida global. Pacientes com gene CALR mutado
apresentam melhor progndstico com sobrevida mais longa; por outro lado, pacientes considerados como "triplo negativos",

o pior, com sobrevida mediana de pouco mais de dois anos além de risco maior de transformacdo leucémica3(B).
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Uma mutacdo que apresenta impacto progndstico significativo é mutacao ASXL1. Grupo de pacientes com diagndstico
de mielofibrose primaria e CALR ndo mutado e ASXL1 mutado, e o grupo de pacientes chamados de “triplo negativos”
(negativos para as mutacdes MPL, CALR e JAK2), sdo aqueles que apresentam o pior progndstico*427(B). Mutacdes do EZH2
e ASXL1 estdo associadas a pior sobrevida global e livre de falha apds tratamento com ruxolitinibe ou momelotinibe??(B).
Em pacientes com mielofibrose em fase fibrdtica, foi observada maior frequéncia de mutacdes de alto risco
(ASXL1, SRSF2,IDH1/2, EZH2). O progndstico também é desfavoravel nos casos triplo negativos e com mutagbes de alto

risco?’(B).

A caracterizagdao molecular dos pacientes portadores de mielofibrose primaria pode ser parte substancial
da estratificagdo do risco e estabelecimento do progndstico da doenga possibilitando a definicdo da melhor
estratégia terapéutica.

Mutacdes verificadas no gene da calreticulina (CALR), em particular do tipo1/like, estdo associadas a maior
sobrevida e menor nimero de eventos trombdticos quando comparados a mutagcdao V617F do JAK-2.
Pacientes com mutacdes de alto risco (ASXL1, EZH2) e triplo negativos apresentam menor sobrevida.

Entretanto, decisdes terapéuticas baseadas no perfil mutacional dos pacientes portadores de Mielofibrose
ainda nao estdo bem definidas ou padronizadas até o momento.
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1. Dovida Clinica

Qual o papel das mutagdes no prognéstico da mielofibrose primdria?

2. Critérios de elegibilidade
Os principais motivos de exclusdo foram: néo respondiam ao PICO e desfechos intermedidrios.
Sem limite de periodo consultado.

Estudos nas linguas portuguesa, inglesa, espanhola.

Revisdes narrativas, relatos de casos, séries de casos e ensaios clinicos controlados randomizados fases | e |l foram excluidos da avaliagéo.

3. Busca de Artigos

3.1. Bases de Dados

A base de informagéo cientifica consultada foi Medline (via PubMed) e busca manual.

3.2. Identificagdo de descritores

P Mielofibrose Primaria
I Mutages

cll .
(@) Prognéstico
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3.3. Estratégia de Pesquisa

Medline - (myelofibrosis OR aleukemic megakaryocytic myelosis OR myeloid metaplasia OR osteomyelofibrosis OR myelosclerosis) AND
(mutations OR molecular abnormalities OR JAK2 OR BCR-ABL OR exon 12 OR MPL OR CALR OR calreticulin) AND (survival OR death OR
progression OR transfusion OR leukemic transformation OR acute leukemia OR AML OR acute myeloid leukemia OR splenomegaly OR anemia
OR fibrosis OR thrombosis).

Busca manual — Referéncia das referéncias, revisdes e guidelines.

4. Avaliagdo Critica

4.1. Relevéincia — importancia clinica

Essas diretrizes foram preparadas por meio de uma pergunta clinicamente relevante a fim de reunir informag¢des em medicina para padronizar a
conduta, a fim de ajudar na tomada de decisdes.

4.2. Confiabilidade — Validade interna

A sele¢do dos estudos, a avaliag@o dos titulos e resumos obtidos com a estratégia de busca nas bases de informagdo consultadas foi conduzida de
forma independente e cegada, obedecendo rigorosamente aos critérios de inclusdo e exclusdio, separando-se por fim os trabalhos com potencial
relevéncia. Quando o titulo e o resumo ndo fossem esclarecedores, buscou-se o artigo na integra. Somente os trabalhos cujos textos completos
encontravam-se disponiveis foram considerados para avaliagéio critica.

4.3. Aplicagdo dos resultados — Validade externa

O nivel de Evidéncia Cientifica foi classificado por tipo de estudo segundo Oxford?35 (tabela 01).

A: Estudos experimentais ou observacionais de melhor consisténcia.

B: Estudos experimentais ou observacionais de menor consisténcia.

C: Relatos de casos / estudos néo controlados.

D: Opinido desprovida de avaliagdo critica, baseada em consensos, estudos fisiolégicos ou modelos animais.

Tabela 01: Grau de recomendacgéo e for¢ca de evidéncia
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A evidéncia selecionada foi definida como ensaio clinico controlado randomizado (ECR), era submetida a um Check-list apropriado de avalia¢do
critica (Tabela 02). A avaliagéo critica do ECR permite classificd-lo segundo o escore JADAD?3S, considerando os ensaios JADAD < trés (3) como
inconsistentes (grau B), e aqueles com escore > trés (3), consistentes (grau A).

Quando a evidéncia selecionada foi definida como estudo comparativo (coortes observacionais ou ensaio clinico nGo randémico), esta era submetida
a um Check-list apropriado de avaliagdo critica (Tabela 03), permitindo a classificagdo do estudo, segundo o escore NEW CASTLE OTAWA SCALE?’,
considerando os estudos coortes consistentes com escore > 6 e inconsistentes < 6.

Dados do estudo
Referéncia, Desenho de estudo, JADAD, for¢ca da evidéncia

Cdlculo da amostra
Diferencas estimadas, poder, nivel de significéncia, total de pacientes

Sele¢do dos pacientes
Critérios de inclus@o e exclusdo

Pacientes
Recrutados, randomizados, diferengas prognésticas

Randomizacdo
Descrigdio e alocagdo vendada

Seguimento dos pacientes
Tempo, perdas, migragdo

Principal, secunddrio, instrumento de medida do desfecho de interesse

Protocolo de tratamento Andlise
Intervengdio, controle e cegamento Intengdo de tratamento, analisados intervengdo e controle
Desfechos considerados Resultado

Beneficio ou dano em dados absolutos, beneficio ou dano em média

Tabela 02 - Roteiro de avaliagdo critica de ensaios clinicos controlados randomizados

Representatividade | Defini¢do Demonstragdo de
dos expostos e | da que o desfecho de
selecdo dos ndo | exposicdo interesse ndo
expostos . estava presente no
(max. 1.5,
3 inicio do estudo
(méx. 2 pontos) ponto)
(méx. 1 ponto)

Comparabilida | Avaliagéo Tempo Escore e
de na base do | do desfecho | apropriado nivel da
desenho ou da , de evidéncia
. (max. 1 .
andlise seguimento
ponto)
(mdx. 2 pontos) (max. 2
pontos)

Tabela 03 - Roteiro de avaliagdo critica de estudos coortes
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5. Método de Extragéio e Analise dos resultados

Para resultados com evidéncia disponivel seréo definidos de maneira especifica, sempre que possivel, a populacdo, a intervengéio, os desfechos, a

presenca ou auséncia de beneficio e/ou dano e as controvérsias.

Os resultados ser&o expostos preferencialmente em dados absolutos, risco absoluto, nimero necessdrio para tratar (NNT), ou nimero para produzir

dano (NNH), e eventualmente em média e desvio padrdo (tabela 04).

Evidéncia incluida

Desenho do estudo

Populagdo selecionada

Tempo de seguimento

Desfechos considerados

Expressdo dos resultados: porcentagem, risco, odds, hazard ratio, média

Tabela 04 - Planilha utilizada para descricdo e exposigéo dos resultados de cada estudo

6. Resultados
Trabalhos recuperados (04/2018)

BASE DE INFORMACAO

NUMERO DE TRABALHOS

Primaria

PubMed-Medline

1171

Tabela 05 — NUmero de trabalhos recuperados com as estratégias de busca utilizadas para cada base de informacgéio cientifica
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7. Aplicagdo da evidencia — Recomendagdo

As recomendagdes serdo elaboradas pelos autores da revis@o, com a caracteristica inicial de sintese da evidéncia, sendo submetida a validagdo
por todos os autores participantes da elaborag¢do da Diretriz.

A evidéncia disponivel seguird alguns principios de exposi¢do:
e Serd pelo desfecho;
e Terd como componentes: o nUmero de pacientes, o tipo de comparagdo, a magnitude e a precisdo (desvio padréo e 1IC95%).

A sintese global serd elaborada considerando a evidéncia descrita e terd a sua forga estimada (Oxford35/GRADE38) em 1b e 1c (graus A) ou forte
e em 2q, 2b e 2c (graus B) ou moderada ou fraca ou muito fraca.

8. Conflito de interesse

Né&o hd nenhum conflito de interesse relacionado a esta reviséo a ser declarado por nenhum dos autores.

9. Declaragdo final

O Projeto Diretrizes, iniciativa da Associag@io Médica Brasileira em conjunto com as Sociedades de Especialidades, tem por objetivo conciliar
informagdes da drea médica a fim de padronizar condutas que auxiliem o raciocinio e a tomada de decis@o do médico. As informagdes contidas
neste projeto devem ser submetidas & avaliagdo e a critica do médico, responsdavel pela conduta a ser seguida, frente & realidade e ao estado
clinico de cada paciente.
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