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RESUMO

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo um grupo de doencgas derivadas
de uma transformacgédo clonal de célula tronco hematopoiéticas no qual a
linhagem celular mieldide é predominantemente expandida no sangue
periférico. As NMPs Philadelphia-negativas incluem policitemia vera (PV),
trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose primaria (MFP) que compartilham
muitas caracteristicas hematoldgicas, clinicas e evolutivas. A mutagao da JAK2
(JAK2V617F) esta presente em cerca de 95% dos pacientes com PV, entre 50 a
70% com TE e 40 a 50% com MFP. No entanto, os testes moleculares para
diagnostico sdo muitas vezes um desafio devido ao alto custo e a
disponibilidade de equipamentos especializados. Objetivo: Verificar o impacto
do teste molecular da mutagcdo JAK2V617F para o diagnéstico de NMPs nos
pacientes atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Métodos: Foram
avaliados 87 pacientes com suspeita de NMPs. As amostras de sangue
periférico foram analisadas para a mutacdo JAK2V617F pelo método genético
molecular de PCR alelo-especifico e os resultados correlacionados com os
dados clinico-laboratoriais. Para estabelecimento do diagndstico, foram
utilizados os critérios da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) de 2016.
Resultados: Dos 87 pacientes avaliados, 27,6% foram diagnosticados como
PV, 39,1% como TE, 4,6% como MFP e 28,7% nao contemplavam os critérios
para o diagnéstico NMPs. A comparagdo da utilizagdo do teste da mutagéo
JAK2V617F mostrou que, apenas 41,7% dos pacientes com PV sem utilizar o
teste, teriam sido diagnosticados comparados a 91,7% utilizando este teste
como um dos critérios no diagndstico final (p = 0,004). Na TE e na MFP, este
critério n&o foi estatisticamente significativo. Conclusao: O teste molecular para
a mutacdo de JAK2V617F no nosso hospital teve um impacto significativo no
diagnéstico dos pacientes com PV, mostrando ser uma ferramenta importante

para o diagnodstico final desta NMP.

Palavras-chave: neoplasias mieloproliferativas, policitemia vera, trombocitemia
essencial, mielofibrose primaria, JAK2, JAK2V617F.



ABSTRACT

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are a group of disorders derived from a
clonal transformation of stem cell on which myeloid cell lineage is predominantly
expanded in the peripheral blood. Philadelphia-negative MPNs include
polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), and primary
myelofibrosis (PMF) which share many hematological, clinical, and evolutionary
characteristics. The JAK2 mutation (JAK2V617F) is present in about 95% of
patients with PV, between 50 to 70% with ET and 40 to 50% PMF. However, the
molecular diagnostic tests are often a challenge due to the high cost and the
availability of specialized equipment. Objective: To verify the impact of
molecular testing of the JAK2V617F mutation for the diagnosis of MPNs in
patients attended at Hospital de Clinics, Porto Alegre. Methods: A total of 97
patients were evaluated with suspected of MPNs. The peripheral blood samples
were analyzed for the JAK2V617F mutation by the molecular genetic allele-
specific PCR method and the results correlated with the clinical-laboratory data.
To establish the diagnosis, the 2016 World Health Organization (WHO) criteria
were used. Results: Of the 87 patients evaluated, 27.6% were diagnosed as PV,
39.1% as ET, 4.6% as PMF and 28.7% did not meet criteria for MPNs diagnosis.
Comparison of the use of the JAK2V617F test showed that only 41.7% of patients
with PV without the mutation test were diagnosed compared to 91.7% using this
test as one of the criteria for the final diagnosis (p = 0.004). In the ET and the
PMF, this criterion was not statistically significant. Conclusion: The molecular test
for the JAK2V617F mutation in our hospital had a significant impact in the
diagnosis of patients with PV, showing to be an important tool for the final
diagnosis of this MPN.

Key words: myeloproliferative neoplasms, polycythemia vera, essential
thrombocythaemia, primary myelofibrosis, JAK2, JAK2V617F.
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1. INTRODUGAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) referem-se a um grupo
heterogéneo de doengas das células sanguineas mieldides que surgem a partir de
uma transformacao clonal da célula tronco hematopoiética. Esta transformacao
ocorre devido a diferentes mutacbes somaticas adquiridas que tém sido descritas
nos ultimos 10 anos (Tefferi e Pardanani, 2015). Uma das mutagbes genéticas
mais frequentes encontrada nas células das NMPs ocorre na tirosina quinase
JAK2 (Janus Kinase 2) (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et al.,
2005; Levine et al., 2005; Delhommeau et al., 2006) proteina fundamental
envolvida na sinalizacao celular, tornando-a ativa, mesmo na auséncia de sinais
estimulatérios (citocinas reguladoras normais da mieloproliferagcdo). Como
consequéncia, ocorre uma superprodugcdo de uma ou mais linhagens de células
sanguineas na medula o6ssea (MO) e no sangue periférico, associadas
clinicamente a um risco de complicagdes trombéticas, hemorragicas e evolugéo a

transformacao fibrética ou leucémica (Campbell e Green, 2006; Swerdlow, 2008).

Segundo a classificagdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as
principais NMPs, estao divididas em dois grupos: a BCR-ABL positiva, que inclui a
leucemia mieldide crénica (LMC) e as BCR-ABL negativas, as quais a policitemia
vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose primaria (MFP)
representam os trés maiores subtipos, chamadas NMPs classicas (Swerdlow,
2008; Vainchenker et al., 2011).

O entendimento da patogénese das NPMs classicas teve grandes avangos
em 2005 com a descoberta da mutacdo da tirosina quinase JAK2, a JAK2V617F
(Baxter et al., 2005; James et al., 2005); (Levine et al., 2005); (Kralovics et al.,
2005). O estudo aprofundado desta mutacdo comecgou a abrir novos horizontes
sobre os mecanismos moleculares da doenga, assim como a complexa interacao
entre gendtipo e fendtipo, permitindo observar o fato de uma simples mutagao
contribuir para trés fenotipos distintos (Levine e Gilliland, 2008). Estudos
posteriores identificaram outras mutagdes envolvidas na patogénese molecular
destas NMPs como as mutagbes MPL (myeloproliferative leukemia), JAK2 exon
12, CALR (calreticulina), CSF3R (colony stimulating 3 factor receptor), porém em
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menor frequéncia (Skoda et al., 2015). Sendo assim, a descricdo clinica das
doencgas, a descoberta e a caracterizagdo dos genes envolvidos, permitiram o
desenvolvimento de novas terapias-alvo (Jatiani et al., 2010; Stein et al., 2014).

A JAK2V617F se tornou a mutagdo somatica recorrente mais relevante das
NMPs classicas, estando presente em cerca de 95% na PV entre 50 a 70% na TE
e 40 a 50% MFP (Baxter et al., 2005; Levine et al., 2005; Vainchenker et al.,
2011).

Devido a importancia diagndstica da mutacdo JAK2V617F, alguns
protocolos foram desenvolvidos utilizando a abordagem molecular (Gong et al.,
2013). Porém, a realizag&o destes testes na rotina dos laborat6rios publicos é um
desafio devido ao custo elevado, necessidade de equipamentos especificos e

equipe especializada.

O objetivo do presente estudo foi verificar o impacto da realizagao do teste
molecular da mutacdo JAK2V617F dentro dos critérios estabelecidos pela OMS
2016 no diagndstico das NMPs nos pacientes atendidos no Hospital de Clinicas

de Porto Alegre.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

Esta revisdo da literatura esta focada nos aspectos relacionados as
neoplasias mieloproliferativas, policitemia vera, trombocitemia essencial e
mielofibrose primaria, mutagao envolvendo a JAK2 e métodos diagndsticos para a
mutacao JAK2V617F. A estratégia de busca de informacgdes foi realizada nas
bases de dados PubMed e SciELO, além do banco de periédicos da CAPES, no
periodo de 1990 a 2016.

ciELO

{1

1 - Myeloproliferative neoplasm

1 ARTI [ ]

2 - Polycythemia vera 1 —>-_> 10
A4

3 - Essential thrombocythemia

4 - Primary myelofibrosis 2 “ T
5-JAK2 ——
- Y

6 - JAK2V617F 3 ;
A4
Y

4 3
A4
Y

5 7
A4
Y

6 2
A4
Y

145 3
A4
Y

1+6 2
A4

Figura 1. Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que
fundamentam os objetivos deste estudo. Fonte: elaborado pela Autora (2016).



13

2.2. Neoplasias Mieloproliferativas

O termo “doencgas mieloproliferativas crénicas” (DMPC) foi introduzido por
William Dameshek em 1951 (Dameshek, 1951) o qual reunia patologias
hematoldgicas com caracteristicas fenotipicas semelhantes, maturagdo celular
preservada e com hiperproliferagcdo de um ou mais elementos sanguineos devido
a alguns estimulos desconhecidos. Neste conceito, incluia a policitemia vera (PV),
trombocitemia essencial (TE), mielofibrose primaria (MFP) leucemia mieldide

cronica (LMC) e a sindrome de Di Guglielmo (eritroleucemia).

Um estudo citogenético realizado por Nowell e Hungerford em 1960,
identificou a presenca do cromossomo Philadelphia (Ph') nos pacientes com LMC,
sendo posteriormente a patogénese desta leucemia reconhecidamente atribuida a
tirosina quinase BCR-ABL, resultado da translocagao (9;22)(q34;911) (Nowell e
Hungerford, 1960).

Em 1967, Fialkow e cols. (Fialkow et al., 1967) usaram polimorfismos
ligados ao X para estabelecer a LMC como uma doencga clonal. Apds alguns anos
técnica semelhante foi aplicada nas doencas mieloproliferativas: PV (1976), MFP
(1978) e TE (1978) confirmando a origem comum da célula-tronco no processo
clonal (Tefferi, 2008).

Jaroslav Prchal e Arthur Axelrad, em 1974, demonstraram que células da
MO de pacientes com PV podiam produzir colénias eritroides in vitro na auséncia
de fator de crescimento, indicando a natureza autbnoma destas células, ou seja,

sem necessidade da presencga de eritropoietina (Prchal e Axelrad, 1974).

Nos anos subsequentes, a compreensao sobre a base molecular de PV, ET
e MFP permaneceu inalterada, com exceg¢ao de dois estudos em 1998. Silva e
cols. observaram que a superexpressao da proteina Bcl-X, da familia das
proteinas inibidoras de apoptose Bcl-2, nas células progenitoras eritrides da PV,
contribuia para a sobrevivéncia durante a diferenciacdo independente de
eritropoietina, auxiliando na patogénese desta doenca (Silva et al., 1998;
Kilpivaara e Levine, 2008); e Moliterno e cols. observaram que a expressao
reduzida do receptor trombopoetina (MPL) por plaquetas e megacariocitos é
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caracteristica da PV e da mielofibrose idiopatica, e estaria intimamente ligado ao
processo da doengca sendo uma nova via no entendimento da patogénese
(Moliterno et al., 1998; Kilpivaara e Levine, 2008).

A eritroleucemia descrita por Dameshek foi reclassificada pelo grupo
Francés-Americano-Britanico (FAB) em 1976 (Bennett et al., 1976) como leucemia
mieldide aguda M6 (LMA-M6) e atualmente é classificada pela OMS como
neoplasia mieléide com dois subtipos, a leucemia eritréide/mieldide e a leucemia
eritrdide pura (Swerdlow, 2008; Mihova, 2012).

A associagdo do cromossomo Ph' com a LMC em 1960 (Nowell e
Hungerford, 1960) e o reconhecimento da eritroleucemia como uma variante da
leucemia mieldide aguda (LMA) distinguiu as outras trés desordens, PV, TE e
MFP, como as doencas mieloproliferativas Ph' negativas “classicas” (Tefferi,

2008; Vannucchi et al., 2009) as quais serao abordadas neste estudo.

As doencas mieloproliferativas Ph' negativas classicas possuem a mesma
natureza, ou seja, derivam de uma transformacdo clonal da célula-tronco
hematopoiética de linhagem mieldide, a qual € predominantemente expandida no
sangue periférico. A elevada massa de células vermelhas define a PV, o elevado
numero de plaquetas, a TE; e a MFP cursa com fibrose medular, numero variavel
de células mieldides, hematopoese extramedular e hepatoesplenomegalia
(Campbell e Green, 2006; Jones e Cross, 2013). Estas trés desordens
compartilham muitas caracteristicas hematolégicas, clinicas e evolutivas, incluindo
hipercelularidade da MO, propensdo a trombose e hemorragia, e um risco de
transformacao leucémica em longo prazo (Jaffe, 2001; Campbell e Green, 2006).

Um grande impacto no discernimento do mecanismo patogénico das NPMs
Ph1 negativas classicas ocorreu em 2005 com a descoberta de uma mutagao no
gene JAK2. Quatro grupos de pesquisadores, usando diferentes abordagens,
identificaram a primeira anormalidade recorrente nestes pacientes, a mutagao
V617F (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al.,
2005).
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Quanto a classificagao da OMS, a LMC, PV, TE e MFP foram incluidas na
categoria de doengas mieloproliferativas cronicas (DMPC) em 2001. Nesta
categoria também incluia outras desordens “néo classicas” chamadas de doengas
mieloproliferativas-like (DMP-like) como a leucemia neutrofilica crénica (LNC),
leucemia eosinofilica crénica/sindrome hipereosinofilica (LEC/SHE), mastocitose
e as DMPC nao classificadas (Jaffe, 2001; Vannucchi et al., 2009).

Na revisdo de 2008 da OMS, a combinagdo da clinica, caracteristicas
morfoldgicas e genéticas foi utilizada na tentativa de definir entidades de doencgas
nao s6 com o objetivo de reconhecimento, mas também para a identificagdo dos
produtos dos genes anormais ou vias que sao potenciais alvos de terapia. A
nomenclatura de “doencas mieloproliferativas crénicas” foi alterada para

“neoplasias mieloproliferativas” (NMP) (Swerdlow, 2008).

Ja na revisao de 2016 (Arber et al., 2016), as categorias de NMP nao
mudaram significativamente, mas as descobertas de novas mutagdes e melhor
compreensao das caracteristicas morfolégicas de algumas entidades tém
impactado os critérios diagndsticos das patologias. As novas descobertas quanto
as NMP Ph' negativas classicas, tém demonstrado real importancia no
diagndstico e/ou progndstico como:

(1) a descoberta de novos achados moleculares além da mutagdes JAK2 e

MPL, como a mutagdo calreticulina (CALR) que comprova a
clonalidade, importancia diagnéstica e influéncia progndstica;

(2) a PV é possivelmente subdiagnosticada utilizando os niveis de
hemoglobina publicados na 42 edi¢ao e a utilidade da morfologia da MO
€ reconhecida como critério reprodutivel para o diagnéstico de PV;

(3) a necessidade de diferenciar a TE “verdadeira” de pré-MFP;

(4) os critérios clinicos menores na pré-MFP que podem ter um grande
impacto ndo sé na acuracia diagnéstica, mas também sobre o
prognostico;

(5) critérios morfolégicos padronizados das NMPs sao importantes para
elevar a reprodutibilidade inter-observador dos diagnosticos
morfologicos.
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2.2.1. Epidemiologia das neoplasias mieloproliferativas Ph' negativas

classicas

As NMPs Ph' negativas classicas sao patologias essencialmente do adulto
(50-70 anos), estando entre as neoplasias hematolégicas mais frequentes
(Vannucchi et al., 2009). Apesar de poder surgir em qualquer faixa etaria, a
incidéncia aumenta com a idade, sendo 50 anos a média de idade ao diagnostico
(Swerdlow, 2008).

Estudos epidemioldgicos realizados em alguns paises europeus mostraram
uma incidéncia da PV que varia de 0,4 a 2,8 casos em 100.000 pessoas/ano, TE
de 0,38 a 1,7 casos em 100.000 pessoas/ano e de mielofibrose (MF) de 0,1 a 1

caso em 100.000 pessoas/ano.

Nos estudos sobre as prevaléncias em PV, TE e MF ha uma grande
variagéo devido aos tipos calculados (taxa de prevaléncia vs. prevaléncia periodo)
e a padronizagdo com diferentes populagdes (populacdo mundial e populagédo

europeia).

Segundo a Orphanet, o portal multilingue sobre doengas raras e
medicamentos 6rfaos, a prevaléncia de PV é de 30 casos por 100.000 individuos,
de TE é de 24 casos por 100.000 individuos e MF é de 3 casos por 100.000

individuos, porém nao ha periodo especificado (Moulard et al., 2014).

No Brasil, ainda ndo ha um registro epidemioldégico para as doencgas

mieloproliferativas individualizadas.

2.3. O Gene JAK2

O gene Janus Kinase 2, esta localizado no brago curto do cromossomo 9 e
codifica a proteina JAK2 (Yamaoka et al., 2004; Baxter et al., 2005). Esta € uma
tirosina quinase citoplasmatica que faz parte da familia das quinases Janus, a
qual também pertence as proteinas JAK1, JAK3 e TYK2 (tirosina kinase 2)
(Yamaoka et al., 2004; Schindler et al., 2007).
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Conforme ilustrado na Figura 2, as JAKs possuem sete dominios
homologos, numerados do carboxi-terminal em diregdo ao amino-terminal
organizados em quatro regides:

- JH1 (JAK homology 1 - dominio quinase);

- JH2 (JAK homology 2 - dominio pseudoquinase);

- FERM (four point one, ezrin, radixin, moesin), composta pelos dominios
JHS5, JH6, JH7 e metade do JH4;

- SH2-like (SRC homology 2-like), formada pela outra metade do JH4 e
pelo JH3 (Huang et al., 2001; Yamaoka et al., 2004).

JH7  JH6 JHngHS JH2 JH1

— == I |
Amino Carboxi
Terminal —{ FERM —] SH2 |— Pseudoquinase Quinase — Terminal

® ® © ©®

Figura 2. Representagcao esquematica da estrutura primaria das quinases Janus
(JAKs), compostas pelas quatro regides: FERM, SH2-like, pseudoquinase e quinase
e os sete dominios (JH1 ao JH7). Adaptado de (Yamaoka et al., 2004).

A disposicdo em tandem de dois dominios estruturais simétricos, o dominio
JH1 e o dominio JH2, é a marca das quinases JAKs. Adjacente ao dominio JH1, a
JH2 é uma pseudoquinase ou uma quinase cataliticamente inativa, porém com
uma fungdo regulatéria essencial da atividade do JH1, demonstrando a
semelhancga a figura da mitologia romana de duas caras que olham em diregbes
opostas, o deus Janus (Yamaoka et al., 2004).

As JAKs estdo ligadas a porcéao citoplasmatica associada com a membrana
proximal dos receptores que nao possuem dominios intracelulares proprios,
conhecidos como receptores JAK-dependentes (Baxter et al., 2005; Hoffman,
2008).

No mecanismo de sinalizacdo celular normal, as células eritroides,
leucocitarias e megacariociticas sdo estimuladas a crescer e a proliferar quando

os fatores de crescimento (citocinas e hormoénios) tais como: fatores de
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estimulacéo de coldnia de granulécitos e mondcitos (GM-CSF), interleucinas (ILs),
eritropoetina (Epo), trombopoetina (Tpo), interferon-y (IFN-y) e os horménios de
crescimento e leptina (Yamaoka et al., 2004; Waters e Brooks, 2015), se ligam
aos receptores JAK-dependentes: receptores de eritropoietina (Epo-R), leucemia
mieloproliferativa ou receptor de trombopoetina (MPL ou Tpo-R) e o receptor do
fator estimulador de colbnias de granuldcitos (G-CSF-R) (Levine et al., 2007;
Jatiani et al., 2010; Vainchenker et al., 2011).

A ligacdo de uma citocina ao seu receptor especifico promove uma
mudanga conformacional nas proteinas JAK2 fazendo com que se aproximem
uma das outras, permitindo a ativacado de residuos de tirosina da porgao ativa do
dominio quinase JH1 por auto e/ou trans-fosforilagdo (Kisseleva et al., 2002;
Yamaoka et al., 2004). Os residuos fosforilados servem como sitio de ligagéo para
moléculas da familia dos transdutores de sinais e ativadores de transcricdo, os
STATs (do inglés, signal transducers and activators of transcription), além de
outras moléculas de sinalizagdo. Em seguida, os STATs ativados entram no
nucleo onde atuarao como fatores de transcricdo de genes especificos, tais como
Bcl-xL, relacionado com a sobrevivéncia e proliferagdo e o miR-135a que
desempenha um papel nesta via regulando a tradugao de proteina JAK2 (Figura
3) (Aaronson e Horvath, 2002; Levy e Darnell, 2002).
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Figura 3. Via JAK/STAT utilizadas por muitas citocinas. Quando um fator de
crescimento se liga a um receptor, ocorre a alteragao conformacional das JAK2, ativando
eventos de fosforilagdo dessas proteinas que permitem formar dimeros de STAT. Estes
dimeros se translocam para o nucleo e ativam transcrigao especifica de genes. Adaptado
de (Navarro et al., 2009).

Portanto a JAK2 desempenha um papel central na sinalizagdo das citocinas
mieldides com Epo-R, MPL e G-CSF-R e estes trés receptores homodiméricos
sdo expressos em células eritréides, megacariocitos e de linhagem granulocitica,

respectivamente (Levine et al., 2007; Vainchenker et al., 2011).

2.3.1. A mutagao V617F do gene JAK2

A mutacédo V617F do gene JAK2 consiste em uma troca do nucleotideo G
(guanina) por uma T (timina) na posicao 1849 do exon 14 do gene JAK2
(c.1849G>T), resultando na substituicdo do aminoacido valina por fenilalanina no
cédon 617 da proteina (Delhommeau et al., 2006; Tefferi, 2006; Levine e Gilliland,
2008).

O aminoacido resultante da mutacdo esta situado no dominio da
pseudoquinase JH2 da proteina JAK2 e causa a anulagdo da funcao inibitéria do
dominio JH2 sobre o JH1 como mostrado na Figura 4 (Campbell e Green, 2006;

Delhommeau et al., 2006; Tefferi, 2010). Como consequéncia, a tirosina quinase
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correspondente ao dominio JH1 encontra-se em um estado constitutivamente
ativado, mimetizando um fator de crescimento hematopoiético e estimulando as
varias vias de sinalizagdo como a JAK-STAT, PI3K (do inglés, phosphatidyinositol
3 kinase) e RAS-MAPK (do inglés, renin angiotensin system-mitogen-activated
protein kinase), culminando com um fendtipo hiperproliferativo (Campbell e Green,
2006; Hoffman, 2008).

JAKZ
VB17F
e
NH,, SH2 JH2 JH1 COOH
dominio dominio dominio
FERM pseudoquinase quinase
e A

Figura 4. Representacao esquematica da localizagao da mutagao V617F. A mutacao
JAK2V617F esta destacada pela estrela em amarelo localizada no dominio homadlogo
JH2 da pseudoquinase Janus kinase. A presenca da mutagao resulta na anulacdo da
fungéo inibitoria sobre o dominio homoélogo JH1. Adaptado de (Hoffman, 2008).

A JAK2 pode se apresentar em trés diferentes situagdes, como
representado na Figura 5. A JAK2 selvagem (wild-type), ou seja, sem mutagao e
sem estimulo da eritropoetina que nao ativa a via JAK/STAT; a JAK2 wild-type
com ligagao da eritropoetina no receptor ativando a via de sinalizagao; e a JAK2
mutada (JAK2V617F) sem a presenga de eritropoetina ou qualquer citocina,
ativando as vias JAK-STAT, P13K e RAS-MAPK conduzindo a uma modulagao da
transcricdo e de proteinas para o ciclo celular, proliferacdo e fatores relacionados

a apoptose (Campbell e Green, 2006).
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1) JAK2 wild-type
sem eritropoetina

2) JAK2 wild-type
com eritronoetina
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Figura 5. Papel da JAK2 na via de sinalizagdo em trés diferentes situagoes. 1)
Modelo de JAK2 selvagem (wild-type) sem sinal de ativagido da via JAK/STAT. 2) Modelo
de JAK2 selvagem com a presencga de eritropoetina no receptor, ativando a sinalizagao
da via JAK/STAT. 3) Presenga de JAK2 mutada em que mesmo sem a presenga de
qualquer citocina, ocorre a ativacao da via JAK/STAT, do P13K e das vias de sinalizagao
do RAS. Adaptado de (Campbell e Green, 2006).

2.3.2. Alelos da mutagao V617F

A ocorréncia da mutagdo em uma célula hematopoiética resulta na sua
expansao clonal e consequentemente em uma progénie de células que sao
heterozigdticas para JAK2V617F. As células heterozigdticas possuem uma
vantagem proliferativa em relagdo as células com JAK2 selvagem. A
recombinagcdo mitética entre as regides homologas do cromossomo 9p, entre o
locus JAK2 e o centrébmero, causa entdo a perda da heterozigose (9pLOH). Uma
das células filhas desta recombinagcdo €& homozigética para a mutagcdo e
estabelece vantagem seletiva adicional sobre as células heterozigoticas e as
células homozigoticas de JAK2 selvagem, dominando completamente a
hematopoese (Figura 6) (Kralovics et al., 2005; Passamonti et al., 2006).
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Figura 6. Desenvolvimento da homozigose para a mutacao V617F. A mutacédo V617F
de um alelo de JAK2 no cromossomo 9p (ponto vermelho) inicia o aparecimento da
doenca mieloproliferativa. As células s&o heterozigotas para a mutacdo V6717F e
possuem uma vantagem proliferativa em relagdo as células com apenas o alelo selvagem
(wild-type). A recombinagao mitética entre as regides homologas dos dois cromossomos
9 em uma célula heterozigdtica para V617F resulta na perda da heterozigose de 9p. Uma
das células filhas € homozigotica para V617F e com vantagem proliferativa adicional.
Esta célula estabelece um subclone que comprime as células que sédo heterozigotas para
V617F e as células que sdo homozigdticas para o tipo JAK2 selvagem. Adaptado de
(Kralovics et al., 2005).

Os alelos mutantes JAK2V617F caracterizam-se por um aumento
progressivo, de 0% para 50% e apds, envolve uma transigdo de 50% para 100%.
Quando os alelos mutantes sdo superiores a 75%, a maioria das células
hematopoiéticas (>50%) é, por definicdo, homozigéticas para V617F (Passamonti
et al., 20006).

A homozigose na PV e na ET estda associada com um estimulo da
eritropoiese e mielopoiese, maior incidéncia de esplenomegalia, maior tamanho
do bago e maior propor¢cdo de pacientes que necessitam de terapia citoredutora
(Vannucchi et al., 2008). Diferengas nas respostas de Epo e Tpo ocorrem entre
JAK2V617F homozigotos e heterozigotos (Saliba et al., 2013).
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Uma questdo ainda nao esclarecida € como uma unica mutacido pode ter
pelo menos trés doengas diferentes. Dados clinicos, biolégicos e patoldgicos
levantam uma das hipéteses: a dosagem génica que postula uma correlagao entre
o fendtipo da doenga e a proporcdo de alelos mutantes de JAK2V617F
introduzindo o conceito de carga alélica, isto €, a razdo entre o alelo mutante pelo
total de alelos nas células hematopoiéticas (Passamonti e Rumi, 2009).

Os pacientes homozigotos apresentam uma maior evolugéo da doencga se
comparados aos que possuem carga alélica abaixo de 50%, mostrando que a
transformagdo para homozigose dos clones, requer tempo para que os eventos
genéticos ocorram na progressao natural da doenga. Presumidamente, as
consequéncias clinicas e funcionais da mutacao estdo diretamente relacionadas
ao numero de alelos mutantes ou a propor¢cao de células homozigdticas (ou

ambas) (Passamonti et al., 2006; Passamonti € Rumi, 2009).

Ha um interesse crescente na quantificagdo da carga alélica do
JAK2V617F e sua potencial influéncia sobre o fendtipo, complicacdes e evolugao
das NMPs (Passamonti e Rumi, 2009; Vannucchi et al., 2011). Diferengas
substanciais sado encontradas na mediana das cargas alélicas V617F em
granulécitos de sangue periférico entre NMPs individuais. Quantidades mais altas
da carga alélica sdo encontradas na PV, as mais baixas na TE, a maioria dos
pacientes com MFP exibem niveis intermediarios (Passamonti et al., 2006;
Vannucchi et al., 2008).

A carga alélica do JAK2V617F tem sido associada a certos fendtipos
clinicos, tais como, uma maior incidéncia de prurido e esplenomegalia e um risco
aumentado de trombose em doentes com PV e ET, embora a associacdo exata
entre carga alélica e o resultado em longo prazo, permanega controversa

particularmente em pacientes com MF (Vannucchi et al., 2008).

Existe um consenso de que a presenga de elevada carga alélica na PV,
onde ha uma ativacdo mais forte das vias de sinalizagao intracelular, associada
com marcadores hematologicos e clinicos definidos, sdo indicativos de um
fendtipo mais agressivo. Por outro lado, uma baixa carga alélica na MF esta

associada a redugao da sobrevida (Vannucchi et al., 2011).
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Em resumo, os estudos sugerem que a homozigose para a mutagéo
JAK2V617F esta associada a uma doenga mais sintomatica além de ressaltarem

a relevancia clinica da determinagao da carga alélica.

2.4, Policitemia Vera

O termo policitemia € uma tradugédo literal do grego, "muitas células no
sangue" que é caracterizada por um aumento da produgao de células vermelhas
independente do mecanismo que normalmente regula a eritropoiese (Hoffman,
2008; Swerdlow, 2008).

A PV foi descrita pela primeira vez em 1892, por Louis Henri Vaquez, em
um paciente com marcada eritrocitose e hepatoesplenomegalia que considerou
ser o resultado de uma proliferagdo de células hematopoiéticas. Posteriormente,
William Osler descreveu um conjunto de pacientes com eritrocitose e

esplenomegalia, referindo-se como "doencga de Vaquez" (Levine e Gilliland, 2008).

Em 1951, William Dameshek, editor fundador da Blood reconheceu que a
PV, TE e MFP deveriam ser classificadas como um conjunto de "desordens
mieloproliferativas" fenotipicamente relacionadas, dada as dificuldades de
distincdo entre elas (Dameshek, 1951). Notou que, embora a eritrocitose seja
caracteristica da PV, muitos destes pacientes tinham "pancitose" com proliferacéo
de células eritrdides, megacariocitica e de linhagem granulocitica. Além disso,
observou que os pacientes com PV muitas vezes desenvolviam fibrose medular,
alteracdes leuco-eritroblasticas no sangue periférico e aumento consistente de

esplenomegalia com progressao para "mielofibrose terminal".

O curso clinico da PV é caracterizado por uma elevada incidéncia de
complicagdes trombdticas, desenvolvimento de sindrome mielodisplasica (SMD),
MF pés-PV e leucemia aguda que sdo as causas de morbidade e mortalidade
(Finazzi e Barbui, 2007; Swerdlow, 2008).

Trés fases da PV podem ser reconhecidas: (1) fase inicial, pré-policitémica,
caracteriza-se por leve eritrocitose; (2) fase policitémica evidente, associado a um

aumento significativo da massa eritrocitaria; (3) fase pos-policitémica,
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caracterizada pela “exaustdo” da MO, a chamada mielofibrose pdés-PV no qual
citopenias sao associadas a uma hematopoese ineficaz, fibrose medular,

hematopoese extramedular e hiperesplenismo (Swerdlow, 2008).

A PV difere de muitas outras doengas malignas hematologicas em que a
sobrevivéncia prolongada € desfrutada pela maioria dos pacientes se a produgao
excessiva de globulos vermelhos e de plaquetas puder ser controlada (Hoffman,
2008).

A média de idade ao diagndstico é de 60 anos e pacientes jovens abaixo
dos 20 anos sao raros (Swerdlow, 2008). E considerada uma doenga indolente
com uma sobrevida média de aproximadamente 14 anos e em pacientes mais
jovens, 24 anos (Tefferi e Barbui, 2015). Contudo, em doentes nao tratados, a

esperanga meédia de vida diminui para 6 a 18 meses (Finazzi e Barbui, 2007).

A descoberta da mutagdo JAK2V617F teve um grande impacto na
abordagem diagnéstica do PV. Praticamente quase todos os pacientes com PV
(~95%) carregam a mutacao somatica do gene JAK2 que resulta em proliferagéo
nao so da linhagem eritréide, mas de granulécitos e megacariocitos, a chamada
"panmielose" (Swerdlow, 2008; Vainchenker et al., 2011; Tefferi et al., 2014).

Outra mutacgéao, localizada no exon 12 do gene JAK2, é funcionalmente
similar a JAK2V617F, porém em menor frequéncia (2-5% dos individuos com PV
JAK2V617F-negativos). Em muitos casos, esses pacientes ndo apresentam
proliferagdo de células da linhagem granulocitica ou megacariocitica, geralmente
observadas em pacientes com PV classica JAK2V617F positiva (Percy et al.,
2007; Scott, 2011).

O diagndstico de PV requer integragbes clinicas, laboratoriais e
caracteristicas histolégicas da MO. Em 2016, a OMS (Arber et al., 2016) definiu
novos critérios de diagnostico para a PV pois na publicagdo de 2008, a PV
possivelmente era subdiagnosticada utilizando os niveis de hemoglobina
definidos. Atualmente para o diagnéstico de PV, deve atender a todos os trés

critérios maiores ou os primeiros dois maiores e o menor, conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Critérios da OMS 2016 para Policitemia Vera
CRITERIOS MAIORES

1. Hemoglobina >16,5g/dL para homens >16,0g/dL para mulher
ou
Hematocrito >49% para homens >48% para mulheres
ou
Aumento da massa eritrocitaria > 25% acima do valor normal preditivo

2. Biopsia de MO mostrando hipercelularidade para a idade com panmielose,
proliferacdo eritréide, granulocitica e megacariocitica com pleomorfismo e
megacariocitos maduros

3. Presenga das mutagoes JAK2V617F ou JAK2 exon 12

CRITERIOS MENORES

Niveis baixos de eritropoietina sérica

Fonte: Arber et al., 2016.

Fatores de risco para a sobrevivéncia incluem: idade avangada, leucocitose
e trombose. As taxas de transformacao leucémica em 20 anos sao estimadas em
<10% e de transformacédo fibrotica sdo ligeiramente mais elevadas (Tefferi e
Barbui, 2015).

2.5. Trombocitose Essencial

A trombocitemia essencial (TE) € uma neoplasia mieloproliferativa cronica
que envolve principalmente a linhagem megacariocitica. E caracterizada por uma
persistente trombocitose (>450x109/L plaquetas no sangue periférico), aumento
do numero e do tamanho dos megacariécitos maduros na MO e clinicamente

apresenta episodios de trombose e/ou hemorragia (Swerdlow, 2008).

A sobrevivéncia mediana dos pacientes com TE é de 20 anos, refletindo a

natureza mais indolente da proliferagao (Tefferi e Barbui, 2015).

Primeiramente foi identificada como uma sindrome clinica distinta por Emil
Epstein e Alfred Godel em 1934, no qual pacientes apresentavam trombocitose
sem eritrocitose marcada. Em 1951 foi classificada como uma das NMP classicas
baseada na classificacdo delineada por William Dameshek (Dameshek, 1951;

Levine e Heaney, 2008).
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O principal regulador fisiolégico da trombopoiese é a trombopoetina. Este
fator de crescimento atua através da ligacéo ao seu receptor na superficie celular,
o MPL e esta envolvido da via de sinalizagdao JAK-STAT, desempenhando um
papel importante na renovagao hematopoiética das células progenitoras CD34+,
diferenciacdo megacariocitica e formacédo de plaquetas (Royer et al., 2005;
Pecquet et al., 2010; Defour et al., 2013).

O MPL atua controlando a captacéo e degradagao da trombopoetina sérica
e a reducgao da sua expressao ocorre nao s6 na TE, mas também na PV e MFP
(Hoffman, 2008).

As mutagbes somaticas envolvendo o receptor da trombopoetina, a
MPLW515L e a MPLW515K, resultam na ativacdo da via de sinalizagédo e estao
presentes em aproximadamente 1% a 3% dos casos de TE em uma proporgéo de
60% e 40%, respectivamente (Defour et al., 2013).

Ja a mutagao da JAK2V617F resulta em um ganho de fungao envolvendo o
receptor da trombopoetina que se torna independente de fator de crescimento,
além de desenvolver uma hipersensibilidade a trombopoetina estimulando a
proliferagdo e diferenciagdo de megacariécitos. Esta mutagdo esta presente em
50% a 70% na TE (Baxter et al., 2005; Levine et al., 2005; Koopmans et al., 2012,
Tefferi et al., 2014).

No final de 2013, estudos realizados por Klampfl e cols. e Nangalia e cols.
identificaram mutacdes recorrentes no gene que codifica a calreticulina que
ocorrem em progenitores multipotentes capazes de diferenciar-se em mieldide e
eritréide na maioria dos pacientes com NMPs que nao possuiam JAK2 e MPL
mutados. Estes achados possuem relevancia nos disturbios envolvendo a
linhagem megacariocitica principalmente na TE e MFP (Klampfl et al., 2013;
Nangalia et al., 2013).

As caracteristicas tipicas da TE sao complicagdes trombdticas e
hemorragicas, embora a maioria dos pacientes seja assintomatica.
Acometimentos isquémicos transitorios, eritromelalgia e sindrome de Budd-Chiari

sao complicagdes que podem ocorrer em pacientes com TE ou, antes do
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diagnostico estabelecido. O numero de plaquetas extremamente elevado
proteolisa o fator de von Willebrand, causando complicagbes hemorragicas pela

aquisi¢ao da doencga de von Willebrand.

Alguns pacientes podem desenvolver mielofibrose (<10%) conhecida como
mielofibrose pds-TE e apenas cerca de 2% tém o risco de progredir para leucemia
mieldide aguda (LMA) (Koopmans et al., 2012).

O diagnéstico de TE deve atender a todos os quatro critérios maiores ou os
trés primeiros maiores e o menor, definidos pela OMS, conforme Tabela 2 (Arber
et al., 2016). Por ndo haver um marcador especifico genético ou bioldgico, outras
causas de trombocitose devem ser excluidas, incluindo outras NMPs, doencgas
inflamatérias e infecciosas, hemorragias e outros tipos de neoplasias
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. A presenca do gene de fusdo BCR-ABL

exclui o diagnostico de TE (Swerdlow, 2008).

Tabela 2. Critérios da OMS 2016 para Trombocitemia Essencial
CRITERIOS MAIORES

1. Plaquetas > 450 x 10°/L.

2. Bidpsia de MO mostrando proliferagdo principalmente da linhagem megacariocitica
com aumento do numero e do tamanho, megacariocitos com hiperlobularidade
nuclear. Sem aumento significativo ou desvio a esquerda na granulopoiese neutrofilica
ou eritropoiese e um muito raro pequeno aumento na fibra reticulinica (grau 1).

3. Auséncia dos critérios da OMS para LMC BCR-ABL+, PV, MFP, SMD ou outras
neoplasias mieloides.

4. Presenga das mutacdes JAK2, CALR ou MPL.
CRITERIOS MENORES

Presenca de um marcador clonal ou auséncia de evidéncia para trombocitose reativa.
Fonte: Arber et al., 2016.

Em um estudo de mais de 1000 pacientes com TE, o efeito progndstico
negativo (sobrevivéncia, transformacdo leucémica e progresséo fibrotica) foi
demonstrado na morfologia pré-fibrética. O estudo também identificou a idade
mais avangada, a anemia e a auséncia de JAK2V617F como fatores de risco
para progresséao fibrotica e historia de trombose e extrema trombocitose como

fatores de risco para transformacgao leucémica (Barbui et al., 2011).
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2.6. Mielofibrose Primaria

A mielofibrose primaria € uma malignidade hematoldgica cronica
caracterizada, no desenvolvimento total da doenca, pela deposi¢cao reativa do

tecido conjuntivo fibroso e com metaplasia miel6ide (Swerdlow, 2008).

O cirurgido alemao, Gustav Heuck (1854-1940) foi o primeiro a descrever
MFP, em 1879, sob o titulo de “Dois casos de leucemia com achados peculiares
no sangue e medula Ossea”, onde dois pacientes jovens apresentavam
esplenomegalia maciga, globulos vermelhos nucleados circulantes e aumento do
numero de leucocitos morfologicamente anormais sendo referidos como

“leucemia bago-medular” e “leucemia de puro bago” (Tefferi, 2008).

O termo metaplasia mieldide agnogénica foi usado pela primeira vez em
1940 para essa patologia. Em 2001 a OMS utilizou o termo mielofibrose
idiopatica crénica e mielofiborose com metaplasia mieldide e em 2006, o
Internacional Working Group for Myelofibrosis Research and Treatment,
chegaram a um consenso de usar exclusivamente o termo Mielofibrose (Tefferi et
al., 2006; Tefferi, 2008).

A mielofibrose pode ser primaria (de Novo), ou secundaria a PV (MF pés-
PV) ou ET (MF pés-ET). O termo NMP associada a mielofibrose tem sido
sugerido para abranger todas essas entidades, independentemente se a

mielofibrose € primaria ou secundaria (Reilly et al., 2012; Mughal et al., 2016).

Na MFP, a hiperproliferacdo de células mieldides e megacariociticas na MO
estimula a proliferacdo de fibroblastos formando colageno e fibrose. A doencga
cursa com duas fases: pré-fibrética, inicial, com MO hipercelular que evolui até a
quase substituicdo do tecido hematopoético por fibras reticulinicas; e a fase
fibrética (Savona, 2014).

O processo pré-fibrético cursa com mieloproliferagao crénica e hiperplasia
megacariocitica atipica, sendo esta, a chave para o reconhecimento deste

estagio. Os megacariocitos muitas vezes formam densos aglomerados de
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tamanho variavel, que sdo frequentemente adjacentes aos sinus vasculares e

aos trabéculos na MO.

Ja na fase fibrética, a biépsia da MO demonstra clara fibrose reticulinica
ou colagenosa, resultado de proliferagdo de fibroblastos nédo clonais e
hiperatividade induzida pelos fatores de crescimento de forma anormal, liberados
pelos megacariocitos clonais expandidos (Swerdlow, 2008; Tefferi e Pardanani,
2015). Pode haver hipercelularidade focal, mas frequentemente € normocelular
ou hipocelular, com manchas de alternancia de hematopoese ativa com regides
hipocelulares de tecido conjuntivo frouxo e/ou de gordura. Focos de células
imaturas podem ser mais proeminentes, embora os mieloblastos representem
menos de 10% das células de MO (Swerdlow, 2008).

A fibrose da MO é a marca da MFP que contribui para o comprometimento
da hematopoese levando a anemia grave, esplenomegalia acentuada,
hematopoese extramedular e graves sintomas constitucionais (Tefferi e
Pardanani, 2015). Dentre as NMPs, a MFP é a que tem maior impacto na

qualidade de vida do paciente (Tefferi e Barbui, 2013).

Embora a etiologia da MF seja desconhecida, fatores ambientais podem
ser relevantes desde que a MF foi associada em um pequeno numero de
pacientes expostos a radiagcdo e a agentes petroquimicos, como benzeno e
tolueno (Tondel et al., 1995; Bernardini et al., 2005).

O hemograma na MF se caracteriza por um quadro leuco-eritroblastico
(eritroblastos em circulagdo) com hemacias em forma de lagrima ou gota
associada com uma MO hipocelular. Ha leucopenia ou leucocitose e
trombocitopenia ou trombocitose (Swerdlow, 2008; Reilly et al., 2012).

O diagnéstico é baseado nas manifestagdes clinicas, anormalidades
laboratoriais, caracteristicas do esfregaco do sangue periférico, morfologia da
MO e em caracteristicas moleculares e citogenéticas (Swerdlow, 2008).

A patogénese da MF envolve a ativacdo anormal da via de sinalizagao

JAK/STAT e a mutacdo JAK2V617F em pacientes com MFP esta presente em
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cerca de 40 a 50% com mielofibrose (Baxter et al., 2005; Kralovics et al., 2005;
Levine et al., 2005; Vannucchi et al., 2009).

Com a descoberta da mutacdo JAK2V617F em pacientes com NMPs,
novas terapias-alvo vém sendo desenvolvidas, como o ruxolitinibe, inibidor da
JAK1 e JAK2 recentemente aprovado pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) para pacientes com MF e para os resistentes e intolerantes
ao tratamento convencional na PV (Verstovsek et al., 2012; Mesa et al., 2013).

Nos pacientes com MFP sem mutagdes para JAK2 e MPL, verificou-se que
a CALR, gene que influencia na proliferagdo, apoptose, fagocitose e resposta
imune, esta mutado em 70 a 80%, segundo estudo de Nangalia e cols. (Nangalia
et al., 2013) e 88% no estudo de Klampf e cols.(Klampfl et al., 2013).

Na suspeita de MFP, a presenca de JAK2V617F exclui efetivamente a
possibilidade de a MO estar associada a fibrose reativa, infecgdes, processos
inflamatorios, toxinas, leucemias de células pilosas, desordens linféides ou

cancer metastatico (Levine et al., 2007).

Segundo a OMS de 2016 o diagndstico da MF fase pré-fibrinolitica ou MFP
precoce requer todos os trés maiores critérios e pelo menos um critério menor,

conforme Tabela 3:

Tabela 3. Critérios da OMS 2016 para pré-MFP:
CRITERIOS MAIORES

1. Proliferagéo e atipia megacariocitica, sem fibrose reticulinica acompanhada pelo aumento
da celularidade da MO para a idade, proliferagdo granulocitica frequentemente diminui¢ao
da eritropoiese.

2. Auséncia dos critérios da OMS para BCR-ABL1+ LMC, PV, TE, sindrome mielodisplasica
ou outras neoplasias mieléides.

3. Presenca das mutagdes JAK2, CALR ou MPL ou auséncia destas mutacgodes, presencga de
outro marcador clonal ou auséncia de fibrose reativa.

CRITERIOS MENORES

Presenga de pelo menos um dos seguintes critérios, confirmados em duas determinacdes
consecutivas:

a. Anemia nao atribuida a uma condi¢cdo de comorbidade

b. Leucocitose = 11 X 10%/L

c. Esplenomegalia palpavel

d. LDH elevado (acima do valor de referéncia do laboratério)

Fonte: Arber et al., 2016.
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Para a MFP evidente os critérios diagndsticos requerem todos os trés

maiores critérios e pelo menos um critério menor, conforme Tabela 4:

Tabela 4: Critérios da OMS 2016 para MFP:

CRITERIOS MAIORES

1. Proliferagdo e atipia megacariocitica, acompanhada por fibrose reticulinica e/ou fibrose
colagénica graus 2 ou 3.

2. Auséncia dos critérios da OMS para BCR-ABL1+ LMC, PV, TE, sindrome mielodisplasica
ou outras neoplasias mieléides.

3. Presenca das mutacdes JAK2, CALR ou MPL ou auséncia destas mutacgdes, presenga de
outro marcador clonal ou auséncia de fibrose reativa.

CRITERIOS MENORES

Presenga de pelo menos um dos seguintes critérios, confirmados em duas determinacdes
consecutivas:

Anemia nao atribuida a uma condicdo de comorbidade

Leucocitose = 11 X 10°/L

Esplenomegalia palpavel

LDH elevado (acima do valor de referéncia do laboratério)

Leucoeritroblastos

®ooow

Fonte: Arber et al., 2016.

O tratamento inicial de pacientes com MFP é amplamente ditado pelo risco
de progressao da doenga e sobrevida global, calculada por escores progndsticos
como o DIPSS (Dynamic International Prognostic Scoring System) e as
informagdes sobre mutagcdes genéticas oferecem dados de progndstico
independente do DIPSS (Tefferi, 2016).

As consequéncias e complicagbes meédicas associadas a MFP
frequentemente resultam na morte prematura por infeccdo, eventos trombo-
hemorragicos, faléncia cardiaca ou pulmonar e transformagao leucémica (Mughal
et al., 2016).

2.7. Técnicas Moleculares de Detecgao das Mutagoées do Gene
JAK2
Atualmente, estdo descritas uma variedade de técnicas moleculares para a
deteccao destas mutagdes, em particular para a mutagcdo V617F. Estas técnicas
incluem sequenciamento direto, PCR (Polymerase Chain Reaction) alelo

especifico (AS-PCR) ou ARMS (Amplification Refractory Mutation System),
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métodos de pirosequenciamento, PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragments Length Polymorphism), dHPLC (denaturing High-
Performance Liquid Chromatography), PCR em tempo real (PCR-RT) e analise
da curva melting (HRM — High Resolution Melting). Cada uma destas técnicas
tem vantagens e limitagdes, distinguindo-se pela sua sensibilidade,
especificidade, rapidez e custo (Tabela 5) (Steensma, 2006; Qian et al., 2010;

Gong et al., 2013).

Tabela 5. Métodos de detecgao da mutagao JAKZ:

Método Sensibilidade (%) Vantagens Desvantagens

Sequenciamento 20 Deteccao simultanea de Baixa sensibilidade; técnica

Sanger outras mutagoes. demorada; ndo quantitativo.

PCR-RT 0.01-5 Alta sensibilidade; alto Detecta apenas mutagdes alvo.
rendimento; rapido Requer um ciclador em tempo

real

PCR (AS) 0.1-1 Alta sensibilidade; simples Detecta apenas mutagdes alvo;
de executar nao é quantitativo;

processamento pds-PCR ou é
necessario um ciclador

gPCR (AS, LNA) 0.1-0.01 Alta sensibilidade; Detecta apenas mutacdes alvo
quantitativo

dHPLC 1-2.5 Alto rendimento; rapido Requer manipulagdo pés-PCR;

tecnicamente desafiador.

HRM 5-10 Simples de executar; Sensibilidade moderada a baixa;
semiquatitativo; baixo pouca reprodutibilidade em
custo pequenas amostras.

Pirosequenciamento 5-10 Detecgéo simultédnea de Detecta apenas mutagbes alvo;
outras mutagdes; simples sensibilidade relativamente
de executar; quantitativo; baixa; requer equipamento
baixo custo préprio

RFLP 1-10 Sem equipamento especial;  Sensibilidade relativamente

baixo custo

baixa; requer manipulagdo pos-
PCR,; risco de falso-positivos e
falso-negativos; ndo
quantitativo; trabalho intensivo

AS (allele specific), alelo especifico; LNA (locked nucleic acid), acido nucléico bloqueado.
Fonte: Adaptado de (Huijsmans et al., 2011; Gong et al., 2013).

2.7.1. Sequenciamento direto

A maioria dos relatos originais de JAK2V617F estudou a prevaléncia da
mutacado por meio de sequenciamento direto do produto amplificado na reacao

em cadeia da polimerase (PCR) partindo de DNA gendmico (James et al., 2005;
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Jones et al., 2005; Levine et al., 2005) ou de cDNA gerado a partir de mRNA
(Kralovics et al., 2005; Zhao et al., 2005).

O sequenciamento é tradicionalmente considerado a técnica padrao-ouro
usada na detecgdo de alteragbes na sequéncia de DNA devido a observagao
direta da sequéncia em andlise (Qian et al., 2010). Este método € amplamente
utilizado para triagem, avaliagdo e confirmagao de todas as mutagdes conhecidas
e raras da JAK2, o que compensa a menor sensibilidade com um risco minimo ou
inexistente de falso-positivo em casos de baixos niveis de alelos JAK2 (Ma et al.,
2009)

Neste método, a reagcdo de extensado é realizada com um molde de DNA
amplificado utilizando uma mistura de dNTPs marcados com corante, e o produto
€ identificado por um detector de fluorescéncia padrao apds eletroforese em gel
capilar. Estudos tém demostrado que na maioria das mutagdes de ponto, o
sequenciamento automatizado ndo detectara a mutacdo a menos que existam,

pelo menos, 20% de células anormais (Smith et al., 1992; Baxter et al., 2005).

2.7.2. PCR em tempo real

Na biologia molecular, a PCR em tempo real € uma técnica laboratorial
baseada na amplificagdo em processos ciclicos de qualquer sequéncia de acido
nucleico presente a fim de gerar um grande numero de copias idénticas que

podem ser facilmente analisadas (Higuchi et al., 1993).

A PCR é realizada num molde de DNA duplo. Sdo necessarios dois
oligonucleotideos que flanqueiam a sequéncia de DNA a ser amplificada, dNTPs,
que s&o os quatro nucleotideos trifosfatos (A, T, C, G), uma enzima polimerase
termoestavel e um tampao com ions magnésio. A reacgao é realizada por ciclos de
temperatura no qual a temperatura alta é aplicada para desnaturar o DNA,
seguida da reducao da temperatura deixar os primers anelarem ao molde e
finalmente a temperatura € ajustada em torno de 72°C, o que €& 6timo para a

enzima polimerase realizar a extensao dos primers incorporando os dNTPs.
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Esse método pode ser ndo sé qualitativo, mas também quantitativo (QPCR)
com um mecanismo de deteccdo e quantificagdo através da emissdo de
fluorescéncia. Desta forma, a cada ciclo de amplificacdo sao gerados dados, os
quais podem ser analisados em tempo real, ao contrario da PCR convencional,
em que a analise é realizada somente ao final da reagao por eletroforese em gel.
A gPCR permite que os processos de amplificacdo, deteccado e quantificagado de
DNA sejam realizados em uma unica etapa, agilizando a obteng¢ao de resultados,
diminuindo o risco de contaminacdo da amostra e garantindo maior precisao
(Kubista et al., 2006).

2.7.3. PCR alelo especifico (AS-PCR)

Ha varios métodos que utilizam PCR alelo especifico (AS-PCR) em
plataformas qualitativas e quantitativas. Possui varias denominagdes, como por
exemplo: ARMS (Amplification Refractory Mutation System) baseada no sistema
de mutacao refratario a amplificagcdo e SSP-PCR (Sequence-Specific Primer —
PCR) baseada na utilizacao de iniciadores especificos para a sequencia do alelo

polimdrfico (Steensma, 2006).

O AS-PCR ¢é frequentemente usado na detecgdo de SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms), isto €, variagbes de um unico nucleotideo na
sequéncia de DNA. O principio desta técnica baseia-se na especificidade da
amplificagdo das sequéncias de DNA mutadas que é atingida com o0 uso de um
primer especifico para a mutagdo, na reagdo de PCR. A sequéncia do primer
especifico é intencionalmente construida com um erro de sequéncia (mismatch)
na extremidade 3’, diminuindo a eficiéncia do anelamento entre o primer e as

sequéncias sem o SNP, aumentando assim a especificidade da reagao.

E uma das técnicas tradicionalmente mais usadas na deteccdo da mutacéo
V617F. Foi inicialmente reportada por Baxter et al, em 2005, como uma técnica de
diagnéstico para a detecgdo da mutacédo V617F com uma sensibilidade de 3%
(Baxter et al., 2005). Sao testes rapidos e acessiveis a maior parte dos
laboratérios de diagndstico molecular. A maior limitacdo € a impossibilidade de

detecgdo de outras alteracdes do gene JAKZ (Steensma, 2006).
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2.7.4. gPCR acido nucleico bloqueado (LNA-qPCR)

Técnica de PCR quantitativa que utiliza um oligonucleotideo modificado
com acido nucleico bloqueado (LNA — Locked Nucleic Acid) permite, em
combinagdo com uma sonda de deteccgao especifica de mutagéo, detectar niveis
muito baixos de alelos JAK2V617F com uma especificidade de 100% no sangue

periférico e em amostras de MO (Sidon et al., 2006).

E um ensaio robusto, altamente especifico, facil de executar e adequado
para analise quantitativa com identificagéo rapida com um tempo menor que a AS-
PCR. O método otimizado, permite a quantificacdo da carga alélica (Denys et al.,
2010).

2.7.5. Pirosequenciamento

O pirosequenciamento € um método de genotipagem rapido que depende
da liberacdo de pirofosfato (PPi) sempre que um dNTP complementar correto &
incorporado sequencialmente a cadeia de DNA. O PPi serve como um substrato
para a subsequente reacdo de deteccdo. Na presenga de adenosina 5
fosfosulfato, a PPi é quantitativamente convertida em ATP pela ATP surfurilase. O
ATP conduz a luciferase, mediada pela conversao de luciferina em oxiluciferina,
gerando luz visivel que pode ser detectada por uma camera acoplada a um
dispositivo. Os dNTP n&o incorporados e o ATP em excesso sao degradados
continuamente por outra enzima, a apirase. A ATP sulfurilase, adenosina 5'
fosfosulfato, luciferase, luciferina e apirase sao todas partes da mistura de reagéo

de pirosequenciamento (Fakhrai-Rad et al., 2002; Steensma, 2006).

Possui a vantagem de apresentar dados sequenciais "em tempo real", sem
um procedimento adicional de analise pés-PCR, e também é semiquantitativo. A
ultima propriedade permite a estimativa da razdo alélica no quimerismo
hematopoiético (por exemplo, no contexto de pds-transplante de células tronco)
ou em amostras de clonalidade mista/tecido heterogéneo, o que € caracteristico
de NMPs. (Steensma, 2006)
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2.7.6. PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragments
Length Polymorphism)

A PCR do polimorfismo do comprimento do fragmento de restrigdo (RFLP)
€ um meétodo que se utiliza da atividade das enzimas de restricdo para digerir os
produtos amplificados em uma PCR. A mutacdo JAK2V617F abole um sitio de
clivagem reconhecido pela enzima BsaXl, derivada da estirpe Bacillus
stearothemophilus (Baxter et al., 2005). Embora ndo seja a situagao ideal, ja que
uma reagao de clivagem negativa pode corresponder a um falso positivo devido a
falha no processo de digestdo, a PCR-RFLP é um método simples, de baixo custo
e que pode ser usado para uma triagem inicial (Steensma, 2006; Huijsmans et al.,
2011). Os resultados alterados devem, no entanto, ser confirmados por outra
metodologia.

2.7.7. dHPLC (denaturing High-Performance Liquid Chromatography)

O dHPLC pode detectar a mutagdo gendmica do DNA adjacente a
JAK2V617F de forma confidvel e pode detectar mutagdes com uma
proporcionalidade <1 a 2% (Steensma, 2006). No entanto, o dHPLC ¢é
tecnicamente desafiador ou de trabalho intensivo ou ambos. Nao permite um alto
rendimento a um custo adequado para um laboratério clinico, requerem um
investimento inicial consideravel com equipamentos proprios e possui tecnologia
propria com kits disponiveis apenas para certas mutagcdes que ainda nao incluem
alelos JAK2 (Steensma, 2006; Fu et al., 2008; Kannim et al., 2009).

2.7.8. High Resolution Melting (HRM)

A HRM representa uma nova geragdo de técnicas de PCR, um método
simples que analisa a curva de fusédo ou dissociagédo de alta resolugéo. (Rapado
et al., 2009) Consiste em um PCR com a adicdo de um corante que emite
fluorescéncia ao se intercalar na dupla fita de DNA (fluoréforo). O equipamento de
PCR com leitura em tempo real executa a analise de HRM aumentando a
temperatura da reagédo gradativamente a fim de dissociar a dupla fita de DNA e

gerar uma curva de decaimento da fluorescéncia. A diminuigdo da fluorescéncia €
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captada pelo leitor do equipamento, gerando padrdes de curvas (curvas de

melting) de acordo com os diferentes gendtipos. (Wittwer et al., 2003)
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Figura 7. Esquema do marco teodrico. Fonte: adaptado pela autora (2016).
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4. JUSTIFICATIVA

A identificagdo de mutagdes nos genes envolvidos com a fisiopatologia das
neoplasias mieloproliferativas representa uma ferramenta eficiente e
potencialmente util para auxiliar o diagnostico e avaliagdo do progndéstico de cada
paciente. Tendo em vista a presenga da mutagao da JAK2V617F em grande parte
dos pacientes com policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofibrose
primaria, torna-se necessario a avaliagdo de um teste molecular sensivel,
especifico, pratico e rapido, para implementacdo na rotina de um hospital que
atende pacientes do Sistema Unico de Saude (SUS).

A identificacdo da mutacdo da JAK2 & um dos critérios diagnosticos das
neoplasias mieloproliferativas; contudo, as analises moleculares sdo muitas vezes
de dificil implantagdo devido a necessidade de estrutura fisica especializada,
conhecimento técnico avancado e de elevado custo. Como a presenca da
mutacao nao esta presente em 100% dos casos, um estudo sobre o impacto da
realizacao deste teste para o devido diagndstico estabelecido em um hospital
publico é de vital importdncia para o melhor atendimento aos pacientes e

equilibrio financeiro da instituicao.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Primario

Verificar o impacto da realizagcdo do teste molecular da mutagao
JAK2V617F segundo dos critérios estabelecidos pela OMS de 2016 no
diagnostico de NMPs em pacientes atendidos no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

5.2. Objetivos Secundarios

1 — Realizar a identificagdo da mutagcdo JAK2V617F em pacientes com
suspeita de NMPs em acompanhamento no Ambulatério de Hematologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo método molecular PCR alelo especifico;

2 — Comparar a classificagdo das neoplasias a partir dos critérios
diagnosticos das NMPs da OMS 2016 sem o teste para a JAK2V617F e com o
teste para a JAK2V617F;

3 — Correlacionar todos os casos positivos para a mutagcao JAK2V617F

com a presencga da doencga estabelecida para avaliar a especificidade do teste.
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Abstract

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are a group of disorders derived from a
clonal transformation of stem cell on which myeloid cell lineage is predominantly
expanded in the peripheral blood. Philadelphia-negative MPNs include
polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), and primary
myelofibrosis (PMF) which share many hematological, clinical, and evolutionary
characteristics. The JAK2 mutation (JAK2V617F) is present in about 95% of
patients with PV, between 50 to 70% with ET and 40 to 50% PMF. However, the
molecular diagnostic tests are often a challenge due to the high cost and the
availability of specialized equipment. Objective: To verify the impact of
molecular testing of the JAK2V617F mutation for the diagnosis of MPNs in
patients attended at Hospital de Clinics, Porto Alegre. Methods: A total of 97
patients were evaluated with suspected of MPNs. The peripheral blood samples
were analyzed for the JAK2V617F mutation by the molecular genetic allele-
specific PCR method and the results correlated with the clinical-laboratory data.
To establish the diagnosis, the 2016 World Health Organization (WHO) criteria
were used. Results: Of the 87 patients evaluated, 27.6% were diagnosed as PV,
39.1% as ET, 4.6% as PMF and 28.7% did not meet criteria for MPNs diagnosis.
Comparison of the use of the JAK2V617F test showed that only 41.7% of patients
with PV without the mutation test were diagnosed compared to 91.7% using this
test as one of the criteria for the final diagnosis (p = 0.004). In the ET and the
PMF, this criterion was not statistically significant. Conclusion: The molecular test

for the JAK2V617F mutation in our hospital had a significant impact in the
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diagnosis of patients with PV, showing to be an important tool for the final
diagnosis of this MPN.

Key words: myeloproliferative neoplasms, polycythemia vera, essential

thrombocythaemia, primary myelofibrosis, JAK2, JAK2V617F.

Introduction

The myeloproliferative neoplasms (MPNs) were introduced by William Dameshek
in 1951 (Dameshek, 1951) in which grouped hematologic diseases with similar
phenotypic characteristics, including polycythemia vera (PV), essential
thrombocythemia (ET), primary myelofibrosis (PMF), currently referred to as
“classic” Philadelphia (Ph)-negative MPNs (Tefferi, 2008; Vannucchi et al., 2009).
All three subtypes share many clinical, haematological and evolutionary features
such as hypercellularity of bone marrow (BM), propensity to thrombosis and
bleeding; in addition to being associated with a long-term risk of transformation to
acute myeloid leukaemia (Jaffe, 2001; Vardiman et al., 2002; Campbell e Green,
2006).

MPNs arise in the hematopoietic stem cell compartment as a result of the
acquisition somatic mutations (Tefferi e Pardanani, 2015). The most recurrent
abnormality in MPNs is the JAK2V617F point mutation in the Janus Kinase 2
(JAK2), a protein involved in cell signaling transduction pathways such as JAK-
STAT. The mutation occurs in all of the myeloid lineages at position 1849 in exon
14, substituting the amino acid valine for phenylalanine at position 617 of JAK2
(V617F). As a consequence, there is an increase in tyrosine kinase activity, even
in the absence of stimulatory signals culminating with a hyperproliferative
phenotype (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et
al., 2005). This aberrant activation of the JAK-STAT also mediates the activity of
inflammatory cytokines, whose levels are commonly increased in myelofibrosis
patients (Verstovsek et al., 2010; Tefferi et al., 2011).

The JAK2V617F mutation is present in approximately 95% of PV cases, 50 to 70%
of ET and 40 to 50% of PMF (Baxter et al., 2005; Levine et al., 2005; Vainchenker
et al., 2011). Further studies have identified other mutations involved in the
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molecular pathogenesis of these MPNs, such as MPL (Myeloproliferative leukemia
virus oncogene), JAK2 exon 12, calreticulina (CALR), CSF3R (Colony stimulating
factor 3 receptor), but less frequently (Skoda et al., 2015).

Due to the diagnostic importance of the JAK2V617F mutation, some protocols
were developed using the molecular approach (Gong et al., 2013). However,
performing these tests in the routine of public laboratories is a challenge because
of the high cost and the need for specific equipment. Therefore the objective of the
present study was to verify the impact of performing the molecular test of the
JAK2V617F mutation within the criteria established by 2016 WHO in the diagnosis
of MPNs in the patients attended at the Hospital of Clinics of Porto Alegre.

Materials and Methods
Samples

We analyzed peripheral blood samples from patients with a clinically
suspected diagnosis of classical MPNs attended at a public hospital in Porto
Alegre/RS between November 2014 and September 2016. A total of 87 patients
(median age: 57; 43% male) were distributed as one of the following: PV (41
cases), ET (42 cases), and PMF (4 cases) and their samples subjected to
molecular search of the JAK2V617F mutation by Allele-specific PCR (ipsogen®
JAK2 MutaSearch® Kit). The study was approved by the Research Ethics
Committee of the Clinics Hospital of Porto Alegre (number of project: 14-0503).

DNA Isolation and Quantification

Genomic DNA was isolated from 0.2 mL of fresh EDTA peripheral blood using the
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to
manufacturer's instructions and nucleic acid were quantified on the NanoDrop One
(Thermo Scientific). The amount of DNA was diluted to a concentration of 5ng/uL

and the reaction was optimized for 25 ng of genomic DNA.

Polymerase Chain Reaction (PCR) procedure

The ipsogen JAK2 MutaSearch kit (Qiagen, Hilden, Germany), detects JAK2 wild
type and V617F alleles in genomic DNA, was used according to the

manufacturer’'s protocol. Reactions were performed using the following PCR
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program: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, followed by 50 cycles of 95°C for 15s
and 63°C for 1min 30s. An Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Foster City, CA) was used. The Ct (Cycle Threshold) value for each sample
(controls, cutoff sample ‘cos’, and unknown samples) was calculated. For all
samples, the ACy value was ascertained by calculating the difference between the
Ct vr and Cr wr. The grey zone of the test has been defined as +/ — 7% of the
ACtcos. For each unknown sample and control the AACy value was calculated by
subtracting ACt sampLe from ACt cos. If the AACt value of the sample is below the
ACt value of the cutoff sample minus 7%, the sample was considered negative
and if the AACt value of the sample is above the ACy value of the cutoff sample

plus 7% the sample was considered positive.

Principle of the Procedure - Allele-Specific PCR

The JAK2 MutaSearch assay exploits the qPCR double-dye oligonucleotide
hydrolysis principle. During PCR, when the target of interest is present, the probe
specifically recovers between the forward and reverse primer sites. When the
probe is intact, the proximity of the reporter dye to the quencher dye results in the
suppression of the reporter fluorescence, however during the cleavage process,
release of the quencher dye occurs and the fluorescence signal emitted by the
reporter is detected. Thus, the increase in fluorescence is directly proportional to

the target amplification during PCR.

Blood count, Biochemestry data and Myelogram

Data from hemoglobin, hematocrit, WBC count, platelets count, serum
erythropoietin, LDH and the myelogram were accessed by electronic medical

records.

Statistical analysis

To evaluate the importance of using the JAK2 test in patients with MPNs, the
McNemar test was used. A p value <0.05 was considered statistically significant
difference. All statistical analyses were performed using SPSS software v.18.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
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Results

A total of 87 patients were evaluated, 24 (27.6%) were diagnosed as PV, 34
(39.1%) as ET, and 4 (4.6%) as PMF according to the 2016 WHO criteria and
laboratory characteristics of these patients summarized in Table 1. The remaining
25 patients (28.7%) did not meet 2016 WHO criteria for MPNs. The results
revealed the presence of the JAK2V617F mutation in 47 out of 62 patients with
MPNs (75.8%) and the incidences of mutation were 91.7% (22 patients) with PV,
64.7% (22 patients) with ET and 75.0% (3 patients) with PMF.

Table 1.
Laboratory characteristic of patients with MPNs confirmed according to the 2016 WHO
criteria.(Arber et al., 2016)

PV confirmed ET confirmed PMF confirmed
n=24 n=234 n=4
Age (years) — median (range) 62.5 (8 - 81) 61 (15— 82) 52 (41 -57)
Gender — male/female 11/13 12/22 3N
Hemoglobin (g/dL) — median (range) 17.7 (10.5-22.8) 13.4 (9.6 — 15.7) 11.6 (8.4 —17.6)

Platelet count (x10%/uL) — median (range) 353 (37 —1135) 679 (183 — 1689) 171 (52 — 391)

WBC count (x10%/uL) — median (range) 12.7 (5.6 — 38.1) 7.7 (3.7-16.6) 4.4 (3.2-20.1)
JAK2V617F positive 22 22 3

JAK2 WT * 2 12 1
Incidence of JAK2 mutation (%) 91.7 64.7 75.0

PV: polycythemia vera; ET: essential thrombocythemia; PMF: primary myelofibrosis
*wild-type; median (range): median (min — max)

When analyzed the impact of the outcome of the molecular test for JAK2V617F
mutation, it was evidenced that only 41.7% of the patients with PV would have
been diagnosed without the use of the result of the mutation, in comparison to
91.6% when this test as one of the diagnostic criteria in the established disease (p
= 0.004). Already in the ET and the PMF, this criterion was not statistically
significant (Table 2).
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Table 2.
Comparison of JAK2V617F molecular test use according to 2016 WHO criteria(Arber et al., 2016)
c Cases confirmed Cases confirmed
ases . .
Disorders Confirmed without with P value
(n) JAK2V617F assay JAK2V6617F assay
(casesl/total) (casesl/total)
PV 24 10/24 (41.7%) 22/24 (91.7%) 0.004
ET 34 22/34 (64.7%) 22/34 (64.7%) 1.000
PMF 4 2/4 (50.0%) 3/4 (75.0%) 1.000

PV: polycythemia vera; ET: essential thrombocythemia; PMF: primary myelofibrosis.

Discussion

In the present study, in patients who had 2016 WHO criteria for one of the MPNs,
the JAK2V617F mutation rate was 75.8% (47/63) including, 91.7% in PV, 64.7% in
ET and 75.0% in PMF, which was consistent with the scientific literature to PV and
ET (ranges: PV, ~95%; ET, 50-70%). However, the PMF rates were higher than
those in the scientific literature (range: 40-50%) (Baxter et al., 2005; Levine et al.,
2005; Vainchenker e Constantinescu, 2005) probably due to the small number of

cases our study that undermines an accurate analysis of the frequency.

Studies published (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et al., 2005;
Levine et al., 2005) confirmed that JAK2V617F was not detected in any patients
who have not confirmed PV according WHO criteria, giving this parameter a 100%
positive predictive value. This finding is the basis to look for the mutation in all
patients with erythrocytosis, thus affirming the diagnosis of myeloproliferative
disorder of PV type, if JAK2V617F is present. All positive cases for the
JAK2V617F mutation of our study, they had the remaining criteria for
establishment of the disease in PV, ET and PMF, demonstrating a positive

predictive value of 100% for every MPN Ph-negative.

Among the MPNSs, PV is the only disease that causes an increase in RBC mass
(Spivak e Silver, 2008), whereas ET and PMF do not display a unique clinical and
biological characteristics allowing their unequivocal identification when the

JAK2V617F mutation is present (Kiladjian, 2012) For example, splenomegaly a
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common finding in PMF, is also present in approximately 30% of ET patients
therefore the BM biopsy morphology can discriminate between these
diseases.(Barbui et al., 2011) Thrombocytosis, which is a key feature of ET, can
also be present in some PV or PMF patients (Vardiman et al., 2009) as it was also
identified in our study cases of PV with elevated platelets. Therefore the detection
of the JAK2V617F mutation seems to be important to provide clear evidence of
malignancy that incorporated in a series of clinical and biologic features, allows a
final diagnosis (Tefferi et al., 2007).

Although our results of the JAK2V617F mutation test were not statistically
significant for the diagnosis of ET and PMF, studies show that the presumption of
this mutation, in addition to the confirmation of clonality, may be a risk factor for
morbidity and survival in PMF (Barosi et al., 2007) and represents a strong

independent risk factor for thrombosis in ET (Carobbio et al., 2011).

In PV, virtually all patients carry hematopoietic cells affected by an activating
mutation in the JAK2 protein, JAK2V617F mutation (~ 95%) and mutation located
in exon 12 (2-5%).(Percy et al., 2007; Scott, 2011) Therefore, the diagnostic value
of detection of the JAK2 mutation in PV is pivotal and is a key feature in the 2016
WHO classification. In our study, were identified 2 patients (8.3%) with confirmed
PV in which the JAKV617F result was negative; these patients may be cases with
the presence of another mutation, or because they were below the detection limit
of 2% V617F allele of the JAK2 MutaSearch ® Kit.

The analysis of the use of the JAK2V617F test in the study by Roda et al (Roda et
al., 2014), demonstrated a reduction one type of medical error: the diagnosis of PV
in patients with secondary polycythemia showing that the results of JAK2V617F

frequently affect the diagnosis by hematologist/oncologist.

According to de study conducted in a Medical Centre of Pennsylvania (Roda and
Porat, 2011), only 51,3% (41/80) JAK2V617F positive patients met the criteria to
PV by having either a serum erythropoietin level near or below the lower limit of
normal, and/or a BM characteristic of PV, concluding that JAK2V617F testing has
made a major impact in facilitating the successful delineation of the cause of
polycythemia in patients evaluated in a large community.
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In addition to the genetic abnormalities in JAK2 have opened new avenues for
diagnosing and classifying patients with MPNs, the aberrant activation of the JAK-
STAT signaling pathway not only plays an important role in the pathogenesis of
these diseases, but also mediating the activity of inflammatory cytokines, whose
levels are commonly increased in patients with myelofibrosis resulting in studies

regarding target agents (Pardanani, 2008)

After the great discovery of the JAK2V617F mutation in 2005 defined JAK2 as
“‘druggable” target for Ph-negative MPNs (Anand et al., 2011) and many inhibitors
of JAK2 have been developed being, until now, only ruxolitinib approved by the
FDA (Food and Drug Administration) and the European Commission. (Quintas-
Cardama et al., 2010)

Due to the prevalence of JAK2V617F mutation to be different among MPNs Ph
negative, real use of this test as diagnostic criteria was debatable, especially in
relation to the cost-benefit ratio because it is a test of high cost. In this context, the
main finding of this study was the impact of molecular test of JAK2V617F mutation
with the 2016 WHO criteria in patients with PV in molecular testing which

increased 54.5% to diagnostic confirmation.

Conclusion

In conclusion, the analyses of molecular test of the JAK2V617F mutation in our
hospital as one of the criteria established by 2016 WHO had a positive impact
showing significant increase in the diagnosis of PV. These findings justify the use
of JAK2V617F test in the laboratorial routine as an important tool to help in the

correct diagnosis of this MPNs.

Due to the availability of several laboratory techniques for molecular analysis of
JAK2V617F and other mutations involved in NMPs, methods can be evaluated in
order to define the best technique for use in a laboratory routine. In addition,
similar studies are important to evaluation of the other mutations involved in
MPNs, such as the MPL and CALR mutations in order to increase the sensibility

and specificity for the diagnosis of MPNs and better patient care.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

A classificacdo da OMS define os trés tipos distintos de NMPs Ph’
negativas PV, TE e MFP, com base na conjungédo da morfologia da MO, gendtipo,
dados clinicos e fendtipo. O quadro clinico inicial e as manifestacbes sao
altamente variaveis, mostram semelhancas entre diferentes estados reacionais e
por este motivo, critérios diagnodsticos e exames sensiveis e especificos sao

desafios atuais na medicina laboratorial.

Recentemente os critérios diagndsticos para PV, TE e MFP foram
revisados, sendo que a presenga da mutagcao JAK2V617F se manteve como um
dos critérios maiores. Apesar de ser o principal marcador genético da patogénese
das NMPs Ph' negativas, essa mutacdo nao esta presente em todos os casos,
tornando a implantacao da realizacdo do teste molecular questionavel em termos

de custo-beneficio.

Com este trabalho foi possivel observar que 54,5% dos pacientes com PV
teriam o diagndstico prejudicado sem a realizagdo do teste para a mutagéo
JAK2V617F por n&do atender os critérios estabelecidos pela OMS 2016. Diante
disso, a implantagdo do teste molecular em um hospital publico pode gerar um
impacto positivo na assisténcia ao paciente.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos dados obtidos neste trabalho, foi verificada a importancia de
ser realizado o teste para mutacdo JAK2V617F na assisténcia aos pacientes com
PV. Devido a disponibilidade de diversas técnicas laboratoriais para analise
molecular, é necessario um estudo que avalie outros métodos a fim de definir a
melhor técnica para a implantacdo na rotina laboratorial, além da avaliagdo da
implantacédo das outras mutagdes envolvidas nas NMPs, como a mutagcdo da MPL
e da CALR.
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10. ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o Sr (Sra) a participar do estudo “AVALIACAO DE PADROES MOLECULARES E
IMUNOFENOTIPICO EM PACIENTES COM NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS: ESTUDO
TRANSVERSAL” que tem como objetivo a identificagdo das principais alteragdes cromossdmicas
e nas células envolvidas na mieloproliferagdo. A mieloproliferagcdo € uma doenga maligna com
origem nas células da medula 6ssea. A produgdo de glébulos brancos fica descontrolada e o
funcionamento da medula 6ssea saudavel torna-se cada vez mais dificil. Ocorre diminuicdo
progressiva da produgédo de células normais e o aparecimento de células alteradas e imaturas.
Existem muitos tipos de mieloprolifera¢des e alguns respondem bem a determinadas medicagdes,
mas outros n&o. Por isso, é importante determinar quais as altera¢des envolvidas na doenga.

Sua participagao no estudo é voluntaria, o que significa que vocé participara do estudo apenas se
quiser.

Serao realizados exames laboratoriais para avaliar as células envolvidas na doenga. Este estudo
permitira classificar os varios subtipos da doenga e, por conseguinte, planejar o tratamento
adequado para os pacientes.

Vocé nao tera beneficio direto; contudo, o melhor conhecimento da doencga, gerado a partir das
pesquisas, e a implantagao das novas técnicas propostas possibilitam uma possivel melhoria no
diagndstico e acompanhamento da doenga.

Informamos que os dados serdo obtidos através de consultas aos seus exames, e através da
analise laboratorial de amostras de sangue periférico ou medula dssea na nova técnica proposta
(teste molecular e citometria de fluxo). Nao sera necessaria nova coleta de sangue, pois sera
utilizado o material ja solicitado habitualmente para exames de rotina. Nao s&o conhecidos riscos
aos participantes, havendo, porém o desconforto da dor da picada da agulha e a possivel
formagao de uma mancha roxa no local, apés a coleta de sangue dos exames habituais da rotina.
N&o estéa previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo no estudo e o participante néo tera
nenhum custo com respeito a esta nova técnica que estamos pesquisando.

O material sera utilizado unica e exclusivamente para fins do estudo, sendo garantido o anonimato
dos individuos pesquisados e das informagdes obtidas. Ao paciente ou seu responsavel sera
garantido o acesso a estas informagdes e o direito de receber respostas ou esclarecimentos sobre
a pesquisa. A deciséo de nao participar ou de se retirar deste trabalho, a qualquer momento, néo
trard nenhum prejuizo ao seu atendimento nesta Instituicao.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que fui informado (a) de
forma clara e detalhado, sobre este estudo. O pesquisador responsavel pelo projeto é a
Farmacéutica Bioquimica Ana Paula Alegretti, pertencente a Unidade de Diagndstico
Personalizado do Servigo de Patologia Clinica do HCPA, cujos telefones para contato se houver
alguma duvida, é: (51) 3359-7647 e (51) 3359-7779 no caso de duvidas éticas vocé podera
contatar o Comité de Etica e Pesquisa, Fone: (51) 3359-7640.

O participante recebera uma via do presente Termo de Consentimento



Data: [

Nome do paciente:
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Assinatura do paciente:

Nome do responsavel legal:

Assinatura do responsavel legal:

Nome do pesquisador:

Enderego do pesquisador:

Contato do Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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STROBE

Statement - checklist of items that should be included in reports of observational studies

Item
No Recommendation

Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the
title or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary
of what was done and what was found

Introduction

Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the
investigation being reported

Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the paper

Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including
periods of recruitment, exposure, follow-up, and data collection

Participants 6 (a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the sources and
methods of selection of participants. Describe methods of follow-
up
Case-control study—Give the eligibility criteria, and the sources
and methods of case ascertainment and control selection. Give
the rationale for the choice of cases and controls
Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the
sources and methods of selection of participants
(b) Cohort study—For matched studies, give matching criteria
and number of exposed and unexposed
Case-control study—For matched studies, give matching criteria
and the number of controls per case

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if
applicable

Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details of

measurement methods of assessment (measurement). Describe comparability
of assessment methods if there is more than one group

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias

Study size 10 Explain how the study size was arrived at

Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses.
If applicable, describe which groupings were chosen and why

Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to

control for confounding

(b) Describe any methods used to examine subgroups and
interactions

(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to follow-up was
addressed

Case-control study—If applicable, explain how matching of cases
and controls was addressed

Cross-sectional study—If applicable, describe analytical methods
taking account of sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses



