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RESUMO

Introducdo: As neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo sdo doencas
clonais causadas pela proliferacdo aberrante de células hematopoiéticas na medula dssea e
acumulacdo excessiva de elementos sanguineos maduros no sangue periférico. Policitemia
vera, trombocitemia essencial e mielofibrose priméaria constituem as entidades mais classicas
dentro desta classificagdo de doengas hematoldgicas, as quais tém em comum rearranjos
genéticos em uma das principais vias de sinalizacdo intracelular: a via JAK2/STAT5. O gene
JAK2 codifica a proteina Janus quinase 2 (JAK2), envolvida em processos de proliferacdo e
diferenciacédo celular. JAK2V617F é a variante mais frequente e de maior estudo neste grupo
de doencas pela habilidade de gerar diversos fenotipos clinicos. Variantes no éxon 12 do gene
JAK2 pesquisam-se em individuos JAK2V617F negativos, compreendendo aproximadamente
3% dos casos. Embora JAK2V617F e variantes no exon 12 de JAK2 constituam os principais
alvos de pesquisa nas Neoplasias Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo, novas
variantes em toda a extensdo do gene tém sido identificadas. Objetivo: O estudo visou
caracterizar molecularmente variantes no gene JAK2 em pacientes com Neoplasias
Mieloproliferativas Cronicas BCR/ABL1 negativo: Policitemia vera, Trombocitemia Essencial
e Mielofibrose. Metodologia: Foram avaliados 75 pacientes com diagnostico de neoplasias
mieloproliferativas BCR/ABL1 negativo: Policitemia vera, Trombocitemia essencial e
Mielofibrose. Dados clinicos obtiveram-se de prontudrios médicos. Dados laboratoriais
obtiveram-se de coletas de amostras durante o seguimento dos individuos. Realizou-se
avaliacdo molecular mediante Reacdo em cadeia de Polimerase convencional e
Sequenciamento de Sanger para detecgdo de variantes na regido codificante do gene JAK2.
Anélise estatistica de varidveis categdricas foi realizada pelo teste Qui-Quadrado. Os testes
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para analise de varidveis numericas, quando
for conveniente. Valores de p < 0.05 consideraram-se estatisticamente significativos
Resultados: Sequenciamento de Sanger demonstrou a presenca de rs907414891, rs2230722,
rs2230723, rs10119726, rs576746768, rs77375493 (JAK2V617F), rs2230728, rs2230724,
rs41316003 e rs55930140 na regido codificante do gene JAK2, considerando rs77375493 a
variante mais frequente em individuos com Policitemia vera. Coexisténcia de variantes
detectou-se na policitemia vera e na trombocitemia, sendo a combinacdo de variantes
rs2230722/ rs77375493 /rs2230724 a mais predominante em ambas doencas hematoldgicas
com evidéncia de alteracbes em parametros hematologicos. Conclusdes: individuos com
Neoplasias Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo com as variantes rs2230724,
rs2230722 e rs77375493 tanto separada como conjuntamente evidenciam alteragdes discretas
no perfil clinico-laboratorial, especialmente em concomitancia com a variante rs77375493,
demonstrando envolvimento na instabilidade de mecanismos regulatérios em nivel proteico e
possivelmente no fendtipo mieloproliferativo.

Palavras chaves: Janus quinase 2, Neoplasias Mieloproliferativas cronicas, Sinalizagdo
intracelular, Regido codificante, Sequenciamento de Sanger.



ABSTRACT

Introduction: BCR/ABLL1 negative chronic myeloproliferative neoplasms are clonal diseases
caused by aberrant proliferation of hematopoietic cells in the bone marrow and excessive
accumulation of mature blood elements in peripheral blood. Polycythemia vera, essential
thrombocythemia and primary myelofibrosis are the most classic entities within this
classification of hematological diseases, which have in common genetic rearrangements in one
of the main intracellular signaling pathways: the JAK2/STAT5 pathway. The JAK2 gene
encodes the Janus kinase 2 (JAK2) protein, involved in cell proliferation and differentiation
processes. JAK2V617F is the most frequent and most studied variant in this group of diseases
due to its ability to generate several clinical phenotypes. Variants on exon 12 of the JAK2 gene
are screened in JAK2V617F negative individuals, comprising approximately 3% of cases.
Although JAK2V617F and JAK2 exon 12 variants are the main research targets in BCR/ABL1
negative Chronic Myeloproliferative Neoplasms, new variants throughout the gene have been
identified. Objective: The study aimed to molecularly characterize variants in the JAK2 gene
in patients with BCR/ABL1 negative Chronic Myeloproliferative Neoplasms: Polycythemia
vera, Essential Thrombocythemia and Myelofibrosis. Methodology: We evaluated 75 patients
diagnosed with BCR/ABL1 negative myeloproliferative neoplasms: Polycythemia vera,
Essential Thrombocythemia and Myelofibrosis. Clinical data were obtained from medical
records. Laboratory data were obtained from sample collections during the follow-up of
subjects. Molecular evaluation was performed using conventional Polymerase Chain Reaction
and Sanger Sequencing to detect variants in the coding region of the JAK2 gene. Statistical
analysis of categorical variables was performed using the Chi-Square test. Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney tests were used to analyze numerical variables, when convenient. p <0.05 values
were considered statistically significant. Results: Sanger sequencing demonstrated the presence
of rs907414891, rs2230722, rs2230723, rs10119726, rs576746768, rs77375493
(JAK2V617F), rs2230728, rs2230724, rs41316003 and rs55930140 in the coding region of the
JAK2 gene, considering rs77375493 the most frequent variant in individuals with Polycythemia
vera. Coexistence of variants was detected in Polycythemia vera and Thrombocythemia, with
the combination of variants rs2230722/rs77375493/rs2230724 being the most predominant in
both hematological diseases with evidence of alterations in hematological parameters.
Conclusions: Individuals with BCR/ABL1 negative chronic myeloproliferative neoplasms with
the rs2230724, rs2230722 and rs77375493 variants both separately and together show slight
alterations in the clinical-laboratory profile, especially in concomitance with the rs77375493
variant, demonstrating involvement in the instability of regulatory mechanisms at the protein
level and possibly the myeloproliferative phenotype.

Keywords: Janus kinase 2, myeloproliferative chronic Neoplasms, Intracellular Signaling,
Coding region, Sanger Sequencing.
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INTRODUCAO

As Neoplasias Mieloproliferativas cronicas (NMP) representam um grupo heterogéneo
de doencas clonais da célula progenitora hematopoiética, caracterizadas atualmente por
incrementada proliferagédo celular, desenvolvimento de inflamag&o cronica e associacdo com
Hematopoiese clonal*?®. Rearranjos genéticos em vias de sinalizagdo intracelular sdo as
principais causas de desenvolvimento de Neoplasias Mieloproliferativas crénicas, destacando-
se a via JAK/STAT como a via de sinalizacdo de maior repercussao intracelular nestas
doencas®.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS, 2016), as Neoplasias
Mieloproliferativas cronicas subdividem-se em BCR/ABL1 positivo (leucemia mieldide
crénica) e BCR/ABL1 negativo, sendo as mais classicas dentro deste Gltimo grupo policitemia
vera, trombocitemia essencial e mielofrobrose!®. Apesar de que a classificacio de neoplasias
mieloproliferativas crénicas ser baseada na presenca ou auséncia do gene de fusdo BCR/ABL1;
individuos com diagnostico de policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofrobrose
podem apresentar 0 gene de fusdo BCR/ABL1 p210 em coexisténcia com a variante
JAK2V617F®7; evento molecularmente raro, mas que destaca a importancia da pesquisa de
ambas alteracBes genéticas de forma simultanea em individuos com NMP, como uma acéo
indispensavel.

Variantes nos genes JAK2, CALR e MPL sdo as mais descritas nas neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo®. Policitemia vera é a neoplasia
mieloproliferativa cronica BCR/ABL1 negativo que apresenta mais variantes no gene Janus
Quinase 2 (JAK2)*1. O gene JAK2 codifica uma proteina denominada pelo mesmo nome, que
participa em uma das principais vias de sinalizagdo intracelular: via JAK/STAT!L. A maioria
de variantes identificadas no JAK2 resultam em ganho de funcdo, caracterizadas como
somaticas de tipo missense que conduzem a producdo desregulada de células hematopoiéticas
na medula 6ssea e acumulagdo de células maduras no sangue periférico'?. A variante mais
descrita no gene é a JAK2V617F, localizada no éxon 14 e caracterizada como uma substituicdo
de uma guanina por uma timina na posicao 1849, resultando na mudanga do aminoéacido Valina
por uma Fenilalanina na posi¢do 617, no dominio Pseudoquinase da estrutura proteica®>'4;
regido de principal regulacdo positiva e negativa da proteinal°.

A variante JAK2V617F é encontrada na Policitemia vera em até 95% e na
trombocitemia essencial e na mielofibrose em torno de 50-60%¢, considerando-se um critério

diagndstico maior nas neoplasias mieloproliferativas crénicas BCR/ABL1 negativo. Segundo



estudos de cultura celular, células JAK2V617F positivas manifestam vantagem clonal em
comparagdo com células selvagens, fato que confere intervencéo indireta em varios processos
de sinalizacdo celular; potencializando interconexes com outras vias de sinalizacdo (via
PI3K/AKT1 e MAPK) que podem permitir a expressado de citocinas pro-inflamatdrias, inclusive
a nivel do estroma medular’18,

Por outro lado, variantes no éxon 12 do gene JAK2 sdo identificadas em
aproximadamente 3% dos pacientes negativos para JAK2V617F°. AlteragBes genéticas neste
éxon incluem variagdes de tipo missense e indels?, as quais conferem um quadro de eritrocitose
marcada em individuos com policitemia vera, apresentando-se em individuos mais jovens
comparados a variante JAK2V617F2L,

Apesar de que JAK2V617F e variantes no éxon 12 sdo as mais identificadas e descritas
em individuos com neoplasias mieloproliferativas crénicas BCR/ABL1 negativo, outras
variantes tem sido identificadas em outros éxons de JAK2222% especialmente na extensdo da
regido codificante de JAK2, afetando outros dominios proteicos de JAK2%242° Mediante
aplicacdo de sequenciamento de Sanger e Sequenciamento de nova Geracdo (Next Generation
Sequencing), a maioria das variantes detectadas localizam-se nos éxons 625, 9-10%" 11-15%, e
19% que, segundo estudos, podem encontrar-se em coexisténcia e associar-se inclusive a
transformag&o leucémica e desenvolvimento de tumores sélidos ndo hematoldgicos?”282°. De
igual forma, sequenciamento de Sanger e Sequenciamento de nova Geragdo constituem
atualmente ferramentas fundamentais na investigacao de variantes genéticas em individuos com
neoplasias mieloproliferativas cronicas, especialmente em individuos triplo negativos®.

Embora grande nimero de pesquisas acerca de variantes genéticas associadas ao
desenvolvimento de neoplasias mieloproliferativas crénicas sejam publicadas nos Gltimos anos,
na regido Amazonica este topico ndo € altamente abordado nos setores de pesquisa cientifica,
mencionando que até a data atual ndo existem publicacdes sobre este assunto. Assim, revela-se
a necessidade de realizar investigacGes que visem caracterizar molecularmente variantes na
regido codificante do gene JAK2, para que sirva de informacao relevante para discriminar com
maior precisao os diferentes subtipos de neoplasias mieloproliferativas, e inclusive estabelecer

prognosticos que direcionem as estratégias terapéuticas.



1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas

Atualmente as neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP) séo caracterizadas por
incrementada proliferagéo celular, desenvolvimento de inflamag&o cronica e associacdo com
Hematopoise clonal®3!, S3o doencas clonais causadas por rearranjos genéticos em vias de
sinalizacdo intracelular que conduzem a superproducdo simples ou multilinear dos elementos
eritréides, miel6ides ou megacariociticos que, clinicamente predispdem a quadros de trombose,
sangramento e transformacdo leucémica®>. Estas doencas hematoldgicas ocorrem
principalmente em adultos, entre a quinta e sétima década da vida®. N&o obstante, alguns
subtipos sdo descritos em criancas; com incidéncia anual de todos os subtipos de 6 casos por
cada 100 000 habitantes®. Estudos feitos sobre NMP expressam maior frequéncia em pessoas

de raca branca com predominio no sexo masculino®32,

De acordo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) na ultima edicdo publicada no ano
2016, as Neoplasias Mieloproliferativas cronicas dividem-se em Neoplasias Mieloproliferativas
Cronicas BCR/ABL1 positivo (Leucemia Mieldide Cronica -LMC-) e Neoplasias
Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo® - Policitemia Vera (PV), Trombocitemia
Essencial (TE), Mielofibrose (MF), Leucemia Neutrofilica cronica, Leucemia Eosinofilica
cronica e neoplasias mieloproliferativas ndo classificaveis - 1°3*. Porém Policitemia vera,
Trombocitemia essencial e Mielofibrose constituem as doencas classicas e mais frequentes

deste grupo®?2°, sendo a MF a de pior progndstico das trés doencas mieloproliferativas®.

Apesar de que a classificacdo de neoplasias mieloproliferativas cronicas baseia-se na
presenca ou auséncia do gene de fusdo BCR/ABL1, publicacGes atuais demonstram coexisténcia
da variante JAK2V617F e transcritos de BCR/ABLL, especialmente em individuos com
Leucemia Mieldide atipica (aqueles com resisténcia ao Imatinibe) e em individuos com
Neoplasias Mieloproliferativas cronicas®®®’, o que poderia ter repercussdo nas opcdes

terapéuticas destes individuos.

1.1.1. Policitemia Vera

E considerada a neoplasia mieloproliferativa crénica BCR/ABL1 negativo mais
frequente, caracterizada pelo aumento significativo da massa eritrocitaria, independente de
mecanismos que normalmente regulam o processo de eritropoiese; assim a eritrocitose marcada

constitui 0 achado mais importante nesta doenca®*. O aumento da massa eritrocitaria também



acompanha-se de aumento de hemoglobina, hematdcrito, nimero de granuldcitos e plaquetas®®,
fato que determina a fase policitémica®. Quando o estagio de panmielose transforma-se em
citopenias associadas a hematopoiese ineficaz, fibrose medular e presenca de hiperesplenismo;
reconhece-se o estado de Mielofibrose pds-Policitemia vera (MF-pos-PV)%, que tem pior

prognostico de vida®3334,

Segunda estatistica mundial, a PV apresenta uma incidéncia de aproximadamente
0,84/100 000, com razdo homem-mulher 2:1, demonstrando uma média de idade de 60 anos®.
N&do obstante, pesquisas feitas revelam idades entre 40 e 50 anos®**3%4%. No Brasil, a
epidemiologia de NMP néo tem sido altamente estudada, ressaltando-se que a prevaléncia de
PV nédo é um dado exatamente conhecido. No Estado de Santa Catarina e Recife os estudos do
perfil gendémico e clinico-laboratorial de neoplasias mieloproferativas revelam uma incidéncia

anual de 0,35/100 000 individuos com uma prevaléncia de 27% para PV4142,

Estudos brasileiros referem uma maior proporcao de individuos com PV em comparacéao
as outras Neoplasias Mieloproliferativas cronicas e prevaléncia oscilante entre 65-66,6 % nas
mulheres*4445_ A respeito da idade, a faixa etaria da PV no Brasil corresponde entre a quinta e

sétima década de vida*! #2444,

A patogenia da PV tem sido esclarecida como o descobrimento de defeitos na célula
pluripotente e alteracdes moleculares em JAK2%, As principais alterages do gene JAK2 na PV
localizam-se no éxon 14 - variante JAK2V617F que constitui > 95% dos casos e associa-se a
alto risco de transformagcéo fibrotica e leucémica® - e indels no éxon 12>1%2!, Estas alteracoes
no gene JAK2 contribuem na patogenia da PV, ao conferir sinalizacdo constitutiva e ativacao
permanente de moléculas transdutoras de sinais e ativadoras da transcrigdo (STAT), assim
como sinalizacéo celular de outras vias como da Proteina Quinase Mitdgeno Ativado (MAPK)
e Fosfatidil-Inositol Quinase 3/Serina-Treonina quinase 1 (PI3K/AKT1), desregulando o

processo de diferenciacio e maduracio celular?®.

1.1.1.1.Critérios diagnosticos e Manifestagdes clinicas de PV

Para o diagnostico da PV definem-se critérios maiores e menores, estabelecendo que
para o diagnostico desta doenca precisa-se da existéncia de 3 critérios maiores ou 2 critérios

maiores e um critério menor (Quadro 1).



Quadro 1. Critérios diagnosticos da Policitemia vera; OMS, 2016°.

Critérios maiores

1- Hemoglobina > 16.5 g/dL em homens; > 16.0 g/dL em mulheres. Hematdcrito >
49% em homens e > 48% em mulheres.

2- Biopsia medular hipercelular com presenca das trés linhagens (panmielose)

3- Presenca da variante JAK2V617F ou outra variante no éxon 12 do gene JAK2

Critério Menor
1- Baixo nivel sérico de Eritropoietina (EPO)

A medula 6ssea de individuos com PV demonstra hipercelularidade com hiperplasia
eritrdide, megacariocitica e granulocitica®’. No entanto, aproximadamente 80% de adultos com
PV sdo assintomaticos*’, geralmente diagnosticados pela deteccdo incidental de valores
aumentados de hemoglobina ou hematdcrito no hemograma. Além do aumento da hemoglobina
e hematocrito, aumento da massa eritrocitaria e plaquetose sdo identificados no esfregaco
sanguineo. Proliferacdo e renovacdo celular exacerbada pode causar hiperuricemia e gota3*3®
confirmados por altos niveis de DHL (Lactato Desidrogenase) e Acido Urico*’. Igualmente, os
achados sanguineos sdo concordantes com quadros de dispneia, cansaco, sudorese, perda de
peso, pletora, hepatomegalia e esplenomegalia palpavel®, e até picos hipertensivos, produto da
hiperviscosidade sanguinea®’ que agudiza quadros de cefaleias, vertigem, alterages visuais,

eritromelalgia e prurido®* 38 e indiretamente produz anormalidades cardiovasculares®.

Eventos tromboticos em vasos sanguineos pequenos leva a dilatacdo dolorosa ou
ulceracdo dos vasos nas extremidades, enquanto gue nos vasos sanguineos maiores podem
provocar infarto do miocéardio, acidente cérebro vascular, trombose venosa profunda e trombose
de veia esplénica®3*38, Esse Gltimo quadro é mais frequente em individuos com MF-p6s-PV*8,
Eventos tromboembdlicos sdo mais documentados no tempo do diagnostico, geralmente nos
dois primeiros anos do seguimento do diagndstico®, enquanto que 1/3 de pacientes relata
ocorréncia destes apds diagnéstico. Eventos hemorragicos sdo reportados em menor
frequéncia“®, associados a anormalidade plaquetaria e consequente manifestacio de epistaxes,
hematomas e doenca de von Willebrand adquirida®®, relacionado eventualmente com alteracio

de testes da hemostasia como Tempo de Protrombina®®s?.

Por outro lado, avaliacdo do Tempo de Protrombina-INR, Tempo de Tromboplastina
Parcial ativada, Fibrinogénio, Dimero-D, Tempo de Trombina e Produtos de degradacéo de
fribrina  permitem avaliar incrementada ativacdo da hemostasia e indiretamente o

desenvolvimento de trombose ou hemorragias nos individuos com NMP5L,



1.1.2. Trombocitemia Essencial

A Trombocitemia Essencial (TE) € a neoplasia mieloproliferativa crénica caracterizada
pela proliferagdo clonal de megacariocitos na medula 6ssea>2® e manifestada por trombocitose
no sangue periférico (> 450 x 103/mmq)°. Atualmente ndo existem marcadores genéticos ou
bioldgicos especificos para TE, portanto a presenca isolada de trombocitose ndo constitui um
marcador especifico para TE e deve ser excluida de quadros de trombocitose reativos assim
como de outras NMP como PV, MF e LMC®>343,

De acordo a Organizacdo Mundial da Salde, a incidéncia estimada para TE oscila de

0.2-2.3/100 000 habitantes, com predominio do sexo feminino em idades oscilantes entre 50 a

60 anos®2. Porém, existem estudos em pacientes com TE que revelam idades de 30 anos®.

No Brasil, a prevaléncia de TE ainda ndo é um dado esclarecido; no entanto pesquisas
realizadas em Recife e Santa Catarina entre os anos 2016 e 2018, respectivamente, sobre
caracterizacdo molecular de neoplasias Mieloproliferativas crénicas BCR/ABL1 negativo
revelam uma incidéncia de 0,7/100 000 individuos com TE e uma prevaléncia oscilante entre
54,5% a 57%*42. Além disso, a Universidade Estadual de Maringa realizou um estudo que
recrutou individuos com NMP, identificando que de 73 individuos 28,7% apresentou
diagndstico de TE, seguido de PV com 26,8%°® . Estado de Pernambuco, também apresenta

alta frequéncia diagndstica de TE seguido de PV>4,

Estes estudos apontam que o género mais afetado pela doenca é a populacdo feminina,
dado relacionado com as estatisticas a nivel mundial. Por sua vez, a varidvel idade também
mantém correspondéncia com os dados apresentados pela OMS, ressaltando-se que a idade

média nos pacientes com TE no Brasil encontra-se na quinta década de vida**2,

As causas da TE sdo ainda desconhecidas®®, no entanto a variante JAK2V617F pode
ser encontrada em alguns individuos até 50% de frequéncia; nomeando que recentemente esta
variante foi encontrada em casos de TE hereditaria®3*. Contudo, variantes nos genes MPL e
TPO s&o mais associadas a TE de heranca familiar®>>. Alta Frequéncia de variante alélica de
JAK2V617F em TE vincula-se com alto risco de trombose e quadros hemorragicos por aumento
e disfuncionalidade plaquetaria®. Em individuos com TE JAK2V617F negativo, alteragdes no
gene do receptor de Trombopoietina (MPL) podem-se apresentar em baixa porcentagem,
aproximadamente de 1 a 5%?3% 5257%8 No entanto publicacBes cubanas e brasileiras apontam

porcentagens de mais de 10% de afetagio no gene MPL em individuos com TE3234,



O gene MPL é expresso nos progenitores hematopoiéticos e nas células da linhagem
megacariocitica, codificante do receptor da Trombopoietina (MPL). Em condi¢des normais, a
Trombopoietina (TPO) liga-se ao receptor de Trombopoietina (MLP) produzindo fosforilagdo
de MPL e seguida ativacdo de JAK2, o que inicia uma cascata de eventos de sinalizacdo que
regulam a replicagéo, diferenciacdo e supervivéncia celular®2. Quando existem variantes nos
genes MPL e JAK2 produzem-se alteracGes na sinalizacéo intracelular; que consequentemente
conduzem a proliferacio celular aberrante®2*+%°, Individuos com alteragdes no gene MPL tem
maior risco de complicac6es tromboticas pela alta contagem plaquetaria e niveis aumentados
da eritropoietina (EPO)*2.

Por outro lado, variantes no gene CALR sdo identificadas em individuos com TE,
demostrando uma frequéncia de até 50% em pacientes negativos para variantes nos genes JAK2
e MPL®’, razdo pela qual variantes no gene CALR sdo consideradas como o segundo marcador
genético mais prevalente nas Neoplasias Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL negativo
depois de JAK2V617F3>°8, Mutacdes tipo | e 11 do gene CALR sdo encontradas na TE. No
entanto as de tipo | apresentam maior frequéncia e associam-se a risco significativo de fendtipos
mielofibréticos; em contraste com as mutagfes tipo Il, que associam-se com baixo risco de

trombose e evolucio clinica indolente (apesar de altas contagens de plaquetas)i%,

1.1.2.1.Critérios diagnosticos e ManifestacGes clinicas de TE
Os critérios expostos pela OMS para diagndstico de TE definem critérios maiores e
menores, estabelecendo que para o diagnéstico desta doencga precisa-se da existéncia de 3

critérios maiores ou 2 critérios maiores e um critério menor (Quadro 2).

Quadro 2. Critérios diagndsticos da Trombocitemia Essencial; OMS, 2016°.

Critérios maiores

1- Contagem plaquetaria > 450 x 103 /mm?3

2- Medula dssea com proliferacdo da linhagem megacariocitica, com numero
aumentado de megacariocitos grandes e maduros

3- Sem critérios para PV, MF, LMC, sindromes mielodisplasicos e outras neoplasias
mieloides.

4- Presenca de variantes em JAK2, CALR ou MPL
Critério Menor

1- Demonstracdo de um marcador clonal ou auséncia de Trombocitose reativa.




A medula dssea de individuos com TE pode exibir padrdes normocelulares até
hipercelulares com presenca marcada de megacaridcitos, células que podem apresentar
anormalidades morfologicas como aumento citoplasmatico e hiper-lobulacdo nuclear
prominente*”!, Extensdes sanguineas de individuos com TE mostram anisocitose plaquetaria
determinada por macroplaquetas, trombocitose moderada ou grave com presenca de morfologia

leucocitaria e eritrocitaria normal®’.

A respeito da clinica, a TE apresenta um curso indolente, por descoberta incidental de
alta contagem plaquetaria no hemograma®. A esplenomegalia encontra-se em baixa
porcentagem (aproximadamente 5% dos casos), sugerindo que incremento no tamanho do bago
pode indicar evolucdo a MF, PV ou LMC®. A evolucio de TE ocorre em menos de 10% e

menos de 2%, para MF e PV respectivamente.

O risco trombdtico é alto em pacientes com TE JAK2 mutados, mencionando que a
maioria de pacientes apresenta quadros tromboticos venosos ou arteriais, sendo a trombose
arterial mais comum®* e a principal causa de mortalidade na TE®. O sistema microvascular
pode ser afetado por oclusdo, o que produz isquemia transitdria, convulsdes, eritromelalgia,

alteragOes auditivas e visuais transitorias, cefaleias recorrentes e parestesias, como na PV,

Sabe-se que quadros hemorragicos sdo menos frequentes na TE. Contudo, sangramentos
gastrointestinais assim como desenvolvimento de vérizes esofégicas e gastricas sdo descritas
nestes pacientes, devido a hipertenséo de via porta ou sindrome de von Willebrand adquirida
por excessiva trombocitose (contagem plaquetaria > 1000 plaquetas/mm?®)%85262 achado que
pode relacionar-se eventualmente com alteracdo de testes da hemostasia como Tempo de

Protrombina e Tempo de tromboplastina Parcial ativada®.

1.1.3. Mielofibrose

A Mielofibrose (MF) pode-se gerar por modificacbes de novo no processo da
hematopoise (Mielofibrose Primaria) ou por evolugdo de outras doencas como PV ou TE
(Mielofibrose secundaria); denominando-se como Mielofibrose pds-Policitemia Vera (MF-pds-
PV) ou Mielofibrose pds-Trombocitemia essencial (MF-p6s TE), respectivamente. Destaca-se,
que todas elas tém progresséo para transformacéo leucémica®33%3, Estima-se que a MF-p6s- PV

apresenta uma prevaléncia de 20% e a MF-p0os TE de 10%, e que a transformac&o ocorre até 15



anos apos diagndstico inicial, enquanto que a transformacéo a leucemia aguda ocorre em <10%

e <5% de PV e TE, respectivamente, 20 anos apds diagnostico inicial®.

A Mielofibrose (MF) é a neoplasia clonal de pior progndstico das NMP333%8
caracterizada pela proliferacdo anormal de megacariocitos e granulocitos na medula 6ssea,
associada a fibrose progressiva de reticulina ou colageno no estroma medular e hematopoiese
extramedular®. Apresenta-se em duas etapas de evolugo: fase pré-fibrotica, determinada por
hipercelularide na medula 6ssea com auséncia de fibrose reticular; e fase fibrotica marcada por
fibrose reticular na medula dssea e presenca de leucoeritroblastose no sangue periférico®®,
Portanto é a Unica NMP na qual a bidpsia da medula 6ssea é essencial para estabelecer o

diagndstico®.

A MF é o desordem mieloproliferativo menos comum do grupo das neoplasias
BCR/ABL1 negativo que apresenta uma incidéncia anual de 0.5-1.5/100 000 habitantes,
indicando que de 30 a 50% dos casos correspondem a fase Pre-fibrotica®. Afeta a individuos
com idade média de 60 anos, geralmente em sujeitos de ambos os sexo0s®>®’. No entanto

algumas pesquisas revelam discreto predominio em homens®,

Prevaléncia de MF no Brasil é de escasso conhecimento. InvestigacOes realizadas em
Recife e Santa Catarina, apontam que a prevaléncia de MF oscila entre 16 a 18,2%, com
incidéncia relativa de 0,23/100 000 individuos, geralmente com idade oscilante entre 57,3 a 59
anos**2. No Brasil observa-se que a distribuicio de MF entre os sexos € variavel, pois alguns

estudos revelam leve predominio em homens*>®°; e outros em mulheres*.

O desenvolvimento de MF geralmente envolve anormalidades nos genes JAK2, CARL
e MPL, que implicam a funcionalidade das proteinas codificadas por estes genes®3+5"0, JAK2
em condicdo selvagem interage com outras proteinas citoplasmaticas como Calreticulina
(CALR) e o receptor de Trombopoietina (MPL) para iniciar processos de sinalizacdo celular.
Assim, alteragdes JAKV617F, MPLW515L/K e no éxon 9 do gene CALR podem estar presentes
na MF, variantes que tanto exclusiva como conjuntamente conferem ativacdo constitutiva da
via JAK/STAT em auséncia de fatores de crescimento, e consequente transcricdo de genes
envolvidos na proliferacio celular e processos apoptoticos®®, fato que conduz a hiper-producéo

de células na medula 0ssea e conseguinte acumulagédo celular no sangue periférico.

Igualmente, variantes nos genes de regulacdo epigenética como ASXL1, EZH2, TET2,
DNMT3A e TP53 podem identificar-se na MF*’, porém variantes em ASXL1 tém sido altamente
descritas na MF®, associadas a fendtipo agressivo da doenca, inclusive pela aparicio de
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anormalidades cromossomicas como i(17q), inv(3), 12p—, +8, 7q—, 5q— e 20q— que atribuem

um progndstico desfavoravel e alto risco de transformagcéo leucémica32°23,

A variante JAK2V617F nas NMP e o risco de progressdo para MF estdo associados a
frequéncia de variante alélica da mutacdo®. Frequéncias alélicas de JAK2V617F superiores a
50% em PV e TE mostram risco significativo de eventos trombéticos e evolugdo a Mielofibrose
ou transformacao leucémica. Na MF, niveis inferiores de frequéncia alélica de JAK2V617F (1-

25%) s30 0s que apresentam pior prognostico®38,

1.1.3.1.Critérios diagnosticos e manifestagdes clinicas da MF

Os critérios diagnosticos estabelecidos para o diagnéstico de MF subdividem-se de
acordo a etapa da doenca: pré-fibrotica e Fibrotica. Para diagnéstico de MF fase pré-Fibrotica
precisa-se da existéncia de 3 critérios maiores e ao menos 1 critério menor, este Gltimo

confirmado em duas vezes consecutivas (Quadro 3).

Quadro 3. Critérios diagndsticos da Mielofibrose/fase pré-Fibrotica; OMS, 2016,

Critérios maiores

1- Medula d&ssea hipercelular, com proliferacdo atipica da linhagem
megacariocitica, sem fibrose reticular grau >1. Proliferacdo granulocitica e
diminuicao da eritropoiese.

2- Sem critérios para PV, TE, LMC, sindromes mielodisplasicos e outras
neoplasias mielodides.

3- Presenga de mutacdes nos genes JAK2, CALR, MPL ou outro marcador clonal
ou auséncia de Fibrose reticular secundaria.

Critérios Menores

1- Anemia

2- Leucocitose > 11 x 103/mm3

3- Esplenomegalia palpavel

4- Aumento da Lactato Desidrogenase (DHL)

Para diagnostico de MF fase Fibrotica precisa-se da existéncia de 3 critérios maiores e

ao menos 1 critério menor, este Ultimo confirmado duas vezes (Quadro 4).
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Quadro 4. Critérios diagnosticos da Mielofibrose/fase Fibrotica; OMS, 2016%°.

Critérios maiores
1- Medula dssea hipercelular com proliferacéo atipica da linhagem megacariocitica,
com fibrose de reticulina ou colageno grau 2 ou 3.
2- Sem critérios para PV, TE, LMC, sindromes mielodisplasicos e outras neoplasias
mieldides.
3- Presenca de mutagdes nos genes JAK2, CALR, MPL ou outro marcador clonal ou
auséncia de Fibrose reticular secundaria.
Critério Menor
1- Anemia
2- Leucocitose >11 x 10%/mm?
3- Esplenomegalia palpavel
4- Aumento da DHL
5- Leucoeritroblastose

A doenca em geral é detectada pela descoberta incidental de alteragGes no hemograma®’.
Além da fibrose reticulinica ou colagena, aspirados medulares de individuos com MF mostram
hipercelularidade com hiperplasia megacariocitica, proliferacdo granulocitica e diminuida
proporcdo de progenitores eritroides (achado diretamente relacionado com a anemia
apresentada nestes pacientes)*’. Anemia é confirmada na metade dos pacientes e tem etiologia
multifatorial®®, incluindo reducdo da eritropoiese medular, hematopoiese ineficaz e
hiperesplenismo; que induz sequestro esplénico, sangramentos, hemdlise auto-imune ou

secundaria ao processo inflamatdrio crénico®2.

Displasia megacariocitica também pode identificar-se mediante observacdo de
megacariocitos hipo-lobulados e micromegacariocitos*’. Achados no sangue periférico sdo
consistentes com aumento de progenitores hematopoiéticos granulociticos com expressdo de
CD344%5% ¢ presenca de anisocitose, dacriécitos, hipocromia eritrocitaria e plaquetas
gigantes®3. Igualmente, incrementada circulagdo de mondcitos na MF constitui um fator de
progndstico adverso nestes pacientes, pois contribuem na progressao de fibrose por liberacdo
de fator de crescimento transformante-f3 (TGF-) em resposta a moléculas de adesao ¢ produgao

de citocinas fibroticas®’.

A respeito das manifestaces clinicas, nenhum sintoma é especifico para MF®’. O bago
é o principal 6rgdo de hematopoiese extramedular na MF®2. Seu aumento pode levar a
hipertensdo portal, ascite e infarto esplénico acompanhado de febre e dor toracica. Também
pode apresentar-se obstrucdo intestinal, uretral ou pericardica®®2. Podem ser detectados

tumores hematopoiéticos por encapsulacdo de tecido conectivo em pleura, pele, pericardio,
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ovarios, rins e trato gastrointestinal®. Estado hiper-metabélico pode se manifestar com febre,
anorexia, perda de peso, quadro que relaciona-se com pior progndstico®2.

1.2.Vias de Sinalizacdo envolvidas nas Neoplasias Mieloproliferativas cronicas

O processo de sinalizagdo surge através da ligacao de citocinas a receptores especificos
expressados na superficie celular®®. Receptores de citocinas classe | ou homodiméricas
(interleucinas, EPO, hormdnios de crescimento, fatores estimulantes de colénias - G-CSF - e
Trombopoietina —TPO-) utilizam a sinalizacdo da proteina Janus quinase 2 (JAK2); enquanto
que receptores de citocinas classe Il ou heterodiméricas (moléculas geralmente associadas a
inflamac&o, como interferons e IL-10) utilizam JAK1, JAK3 ou Tirosina quinase 2 (TYK2)>70,
Os receptores de citocinas homodiméricas sdo proteinas transmembranas, dotadas de regifes
extracelulares de homologia de receptor de citocinas (CHR) que ligam a molécula a seu receptor
e ativam a sinalizagdo de proteinas intracelulares como JAKZ2; proteina de maior importancia
na interacéo entre receptores e citocinas hematopoiéticas®. A internalizagio da citocina, produz
uma ativacdo dos dominios intracelulares do receptor e do dominio N-terminal da proteina
JAK2; localizado em uma regido proximal ao receptor; conduzindo a fosforilacdo e
recrutamento de proteinas citoplasmaticas transdutoras de sinal e ativadoras de Transcricdo
(STAT), especialmente da classe STAT3 e STAT5'Y. Moléculas STAT's dimerizam-se e
transportam-se ao nucleo para iniciar a transcri¢do de genes envolvidos na regulacao do ciclo
celular (proliferacéo, diferenciacéo e apoptose)* L. Recentemente descobriu-se que JAK2 pode-
se transportar ao nicleo e fosforilar Histona 1 (H1) e ciclinas dependente de quinases’?, achado
que impacta diretamente a cromatina celular e que pode constituir futuramente um novo alvo

terapéutico.

A via JAK/STAT é a via com maior nimero de alteraces nas neoplasias
mieloproliferativas cronicas®®’?, possuindo conexdes com outras vias de sinalizagdo como
PI3K/AKT através de interacBes com as proteinas JAK1/JAK2 e STATS3, o que pode conduzir
ao desenvolvimento de mecanismos tumorigénicos e inflamatdrios* (Figura 1). Habbel e
colaboradores, realizaram um estudo no ano 2020 e observaram que quadros inflamatoérios
cronicos em pacientes com Leucemia Mieldide Aguda (LMA) estdo relacionados a ativagdo da
sinalizacdo JAK/STAT, detectando altas concentragdes de citocinas inflamatorias e altos niveis
de ativacdo de STAT5a e STAT3 em individuos com LMA comparado com individuos

saudaveis”. Por outro lado, proteinas de sinalizacdo Ras/Raf/MAPK (Proteina quinase
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Mitdgeno Ativado) sdo ativadas através da interacdo com STAT3 e a via PI3BK/AKT1, o que
favorece a atividade antiapoptética por ativacdo de moléculas como Bcl2, Ciclina D e BelxL™
e surgimento de carcinogénese*. Assim, a pesquisa de interconexdes em sinalizagOes

intracelulares ajudara na compreensdo de mecanismos de transducao de sinais intracelulares.

o |
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Figura 1. Vias de Sinalizacéo envolvidas nas Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas.
Fonte: G Torres D e colaboradores (2022)

1.3. Gene JAK2?
O gene JAK2 (ID NCBI: 3717) localiza-se no cromossomo 9, locus p24.1. O gene

completo esta constituido de 145,559 nucleotideos, distribuidos em 27 éxons. Segundo Centro
Nacional para a Informac&o Biotecnoldgica (NCBI), JAK2 pode apresentar splicing alternativo,

originando 9 tipos de transcritos, descritos no quadro 5.

Promotor Gene PN
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Quadro 5. Transcritos de JAK2, Segundo Centro Nacional para a Informacao Biotecnologica
(NCBI).

Transcrito Nomenclatura do Alteracédo funcional Tamanho do

transcrito transcrito (pb)
Transcrito 1, RNAm NM_004972.3 Codificante 5285
Transcrito 2, RNAmM NM_001322194.2 Codificante 7151
Transcrito 3, RNAm NM_001322195.2 Codificante 6669
Transcrito 4, RNAmM NM_001322196.2 Codificante 6940
Transcrito 5, RNAm NM_001322204.2 Codificante 6582
Transcrito 6, RNAmM NM_001322198.2 Codificante 6928
Transcrito 7, RNAmM NM_001322199.2 Codificante 6870
Trasncrito 8, RNAmM NR_169763.1 N&o Codificante 7040
Trasncrito 9, RNAmM NR_169764.1 Néo Codificante 6957

Do total de transcritos registrados, o transcrito 2: NM_001322194.2 (gerado por um
RNAmM de 7151 bp) é considerado o transcrito de referéncia, capaz de gerar uma proteina

funcional envolvida em processos de sinalizagéo intracelular: JAK2.

Segundo investigages atuais, a JAK2 ndo somente encontra-se desregulado em doencas
hematoldgicas, mas também se encontra desregulada em tumores s6lidos?®?°. O estudo de Liu
Qiang e colaboradores mostrou a desregulacdo da JAK2 em individuos com cancer de mama,
associado a prognostico favoravel ®. A sequéncia codificante (CDS) de JAK2 tem uma extens&o
de 3399 nucleotideos, distribuida em 23 éxons, do éxon 3 até o éxon 25, que codifica uma
proteina de 1132 a.aminoacidos, do tipo tirosina quinase nao receptora, denominada JAK2
(Figura 2). Dos éxons que pertencem a sequéncia codificante do JAK2, os éxons 3, 7, 11, 20,
22 e 25 sdo os de maior tamanho na sequéncia nucleotidica. Contudo, algumas variantes
adquiridas nestas sec¢des do gene sdo descritas como benignas ou de significado clinico incerto,
sendo os éxons 11-15 os que possuem maiores descrigdes de variantes com significado clinico

variado.
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Figura 2. Estrutura génica e proteica de JAK2.

Fonte: Proprio autor: Dania I. Gutiérrez Torres

1.4. Proteina JAK2

O gene JAK2 gera um RNAm de 7151 pb, que apos traducao origina um produto de
1132 a-aminoacidos, constituindo a proteina Janus quinase 2. E descrita como uma proteina
tirosina quinase nao receptora citoplasmatica associada a receptores de citocinas de classe | ou

homodiméricas, envolvida diretamente na ativacéo de sinais intracelulares®®,

A proteina JAK2 possui 4 dominios estruturais. A porcao N-terminal da proteina contém
os dominios FERM e SH2%. O dominio FERM (4.1/Ezrina/ Radixina/Moesina) localiza-se
entre os a-aminoacidos 35-380, constituido pelos dominios homdélogos JH5, JH6 e JH71>76. O
dominio SH2 (Src de Homologia 2) localiza-se entre os a-aminoacidos 401-482 e contém 0s
dominios homologos JH4 e JH3"176, constituindo o dominio de menor tamanho da proteina. Os
dominios FERM e SH2 formam uma unidade estrutural que adapta-se a regides citoplasmaticas
dos receptores de citocinas denominadas Box 1 e Box 2; areas responsaveis pela afinidade e
especificidade da ligagdo citocina-receptor’®>. O dominio FERM possui trés I6bulos
denominados F1, F2 e F3; dos quais F2 € quem apresenta maior ligacdo entre a membrana
proximal da regido Boxl com o receptor; fato atribuido a carga positiva de F2, o que
aparentemente confere alta interacdo com a membrana celular, enquanto que o dominio SH2

interage com Box 2, que ativa a cadeia de sinalizagio para o dominio quinase®. Contudo, os
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mecanismos de como ambos os dominios apresentam afinidade no receptor ainda permanecem

em estudo.

Além de conferir afinidade na ligacao citocina-receptor FERM também atua na ativacao
e na atividade inibitoria da JAK27%7, Assim, o0 estudo de Zhao e colaboradores demonstrou que
o dominio FERM apresenta efeitos opostos na atividade quinase de JAK2 selvagem e
JAK2V617F mediante interacdo com JH1. Na condicdo selvagem, FERM inibe atividade de
JAK2, mas em presenca de JAK2V617F, FERM é essencial para sua hiperativacdo’’. Assim,
destaca-se que a presenca de variantes neste dominio poderia resultar em uma incrementada
atividade basal de JAK2'’. Igualmente, é descrito que interacio entre FERM-SH2 facilita a
inibicdo de JH1 mediante JH27C.

Por outro lado, na porgdo C-terminal da proteina JAK2 reconhecem-se os dominios
Pseudoquinase e quinase, que inclui os dominios homologos JH2 e JH1 -JAK Homology 1 and
2- , respectivamente®. O dominio Pseudoquinase (JH2) abrange os a-aminoacidos 545-809, e
exerce um efeito regulatério positivo e negativo sobre o dominio quinase (JH1)*8, dominio
de principal atividade catalitica da proteina que compreende os a-aminoacidos 849-11247°,
Segundo estudos, a atividade catalitica encontra-se extremamente baixa no dominio JH2 em

auséncia de variantes, incapaz de levar a ativacéo independente®®.

A atividade proteica de JAK2 depende de mecanismos regulatérios de sinalizacdo
baseados em interacdes intramoleculares de fosforilagio em cis e trans ®°. O mecanismo em cis
ocorre ante auséncia de ligando, fato que impede ativacdo de Box 1 e Box 2 (regides intra-
citoplasmaticas dos receptores) e consequente sinalizacdo nos dominios da regido N-terminal
de JAK2. Esse mecanismo gera interacdo entre os dominios SH2-JH2, que conferem auto-
fosforilacdo de residuos S523 e Y570, localizados em JH2, e portanto inibicdo basal da
proteinal#?%"8, Enquanto que, 0 mecanismo em trans conduz a ativagdo da proteina mediante
reconhecimento de ligacéo citocina-receptor, conferindo ativacao e estabilizacdo de dimeros de
receptores intracitoplasmaticos?’; assim como cambio conformacional na estructura de JAK2
através de interagBes entre os dominios JH1-JH1", o que conduz a fosforilagio dos residuos
Tyrl007 e Tyrl008, conferindo estado ativo da proteina e recrutamento de moléculas
STAT s,

Alteracdes na proteina produzem desestabilizacdo na interacdo JH1-JH2 e portanto
alteracdo na funcdo dela, sendo uma das principais variantes implicadas na desregulacdo da

funcdo de JAK2 a variante JAK2V617F, encontrada com maior frequéncia nas Neoplasias
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Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo’?® (Figura 3). Apesar de que novas
alteracdes em JAK2 estdo emergindo; pesquisas demonstram o grande interesse no estudo de
JAK2V617F por suas implicagdes na Hematopoiese clonal, na desestabilizacdo imunolégica e

na progressio das NMp31:81.8283

Proteina inativa Proteina ativada JAK2 mutado

Mecanismo intramolecular in cis Mecanismo intramolecular in trans Mecanismo intramolecular in trans

Citocina
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Receptor Receptor

Box 1

Box 2
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k a citocinas
sTAT5(®) Ativacio de N stats(® sTars® A

STATS tivagcao
®STAT5 @STATS ®STAT5 constitutiva

* Variante de JAKZ2  ---- Regulagéo inibitéria do dominio FERM  —— Interagdo intramolecular

Figura 3. Interagdo intramolecular entre os dominios da proteina JAK2.
Fonte: Proprio autor: Dania |. Gutiérrez Torres.

1.5. Implicacéo clinica e molecular de variantes no gene JAK2

Com o0 avanco das técnicas diagndsticas moleculares, novas alteracdes no gene JAK2
estdo sendo identificadas com significado clinico benigno, patogénico e até de significado
incerto, sendo preciso a realizacdo de maiores estudos para compreensdo molecular e funcional
das mesmas. A variante JAK2V617F, localizada no éxon 14 tem sido altamente associada a
NMP e inclusive encontrada em coexisténcia com o gene de fusdo BCR/ABL1 em alguns casos
de LMC, especialmente em individuos masculinos com persisténcia de Trombocitose sem
resposta a terapia citoredutora®®®4; revelando uma faixa de incidéncia entre 0,20 a 2,55%°%8
Além do éxon 14, variantes nos exons 11, 12, 13 e 15 do gene JAK2 também vinculam-se a
doencas hematoldgicas®®. Contudo, novas variantes em outros éxons de JAK2 estdo-se
descrevendo, sendo necessario mais estudos para compreender o mecanismo molecular delas e

sua possivel ligacdo com quadros mieloproliferativos.
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1.5.1. Variante JAK2V617F

No ano 2005, varios grupos independentes identificaram a variante JAK2V617F (1D
dbSNP: rs77375493, disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs77375493, acesso em
08 de abril, 2022), localizada no éxon 14 do gene JAK287888% A variante foi descrita como uma
substituicdo de uma Guanina (G) por uma Timina (T) no nucleotideo 1849, localizado no
dominio proteico Pseudoquinase (JH2), resultando na substitui¢do de a.aminoacidos de valina
por fenilalanina na posi¢do 617 da cadeia polipeptidica do produto do gene e conduzindo a
ativaco constitutiva da proteina JAK27 [ID ClinVar: NM_004972.3(JAK2): ¢.1849G>T (p.
V617F). Pelo fato de constituir uma substitui¢do de bases, JAK2V617F gera uma consequéncia
funcional de tipo missense com apresentacdo de alelos T/A, mencionando que o alelo G é o

alelo ancestral.

Atualmente, JAK2V617F é considerada a alteracdo molecular mais frequente nas
Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas BCR/ABL1 negativo, detectando-se em > 95% de
pacientes com PV e de 50 a 60% em pacientes com TE e MF, respectivamente®#°8, Portanto,
a OMS contempla sua deteccdo como um critério diagnostico maior nas Neoplasias
Mieloproliferativas Cronicas BCR/ABL1 negativol®. Assim, a variante JAK2V617F apresenta
um padrdo autossémico dominante com penetrancia incompleta®, vinculada ao fenémeno de

dissomia uniparental®2,

A dissomia uniparental® favorece a perda de heterozigose no processo de recombinagéo
mitotica por delecdo de material cromossémico em um alelo (e consequente expressao
exclusiva do alelo restante) ou por duplicagéo da regido cromossémica materna ou paterna e
concorrente perda do outro alelo”. A penetrancia variavel de JAK2V617F na recombinacéo
mitdtica contribui a sua aparicdo em certos casos familiares de NMP°%%; fato pelo qual analise
de hematopoiese clonal em familias com individuos diagnosticados com NMP, permitiria
detectar individuos em fase precoce da doenca ou bem, identificar possiveis individuos
portadores silenciosos®. Contudo, algumas pesquisas apontam que JAK2V617F ndo constitui
uma variante de heranca congénita e priméria; e portanto, € desvinculada a heranca

familiar’:56:9,

! Dissomia Uniparental refere ao distdrbio genético no qual o individuo herda duas copias cromossémicas ou
partes cromossdmicas de um unico genitor. Nussbaum, R.; Mclnnes, R.; Willard, H. Thompson & Thompson
Genética Médica. Ed 8. 2018.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs77375493
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A Hematopoiese clonal é denominada como um processo natural que ndo so abrange o
tecido sanguineo e que refere o resultado de competicdo de clones na medula 6ssea, em um
tempo indeterminado®. O processo de expansio de clones neoplasicos é uma questdo nio t&o
bem esclarecida que, segundo pesquisas é atribuido a acumulacdo de outras variantes somaticas
como resultado de processos celulares intrinsecos modificados e exposicdo a agentes
mutagénicos externos®®%%:97 Além da acumulagdo de variantes genéticas, fatores naturais
como idade e 0 microambiente da medula 6ssea desempenham um papel crucial no risco de
desenvolvimento de NMP®7%%_Contudo, 10% de individuos maiores de 65 anos, inclusive da
populacdo saudavel, possuem mutagdes em genes somaticos sem manifestacdo de quadro
clinico e morfologico de NMP, fendmeno denominado Hematopoiese Clonal de Potencial
Indeterminado (HCPI) 819,

Castiglione e colaboradores, no ano 2019 realizaram ensaios de anéalise de células do
estroma e observaram que células JAK2V617F positivas transplantadas em um estroma com
células tipo selvagem tiveram menor replicacdo que aquelas transplantadas em um “nicho”
medular com células JAK2V617F positivas, as quais mostraram 2 vezes mais niveis de
replicacdo no microambiente®’. Igualmente, eles detectaram altas concentragdes de CXCL12
(Quimiciona de Ligando 12, importante no processo de restauracdo endotelial e presente na
maioria dos tecidos) nos nichos com células JAK2V617F positivas o que favorece a reposicao

do microambiente com células mutadas e permitindo a expanséo de clones malignos®’.

Em contrapartida, Challen e colaboradores em 2020 revelaram que JAK2V617F reduz
a capacidade de auto-renovacdo de células estaminas levando a expansdo de células
progenitoras mutadas, o que incrementa a acumulacdo de mutacdes e progressdo da doenga®.
Esses achados vinculam-se aos encontrados por Nienhold e colaboradores em 2020, que
encontraram alta frequéncia alélica da mutacdo JAK2V617F em células do sangue periférico,
especialmente em plaquetas e reticulocitos®, considerando que as plaquetas derivam dos
megacaridcitos e estes ultimos expressam CXCL4, (Quimiocina de Ligando 4, detectada nas

Neoplasias Mieloproliferativas cronicas e relacionada ao desenvolvimento de inflamag&o)'®.

A inflamacdo € uma das principais respostas nas malignidades hematoldgicas,
associadas a mielofibrose'®, observando-se que em individuos com NMP s3o detectadas altas
concentragdes de citocinas pro-inflamatdrias, as quais tem demonstrado expanséo preferencial
de clones JAK2V617F positivos™. Quadros inflamatdrios cronicos podem levar a hipoxia de
severidade variavel, danificando tecidos e incrementando a producéo de progenitores eritroides

e consequentemente, elevando a massa eritrocitaria para suprir a oxigenacao celular e tecidual.
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A hipdxia gerada leva a direta producdo de citocinas no sangue periférico, mediante ativacdo
das vias do fator nuclear kappa B (NF-kB), JAK1/STAT1/JAK2/STATS5 e PI3K/AKT1 que

estimulam ativagdo do Fator Induzivel de Hipdxia Classe 1 alfa (HIF-10. )

Por outro lado, conhece-se que a secrec¢do de interleucinas e moléculas inflamatdrias por
celulas JAK2V617F positivas contribui na interagdo intercelular, dano endotelial e
desenvolvimento de imunotrombose!®?1% termo atribuido & alteracdo da resposta imune e da
hemostasia. Interacdo plaquetas/neutréfilos/mondcitos JAK2V617F positivos constitui o
principal foco de producdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS) e consequente
imunotrombose!®1% achado que conduz a execucéo de pesquisas que avaliem o papel destas

células na evolucéo de estados inflamatdrios nas NMP (Figura 4).
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Figura 4. Desenvolvimento de imunotrombose nas Neoplasias Mieloproliferativas Crdnicas.
Fonte: G Torres D e colaboradores (2022)™

E bem documentado que aproximadamente 20 genes ligados a regulacio epigenética
(TET2, DNMT3A, ASXL1, EZH2, IDH1/2) e genes ligados a RNA-splicing (U2AF1, SF3B1,
SRSF2, ZRSR2)*1% estio implicados na hematopoise clonal®*1%, sendo que variantes em TET2
e DNMT3A podem conduzir a expressdao de clones portadores de outras variantes, como

JAK2V617F°, Variantes em TET2 observam-se em aproximadamente 22% dos casos de NMP,
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ressaltando que alteracdes neste gene marcam o impacto clinico em pacientes JAK2V617F
positivos, pois individuos com alteragdes em TET2 posteriores a JAK2V617F manifestam um
curso clinico mais severo do que aqueles com apresentacio inicial de mutagdes em TET2108:109,
Alteracbes genéticas em DNMT3A sdo encontradas em até 10% de pacientes com NMP,

atribuidas a estagios acelerados de NMP3108,

Além da pesquisa de variantes em genes envolvidos no processo de regulacao
epigenética e RNA-splicing, variantes em reguladores negativos da via JAK/STAT como
SOCS, CBL, SH2B3 devem ser investigadas, pois elas podem estar presentes em individuos

com neoplasias mieloproliferativas cronicas, especialmente em individuos triplo negativos3®:119,

1.5.2. Variantes no éxon 12 do gene JAK?2

As variantes genéticas do éxon 12 sdo classificadas em trés grupos: substituicbes de
Leucina por Lisina na posi¢do 539, delecbes de acido glutdmico na posi¢do 543 e duplicacdes
de aminoécidos envolvendo substituicdo de Fenilalanina na posicdo 5471112, Pela diversidade
de variantes neste éxon, técnicas de sequenciamento de genoma e exoma sao utilizadas, citando-
se atualmente mais de 37 variantes, entre as mais frequentes: N542- E543del (23%), E543-
D544del (11%), F537-K539delinsL e K539L (10%), e R541- E543delinsK (8%)2,

Aproximadamente 3% de individuos com PV JAK2V617F negativos possuem variantes
no éxon 12° descritas como um conjunto de variantes heterogéneas que incluem

insercBes/delecdes e em menor frequéncia duplicacdes™.

Chang-Hun Park e colaboradores, avaliaram por Sequenciamento de Sanger 42
individuos com diagndstico de PV, sendo as variantes K539L e N542_E543 as de maior
frequéncia e de forma interessante, detectadas em individuos mais jovens, com eritrocitose
predominante sem hiperplasia concorrente de megacaridcitos e granulécitos como visto em
individuos JAK2V617F positivos*!?,

Em contraste, Passamonti F e colaboradores, em seu estudo realizado no 2011,
encontraram que de 106 individuos com neoplasias mieloproliferativas crénicas, 17 individuos
apresentaram variantes no éxon 12, nomeando que 2/3 manifestaram eritrocitose isolada, alta
concentracdo de hemoglobina, alta contagem de eritrocitos e reticulocitos, baixa contagem
plaquetéaria e leucocitaria e nula diferenca significativa na idade e no sexo comparado com

aqueles que foram JAK2V617F positivos!4,
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A eritrocitose absoluta vista em ambas pesquisas, relaciona-se com o achado de Scott
L. e colaboradores no ano 2007, que mediante transfeccdo de células BaF3/EpoR com
diferentes variantes génicas em auséncia de eritropoietina, observaram incremento significativo
nos niveis de fosforilacdo de JAK2 e STAT5 e uma ativacédo constitutiva da via Ras/Erk/MAPK
provocando niveis de fosforilacdo de quinase regulada por sinais extracelulares 1 e 2 (Erkl e
2) muito mais elevados comparado com individuos JAK2V617F postivos?..

A eritrocitose pura nas neoplasias mielopriliferativas cronicas associa-se a desregulagéo
do metabolismo do ferro que envolve desregulacio da hepcidinal®®. A EPO estimula a sintese
do regulador eritroide em eritroblastos: Eritroferrona (ERFE), regulador da hepcidina. Assim,
Grisouard. J e colaboradores, no ano 2016, demonstraram mediante ensaios em murinos que
progenitores eritréides expressam alta concentracdo de ERFE e baixa hepcidina, o que induz
elevada Transferrina (TRF1) e resulta em um estado de reabsorcéo facilitado do ferro no
intestino e redistribuicdo do ferro em areas hematopoiéticas, favorecendo a eritropoiese

hiperativa encontrada em mutacdes no éxon 12 do gene JAK2!18,

Apesar de que esses quadros de eritrocitose sdo manifestados em individuos
JAK2V617F positivos ou com variantes no éxon 12, alguns pacientes podem manifestar ambas
variantes, coexistindo como 2 clones separados'!#. Estado de homozigosidade para variantes no
éxon 12 é menos frequente comparado com individuos JAK2V617F positivos, sugerindo que a

recombinagdo mitdtica é um evento mais caracteristico de PV JAK2V617F positivo!’118,

Igualmente, aberracdes no caridtipo destes individuos ndo tem sido descritas, mas a
presenca do haplotipo JAK2 GGCC ou 46/1 é vinculado como background genético para o
desenvolvimento de JAK2V617F e variantes no éxon 12114, O hapl6tipo JAK2 46/1 consiste na
troca de 2 Timinas e uma Citocina por 2 Guaninas e 2 Citocinas em uma regido de 250-280 kb
do cromossomo 9p, gque atinge os genes JAK2, INSL6 e INSL4; descrito como uma condi¢édo

germinativa herdada que confere disposicio ao desenvolvimento de NMP119120,

1.5.3. Outras variantes detectadas no gene JAK2 envolvidas nas NMP.

Apesar de que a detecgdo da variante JAK2V617F ou no éxon 12 de JAK2 constitui um
critério diagnostico maior nas neoplasias mieloproliferativas cronicas, existem publicacdes que
demonstram a existéncia de outras variantes localizadas em outros éxons de JAK2 em pacientes

com NMP?"12 o que sugere uma grande necessidade de estender as pesquisas moleculares em
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outras regides do gene, especialmente na regido codificante. Mediante estudos de
sequenciamento de Sanger e Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS- Next Generation
Sequencing) novas variantes em JAK?2 tem sido identificadas, a maioria delas de tipo sinbnimo
e missense, afetando outras regides da proteina que, igual do que o dominio pseudoquinase,
conduzem a perda da fungdo regulatéria de JAK2?4%°, Assim, o emprego destas técnicas
moleculares, tem permitido identificar e descrever novas variantes nos éxons 6%, 9-10%" 11-
15%, e 19% que, segundo estudos, apresentam associagdo a transformacdo leucémica e
desenvolvimento de tumores sélidos ndo hematoldgicos?”?82%" De igual modo, variantes de

tipo missense na regido de ligagdo entre SH2-JH2 tem sido reportadas em muitos casos de PV'2,

Maslah e colaboradores descrevem 2 casos de interesse mediante 0 uso de NGS: um
paciente carregando susbtituicdes na posicdo 1848 e 1849 que codificou p.V617F, e outro
individuo que apresentou a substituicdo ¢€.1849G>T em coexisténcia de c.1860C>A.
Além disso, identificou-se a variante p.H345L, localizada no dominio FERM, regido essencial
no reconhecimento do ligando e ativacdo do receptor, 0 que impacta na sinalizacdo celular,

pudendo-se converter em um novo alvo de pesquisa dentro de JAK2%,

Indistintamente, Sokol e colaboradores descrevem a variagdo de um unico nucleotideo
(SNV) rs2230722, descrito como ¢.489C>T, que corresponde a uma variante benigna de tipo
silenciosa, codificante do aminoacido Histidina e localizada no dominio FERM da proteina
JAK2, cuja variante apresentou maior frequéncia em mulheres com Sindrome de agregacao
plaquetaria comparado com homens; significativamente associado a trombose venosa
profunda?®. Villanueva e colaboradores também descrevem uma nova variante no dominio
FERM de JAK2, descrita como ¢.1690C > T, p.(R564*) localizada no éxon 13 e categorizada

como germinativa com ganho de funcdo?.

O SNV rs2230724 esta asociado a canceres sdlidos™, exemplo disso € o estudo de
Carvalho e colaboradores que encontrou 4 SNV’'s em JAK2: rs10429491, 489 C>T; rs2230723,
1177 C>G (produzindo leitura de L>V); rs2230724, 2490 G>A e rs41316003, 3188 G>A
(produzindo a substituicdo de uma A>H); associados a carcinoma escamoso de cabeca
pescogo?®. No entanto, existem outros SNV’s avaliados em individuos com NMP, entre eles:
rs55953208, rs2230727 e rs2230728%",

Por outro lado, o SNV rs10758669 de JAK2 consiste na substituicdo de uma A>C,
associado a incrementada permeabilidade intestinal, fato que poderia funcionar como

mecanismo de contribui¢do ao desenvolvimento da patogénese de doenca de Crohn. Contudo,
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esse mecanismo ainda deve ser esclarecido’?? e poderia tornar o gene JAK2 como um potencial

alvo de pesquisa tanto nos canceres liquidos como nos tumores sélidos.

A respeito da frequéncia investigativa acerca do perfil molecular e hematoldgico de
individuos com Neoplasias Mieloproliferativas crénicas BCR/ABL1 negativo, somente alguns
estados brasileiros como S&o Paulo, Santa Catarina e Pernambuco registram altos numeros de
publicacBes sobre estas doencas hematoldgicas; entretanto, na regido Amazonica ndo existem
pesquisas referentes a descri¢do de variantes na regido codificante do gene JAK2 em pacientes
com as doencas hematoldgicas em questdo, o que indica a necessidade de impulsar novas
pesquisas que permitam encontrar respostas sobre os mecanismos desencadeantes destas

doencas e diretamente, conhecer o perfil mutacional do gene na populacdo Amazonense.

Por tanto, o presente trabalho visa caracterizar molecularmente variantes no gene JAK2
em pacientes com neoplasias mieloproliferativas crénicas BCR/ABL1 negativo, pois além de
tratar-se de um trabalho pioneiro na regido, contribuiu na estimacédo da frequéncia de variantes
genéticas nos individuos com neoplasias mieloproliferativas cronicas da zona. De igual forma,
0 rastreio de outras variantes ndo comumente descritas nas neoplasias mieloproliferativas
cronicas permite compreender achados hematoldgicos e moleculares, que poderiam inclusive
influir no histérico clinico dos individuos. Desta forma, esta investigacdo aporta na abordagem
de novas linhas de estudo do gene, destacando topicos relacionados ao mecanismo molecular e
funcional destas variantes em coexisténcia com outras variantes génicas, a desregulacdo do

sistema imune e avaliacdo de hematopoiese clonal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar molecularmente variantes no gene JAK2 em pacientes com Neoplasias

Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Descrever as variantes encontradas na regido codificante do gene JAK2 em pacientes
diagnosticados com doengas mieloproliferativas BCR/ABL1 negativas,

2.2.2. Descrever a frequéncia das variantes encontradas na regido codificante do gene JAK2
em pacientes diagnosticados com doencas mieloproliferativas BCR/ABL1 negativas,

2.2.3. Tracar o perfil genético dos individuos diagnosticados com doencas mieloproliferativas
BCR/ABL1 negativas com variantes no JAK2,

2.2.4. Descrever associacdo do perfil clinico-laboratorial dos pacientes diagnosticados com

doencas mieloproliferativas BCR/ABL1 negativas com variantes no JAK2.
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3. METODOLOGIA

O presente estudo é Descritivo-Analitico transversal.
3.1.  Areade estudo

O estudo foi realizado na cidade de Manaus-Amazonas, desenvolvido no Laboratério
de Gendmica da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM).

3.2.  Populacéo de estudo

A populacdo de estudo foi constituida de individuos que demandaram atendimento
espontaneo na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM),
no periodo de julho/2021 a fevereiro/2022, com diagnostico clinico de neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo: policitemia vera (PV: CID 45),
trombocitemia essencial (TE: CID 47.3) e mielofibrose (MF: CID 94.5).

De acordo com os dados registrados no sistema iDOCTOR até Fevereiro/2022, o total
de pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo, atendidos na
FHEMOAM foi de 152 casos. Destes, 75 amostras foram vidveis para o desenvolvimento da
metodologia do estudo, distribuidas em 29 casos de policitemia vera, 44 casos de trombocitemia

essencial e 02 casos de mielofibrose.

3.3.  Critérios de inclusdo, ndo-incluséo e exclusao

Foram avaliadas 75 amostras provenientes de pacientes com diagndéstico de PV, TE e
MF (segundo as diretrizes da OMS 2016); de ambos 0s sexos, maiores de 18 anos que
procuraram atendimento espontaneo na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (HEMOAM), que mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) decidiram participar da pesquisa.

Foram incluidos na pesquisa individuos com teste BCR/ABL1 negativo, com
recebimento ou ndo de terapia citorredutora e disponibilidade de acesso aos prontuarios para
caracterizagdo clinica da doenga. Os pacientes incluidos no estudo foram captados do Sistema

de Atendimento Médico e Estatistico (SAME) e sistema iDoctor.
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Foram excluidos pacientes com amostras insuficientes para analise, amostras com mé
qualidade apds extracdo de material genético e apos purificacdo de material amplificado.
Também foram excluidos pacientes que ndo apresentaram dados suficientes nos prontuarios

para caracterizagdo clinica da doenca.

3.4.  Aspectos éticos

O projeto foi executado de acordo as normativas estabelecidas na resolucdo 466/12 e
avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas. O projeto faz parte de um projeto maior intitulado: “Caracterizacdo
molecular de pacientes com neoplasias Mieloproliferativas cronicas, cujo nimero de parecer é:
4.450.813. CAAE: 39991420.6.0000.0009 (aprovado 09 de dezembro, 2020).

O estudo utilizou dados clinicos, laboratoriais e dados obtidos de testes moleculares,
informagdes que foram protegidas por anonimato no desenvolvimento da pesquisa toda; e

somente utilizada para fins investigativos.

3.5. Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos dos pacientes foram coletados dos prontuarios médicos eletrénicos
(sistema iDoctor). Entre as caracteristicas demograficas e clinicas avaliadas foram: sexo, idade,
presenca de esplenomegalia, manifestacdo de eventos cardiovasculares, trombéticos ou
hemorragicos, terapia utilizada para controle da clinica. Os dados laboratoriais foram obtidos a
partir de coletas de extracdo sanguinea para avaliacdo de parametros hematoldgicos,

hemostaticos e bioquimicos.

3.6. Coleta das amostras

As amostras de sangue periférico foram coletadas por pungdo venosa em tubos com
sistema a vacuo. Foram coletados de 4 a 5 tubos por paciente com a seguinte ordem: um tubo
com gel separador de soro (BD Vacutainer® SST™) para determinaces bioquimicas, outro
tubo LABOR IMPORT® com citrato de sédio 3,2% para testes hemostaticos, e dois ou trés com
4cido etilenodiamino tetracético - EDTA- (INJEX VACUO® EDTA K3) para determinagéo de

pardmetros hematologicos e para realizacdo de testes moleculares.
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3.7. Andlises da Hemostasia

As amostras coletadas no tubo com citrato de sodio foram centrifugadas por 15 min a
3,000 r.p.m. O plasma obtido analisou-se para determinacdo do perfil hemostético, com a
finalidade de associar a manifestacdo de eventos hemorrdgicos ou trombdticos através de
valores do Tempo de Protrombina- Razdo Internacional Normalizada (TP-INR), Tempo de
Tromboplastina parcial ativada (TTPa) e fibrinogénio. Para avaliacdo dos parédmetros da

coagulacdo utilizou-se o equipamento ACL TOP 300.
3.8.Analises Bioquimicas.

As amostras coletadas no tubo com gel separador foram centrifugadas por 5 min a 3,500
r.p.m. O soro obtido analisou-se para determinacéo de Lactato Desidrogenase (DHL) e Acido
Urico, com a finalidade de associar possiveis achados moleculares com estado hipermetabélico
nos pacientes. Para determinacdes bioquimicas utilizou-se o equipamento Bioclin 3000, de

acordo as instruc6es do fabricante.

3.9.Analises Hematologicas

Uma das amostras coletadas no tubo com EDTA utilizou-se para avaliacdo de
parametros hematoldgicos vinculados a clinica das neoplasias mieloproliferativas cronicas.
Entre os parametros avaliados citam-se: Contagem de eritrocitos (RBC), Hematdcrito (Hto),
Hemoglobina (Hba), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM), Contagem de leucdcitos (WBC), percentual de neutrofilos segmentados, mondcitos e
linfdcitos. Para avaliacdo destes parametros utilizou-se o equipamento Siemens ADVIA 2120i.

3.10. Anélise molecular para detec¢do de variantes na regido codificante do gene JAK2
3.10.1. Extracdo de RNA

Extracdo de RNA total foi realizada com reagente Trizol®, seguindo 0s passos
estabelecidos no Procedimento Operacional Padronizado de extracdo de RNA do LabGen-
HEMOAM (ver anexo 7.4). A concentracdo de RNA total extraido foi determinada pelo
espectrofotdbmetro__Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA),
estabelecendo como valor de concentragéo aceitavel um valor > 80 ng/uL. A qualidade do RNA
foi determinada pelas relagcbes 260/280 e 260/230, estabelecendo um valor > 1,8 como
parametro de pureza e qualidade aceitavel. Além disso, a qualidade do RNA extraido foi

verificada mediante eletroforese em gel de agarose ao 0,8% corado com brometo de etidio.
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3.10.2. Sintese de cDNA
Para sintese de cDNA utilizou-se o kit SuperScript Il Transcriptase Reversa®

(Promega, Inc.); seguindo as instrucdes do Procedimento Operacional Padronizado do LabGen-
HEMOAM (ver anexo 7.5). O mix conteve por reacdo 4,0 uL de Buffer 5X, 1,7 uL de MgCl>
[25 mM], 1,0 uL de PCR nucleotide mix, 0,12 de RNAsin, 1,0 uL de enzima Retrotranscriptase
e 2,5 uL de RNA extraido. Em amostras que apresentaram quantificacao entre a faixa de 50-80

ng/uL, utilizaram-se 5 uL de RNA extraido.

Em seguida, o mix submeteu-se a uma Reacdo em cadeia da polimerase —
Retrotranscriptase (RT-PCR) para sintese de cDNA, utilizando os seguintes parametros de
ciclagem: 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e tempo indefinido a 4°C. Apo6s reacdo, 0o cDNA

foi armazenado a -80°C até realizacdo de PCR convencional.

3.10.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase

Amplificacdo de cDNA foi realizada por Reacdo em cadeia da polimerase convencional
utilizando o equipamento ABI Applied Biosystems Veriti ™. Foram realizadas 3 reagdes em
cadeia da polimerase por amostra para obter fragmentos de tamanho vidvel para
sequenciamento de Sanger e dar cobertura a toda a regido codificante de JAK2. Os iniciadores
utilizados nas reacdes foram desenhados utilizando as ferramentas Primer-BLAST- NCBI e
OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com, avaliando a porcentagem de GC, Tm, capacidade de

Hairpin, e indice AG. Os iniciadores usados sdo descritos no quadro 6.

Quadro 6. Iniciadores usados na reagdo em cadeia da polimerase.

NUmero de PCR Nome Sequéncia (5'—3") Tamanho
do produto

F1 GGC AAC AGG AAC AAG ATG TGA A 1359 pb

regido 5° de CDS R1340 TCCAGT CTGATTACCTGCTT
Fow1325 CCC AAT TTC GAT GGA TTT TGC CA

regido intermédia de CDS | R2696 GTC CTG TAG AGG GTC ATACC 1415 pb
F2715 GGT ATG ACCC CTC TAC AGG AC

regido 3" de CDS R1_3503 TTG GTC TCA GAA TGA AGG TC 830 pb

CDS: sequéncia codificante.
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As amplificacdes foram realizadas utilizando um volume de 25 puL, sendo que o mix de
conteve por reacdo: > 80 ng/uL de cDNA, tampéo de PCR 1X, dNTP [0,2 mM] e 1U Taq DNA
polimerase. Para amplificacdo dos fragmentos, utilizaram-se as programacdes descritas no
quadro 7. Todos os produtos das reacdes foram visualizados mediante eletroforese em gel de

agarose ao 1,5% corado com brometo de etidio.
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Quadro 7. Programagdes de ciclagens para amplificagéo de fragmentos

CDS: Sequéncia codificante.

Regido 5" de CDS Regido intermédia de CDS Regido 3" de CDS
Desnaturacéo inicial 94-C/5 minutos 94-C/5 minutos 94-C/5 minutos
Desnaturacéo no ciclo 94-C /30 segundos/ 35 ciclos 94°C /30 segundos /35 ciclos 94°C /30 segundos/ 35 ciclos
Temperatura do primer 63°C/30 segundos /35 ciclos 63°C /30 segundos /35 ciclos 59°C/30 segundos/35 ciclos
Extensédo 72°C/1 minuto, 45 segundos/35 ciclos | 72°C/ 1 minuto, 45 segundos/35 ciclos 72°C/ 1 minuto/ 35 ciclos
Extenséo final 72°C /7 minutos 72°C /7 minutos 72°C /7 minutos
Concentracdo do MgCl2 (mM) 2,5 15 2,5
Volume de cDNA no mix (uL) 3 3 3
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3.10.4. Reagdo de Sequenciamento de Sanger

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o protocolo de purificagédo e
precipitacio de DNA por Polietilenglicol (8000, Promega)!?®1?4125  Reacdo de
sequenciamento (em ambas direcOes) foi realizado usando BigDye® Terminator v3.1
(Applied Biosystems), Tampédo 5X, iniciadores [3.3 Mm] e 20-35 ng/uL do produto
purificado. Os iniciadores utilizados no sequenciamento sdo descritos no quadro 8. Os
primers do sequenciamento também foram desenhados utilizando as ferramentas Primer-
BLAST- NCBI e OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com, avaliando a porcentagem de GC,
Tm, capacidade de Hairpin, e indice AG, com a finalidade de flanquear toda a regido
codificante de JAK2 (que abrange desde o éxon 3 até o éxon 25).

Quadro 8. Iniciadores utilizados na Reacdo de Sequenciamento, para deteccao de
variantes na regido codificante de JAK2.

Primer Identificacdo dos Sequéncias 5°— 3’
Primers
1 JAK2 F 1 GGC AAC AGG AACAAGATGTGAA
2 JAK2 Rev 691 AGC TGA TAG AGT TAT AGATGG C
3 JAK2 F 691 AAA CGA TCA AAC CCC ACT GG
4 JAK2 Fow 1325 CCC AATTTC GAT GGATTT TGC CA
5 JAK2 Rev 1340 TCC AGT CTGATTACCTGCTT
6 JAK2 F 1981 ATTCTGGTTCAGGAGTTTG
7 JAK2 R 1963 CAA ACT CCT GAACCAGAAT
8 JAK2 F 2715 GGT ATG ACCC CTC TAC AGG AC
9 JAK2 R 2696 GTC CTG TAG AGG GTC ATACC
10 JAK R1 3503 TTGGTCTCAGAATGAAGGTC
11 JAK2-Confirmacdo AGT GGT CCT TCA GGT GAG GAG

Os produtos provenientes da reacdo de sequenciamento foram purificados
mediante o protocolo de EDTA/Etanol (Applied BioSystems, USA), para ser
posteriormente avaliados no sequenciador automatico 3500 XL Genetic Analyzer®
(Applied BioSystems, USA). As sequéncias obtidas analisaram-se mediante o software
Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA), alinhadas e comparadas com a sequéncia de referéncia
Homo sapiens Janus kinase 2 (JAK?2), transcrito 2, mMRNA (NCBI: NM_001322194.2).
Amostras com presenca de variantes muito raras foram sequenciadas e confirmadas duas

Vezes.
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3.11. Anélise estatistica

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos do estudo foram
apresentadas em formas de tabelas, elaboradas com o programa Excel 2013 (Microsoft
Office. 2013). Variaveis categdricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia
relativa (%) e variaveis numericas foram expressas por mediana e intervalo interquartilico
[11Q]. Distribuicdo de varidaveis numéricas continuas foi conferida mediante teste de
Shapiro-Wilk. Anélise estatistica de variaveis categoricas foi realizada pelo teste Qui-
Quadrado. Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para analise de
variaveis numéricas, quando for conveniente. Valores de p < 0.05 consideraram-se
estatisticamente significativos. Analise estatistica convencional dos dados realizou-se

através do software GraphPad Prism v.8.2.1.

3.12. Equipe do Projeto
Integrantes do projeto Categoria Instituicéo Formacédo | Func&o no projeto
01 | Andréa Monteiro Tarragd Doutora UFAM/ HEMOAM Far_mac?ut_ma Orientadora
-Bioquimica
02 | Lucivanade S. Mourdo Doutora UEA/HEMOAM Bidloga Coorientadora
03| Ceoree \S/i'l'\'/zrouco da Doutor FIOCRUZ/FCECON |  Biélogo Colaborador
04 | Nelson Abrahim Fraiji Doutor HEMOAM Meédico Colaborador
05 Adriana Malheiro Doutora HEMOAM Bidloga Colaboradora
06 Allyson G. da Costa Doutor UFAM/HEMOAM | Enfermeiro Colaborador
07 Wanessa Horreda Graduanda FAMETRO Biomédica Colaboradora
Laranjeira
08 | Manuela Vitoria Alves Mestranda UEA/HEMOAM Biomédica Colaboradora
09 Miliane Aradjo Mestranda UEA/HEMOAM Biomédica Colaboradora
10 Jhemerson Paes Mestrando UEA/HEMOAM Biomédico Colaborador
Farmacéutica
11 Erika Alves Mestranda UEA/HEMOAM -Bioquimica Colaboradora
12 Deborah Canté Mestranda UEA/HEMOAM Bidloga Colaboradora
L Aluna do mestrado
13| Dania Gutiérrez Torres Mestranda UEA/HEMOAM Biomédica responsavel pelo
projeto
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3.13. Financiamento e infraestrutura

O projeto possui financiamento proprio e foi realizado nos laboratorios
Multidisciplinar de Pesquisa e Laboratério de Genémica (HEMOAM). Leituras de
Sequenciamento foram realizadas no Laboratorio de Gendmica no Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Estado do Amazonas (UFAM) e da
Fundagéo Oswaldo Cruz - Instituto Lednidas e Maria Deane (FIOCRUZ-AM).
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Abstract: The JAK2V617F variant constitutes a genetic alteration of higher frequency
in BCR/ABL1 negative chronic myeloproliferative neoplasms, which is caused by a
substitution of a G >T at position 1849 and results in the substitution of valine with
phenylalanine at codon 617 of the polypeptide chain. Clinical, morphological and
molecular genetic features define the diagnosis criteria of polycythemia vera, essential
thrombocythemia and primary myelofibrosis. Currently, JAK2V617F is associated with
clonal hematopoiesis, genomic instability, dysregulations in hemostasis and immune
response. JAK2V617F clones induce an inflammatory immune response and lead to a
process of immunothrombosis. Recent research has shown great interest in trying to
understand the mechanisms associated with JAK2V617F signaling and activation of
cellular and molecular responses that progressively contribute to the development of
inflammatory and vascular conditions in association with chronic myeloproliferative
neoplasms. Thus, the aim of this review is to describe the main genetic, hematological
and immunological findings that are linked to JAK2 variant signaling in chronic

myeloproliferative neoplasms.

Keywords: JAK2V617F signaling; myeloproliferative  neoplasms;  clonal

hematopoiesis; hemostasis; immunothrombosis; immune response
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1. Introduction

Chronic myeloproliferative neoplasms (MPNs) are clonal pathologies of
hematopoietic stem cells [1], which are characterized by medullar hyperplasia and an
accumulation of elements of the myeloid series, and present progressive and effective
maturation [2], though without affecting the maturation and differentiation process of the
erythroid, granulocytic and megakaryocytic lineage [3]. These changes lead to peripheral
blood leukocytosis, increased erythrocyte mass, thrombocytosis and, in more severe
cases, medullary fibrosis or leukemic transformation [2].

The first studies on MPNs date from 1845, starting with the description of the first
case of chronic myeloid leukemia [4]. Since then, several scholars have engaged in the
analysis of the molecular mechanism of chronic myeloproliferative neoplasms, and have
determined the semiological aspects of these hematological diseases by observing the
signs, symptoms and clinical findings of the investigated patients [5-7].

This clinical view gained a new ally in 1960 with the discovery of the Philadelphia
chromosome, which was the first association between a chromosomal abnormality and
an oncological disease to be described in the history of medicine [3-4,8-9]. Since this
discovery, the history of MPNs shows them to enter the era of genetics, during which
more studies began to be developed and genetic research gained further space in the
diagnosis of MPNs (Figure 1).

Clinical Era of Chronic Myeloproliferative Neoplasms Genetic Era of Chronic Myeloproliferative Neoplasms

John H. Bennett

Ernest Neumann

Paul Erich

Emil Epstein and Alfred Goedel
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mutations in the CALR gene

Discovery of the
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Discovery of the
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Description of the first
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Figura 1. Timeline of myeloproliferative neoplasms In gray, the clinical era of the MPNs can be seen,
which is based on semiological aspects. In orange, the genetic era of MPNs is highlighted, since associated
genetic research made it possible to identify genetic alterations that are markers of some MPNs, an
important factor that supports diagnosis. CML: chronic myeloid leukemia; BCR/ABL: BCR/ABL genetic
rearrangement.

Thus, with the discoveries of molecular mechanisms involved in MPNs, the World

Health Organization (WHO) determined clinical and laboratory parameters for
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establishing the diagnosis of these diseases and the WHO, according to its last review in
2016, classifies chronic myeloid neoplasms according to the presence or absence of the
Philadelphia chromosome (BCR/ABL1 fusion gene) [10,11]. In the BCR/ABL1 positive
MPN classification, chronic myeloid leukemia (CML) is responsible for 15-20% of
leukemias worldwide, with an incidence of 1-2/100,000. CML is characterized by the
presence of a left shift in granulocytes that results in the identification of less than 20%
of the blasts in peripheral blood [4,10].

Unlike CML (single BCR/ABL1 positive entity, according to the WHO), diseases
belonging to the group of BCR/ABLL1 negative MPNs have been described, including
polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), primary myelofibrosis (PMF),
chronic neutrophilic leukemia (CNL), chronic eosinophilic leukemia (CEL) and
unclassifiable myeloproliferative neoplasms [10,11]. However, polycythemia vera,
essential thrombocythemia and primary myelofibrosis are the most frequent diseases in
this group [10,12-13], with PMF having the worst prognosis of the three
myeloproliferative disorders [12,14]. Similar to CML, in the BCR/ABL1 negative MPNS,
criteria are established based on genetic, hematologic and clinical findings, which are
organized in the form of major and minor criteria for the diagnosis of PV, ET and PMF,

as shown in .

Quadro 1. Diagnosis criteria for classic BCR/ABL1 negative chronic myeloproliferative

neoplasms.
Neoplasm Clinical Description Major Diagnostic Criteria Minor Diagnostic Criteria
e Hb: >16.5g/dL for men (or Hct:
Exacerbated increase in >49%), >16.0g/dL for women (or
erythrocyte mass (total red Hct: >48% women), or >25%
blood cell count). Generally, increase in red cell mass [2];

both genders are diagnosed in
the 6th or 7th decade of life
[11]. Annual global incidence

is 0.3-1.5/100,000 and survival

Bone marrow biopsy demonstrates e  Reduced serum erythropoietin
panmyelosis with pleomorphic concentration [10].

mature megakaryocytes;

Presence of the JAK2V617F

rate is 15 years [2]. mutation or mutations in exon 12 of

the JAK2 gene.
Increased platelet count with e  Platelet count >450 x 103/mm?, e  Presence of clonal marker or absence
ET megakaryocytic hyperplasia. e  Hyperproliferation of of evidence of reactive

Annual global incidence is megakaryocytes (some of them thrombocytosis [10].
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1.03-2.5/100,000 and diagnosis
usually occurs in the 6™ decade
of life [15,16]. o

Together with PV, it presents

high risks of hemorrhagic and *

thrombotic episodes [3,12,17—
18]. *

hyperlobulated, and observed in
bone marrow biopsy);

Mild increase in granulopoiesis and
erythropoiesis;

Absence of criteria for PV, CML and
PMF;

Presence of mutations in the JAK2
gene (JAK2V617F), CARL, MPL.

Pre-fibrotic phase:

Indolent clinical course and has
worse prognosis. Patients show
]
increased megakaryopoiesis

and extramedullary

hematopoiesis [2—-3,19-20]
PMF
It has an annual global

Exacerbated proliferation of the
megakaryocytic and granulocytic
lineage, absence of reticulin fibrosis Pre-fibrotic phase:

>1, decreased erythropoiesis and o
. e Anemia with no known cause;
medullary hypercellularity for the )
' e Leukocytosis 11 x 103/mm3
patient’s age;

°
Absence of criteria for CML, PV and
ET- e Increased lactic dehydrogenase.

Palpable splenomegaly;

Presence of mutations in the CALR
gene, JAK2 (JAK2V617F) or MPL or

other clonal marker.

incidence of 1.5-2.0/100,000, Fibrotic phase:

and generally affects
L]
individuals over 60 to 70 years

of age.

Megakaryocytic proliferation and

Fibrotic phase:
atypia, accompanied by grade 2 or 3

reticulin and/or collagen fibrosis; Anemia with no known cause;

Does not meet the criteria for PV, Leukocytosis 11 x 103/mm?;

ET, CML, MDS or other myeloid

Palpable splenomegaly;
neoplasms; e Increased lactic dehydrogenase
Presence of mutations in the CALR, e  Leukoerythroblastosis.

JAK2 (JAK2V617F) or MPL gene or

absence of reactive fibrosis.

MPN: myeloproliferative neoplasms; PV: polycythemia vera; ET: essential

thrombocythemia; PMF: primary myelofibrosis; Hb; hemoglobin; Ht: hematocrit; CML.:

chronic myeloid leukemia; MPL.: thrombopoietin receptor gene; CALR: calreticulin gene

Among the major criteria of BCR/ABL1 negative MPN, the presence of variants in driver
genes stands out, as well as the Janus kinase 2 gene (JAK2—HGNC: 6192), the
thrombopoietin receptor gene (MPL—HGNC: 7217) and the calreticulin gene (CALR—
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HGNC: 1455). Variations in these genes, classified as driver mutations, are determinant
in the clinical phenotype observed in MPNs and result in constitutive activation of
intracellular signaling pathways [12,19] (Figure 2). Generally, these genomic variations
are considered mutually exclusive between BCR/ABL1 negative entities, and their
absence does not exclude their diagnosis [10]. However, two variants can be found in the
same individual, probably from different neoplastic subclones and those that are often
associated with disease progression [19,21].

These driver mutations usually arise again; however, 7% of cases involve familial
aggregation, with autosomal dominant inheritance and incomplete penetrance, and a 5 to
7-fold increased risk for first-degree relatives of the patient with the disease, a risk that
may involve the same or different myeloproliferative neoplasms [22-24]. Although
JAK2V617F is linked to autosomal dominant inheritance, most cases of familial
inheritance are not associated with JAK2 gene variants [25]. Nonetheless, mutations in
the EPOR, VHL, EPASL, HIF and EGLN gene have been found in cases of congenital
familial polycythemia [26].

Thus, some determining factors associated with driver mutations should be
considered, such as mutations (somatic or germline) that are less specific for MPNs,
gender, frequency of the allelic variant and order of acquisition of mutations [27]. In ET
and PMF, 12% of patients do not have any of the driver mutations and are called triple-
negative. However, whole-exome sequencing analyses have identified mutations in the
JAK2 and MPL genes that have a high rate of leukemic transformation in these patients
[28].

Among the driver mutations, the JAK2V617F variant is the most frequent in
triggering PV, ET and PMF [10], which are considered to be a major criterion in
polycythemia vera, essential thrombocythemia and primary myelofibrosis [5,29-31]. The
JAK2V617F variant presents a frequency that is greater than 95% in individuals with PV,
and frequency is from 55% to 65% in individuals with ET and PMF, respectively [32]
The presence of JAK2V617F causes aberrant signaling of the JAK/STAT pathway, which
is an intracellular pathway that is involved in several biological processes, such as
hematopoiesis, immune response and activation of other intracellular signaling pathways.
Thus, the understanding of JAK2V617F signaling mechanisms and the main cells
involved in immunothrombosis may provide a basis for the development of

immunotherapeutic strategies in myeloproliferative disorders.
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Figura 2. Driver mutations in JAK2, MPL and CALR genes associated with chronic myeloproliferative
neoplasms (MPN).

The constitutive signaling of JAK2V617F is linked to high expression of
molecules that are related to the inflammatory response, immune dysregulation and
manifestation of inflammatory states [33—-35], which is a finding that currently constitutes
research targets. Cytokines related to natural immunity are the most expressed in chronic
myeloproliferative neoplasms, and are detected even in the medullary stroma [34]. This
suggests that inflammation is related to bone marrow stromal initiation, which promotes
medullary fibrosis and clonal expansion [35]. In peripheral blood, the interaction between
JAK2V617F positive hematopoietic cells, endothelium and immunological molecules
enhances the immunothrombosis mechanism, thus constituting an independent and
unfavorable prognostic factor in the survival of patients with MPNs [36].

As such, the understanding of the JAK2V617F signaling mechanisms and the main
cells involved in immunothrombosis may provide a basis for the development of
immunotherapeutic strategies in myeloproliferative disorders. Therefore, in this review,
we describe the JAK2V617F variant and its implications for genomic instability and
immune dysregulation, as well as its relationship to the onset of chronic inflammation

through cellular mechanisms.
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2. JAK2V617F: Genetic Implication in Signaling Pathways

In 2005, the molecular basis of chronic myeloproliferative diseases was described,
with the JAK2V617F variant (dbSNP ID: rs77375493) characterized by a transversion-
type base substitution at nucleotide 1849 (1849G>T) of exon 14 of the JAK2 gene
encoding a valine through a phenylalanine at position 617 (V617F) [37-39].
Metabolically, this genetic alteration leads to a gain-of-function mutation in JAK2, a
cytoplasmic tyrosine kinase with a central role in the signal transduction of hematopoietic
growth factor receptors [40,41]. This change occurs in the pseudokinase domain of JAK2,
interrupting the auto-inhibitory effect, and resulting in constitutive phosphorylation,
which generates hyper phosphorylation, deregulates cellular signals downstream of the
JAK2/STATS signaling pathway (Figure 3), interferes with the correct signaling of
erythropoietin (EPO) receptors, granulocyte colony stimulating factor (G-CSF),
granulocyte—monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) and thrombopoietin (TPO),
and also increases cell proliferation and resistance to apoptosis [ClinVar ID:
NM_004972.3(JAK2): ¢.1849G>T (p. V617F)] [3,41-42].

Cytokine Cyiokme

oo <o
I .z ﬂ

JAK phosphory\ates
tyrosine residues

STATSs recruitment
Tyrosine__) & JAK-mediated
residue phosphorylation
Inactwe .
‘ l STAT proteins Active

(ERKUZ) ( JAKA ) @ LK) Transcription
N LU A

Tyrosine
residue

{ AN/ Promoter (N/A Gene AN/

CXCL12, IL-6, IL-8, IL-9, TNF-a, CCL3, Growth

Factors

Figura 3. JAK/STAT signaling pathways. In the absence of cytokines, the JAK protein remains inactive in
regions close to the intracellular domains of the receptor. When a cytokine binds to a receptor, JAK proteins
and intracellular domains of the receptor are phosphorylated, activating and recruiting STAT proteins,

which dimerize and translocate to the nucleus to initiate the transcription process of genes involved in cell



o

43

proliferation. In addition to the activation of the JAK/STAT pathway, there is an interconnection with other
intracellular signaling pathways, among the most prominent are the Ras/Raf/MAPK pathway and the PI3K
pathway; the latter manifesting interconnection with JAK1 proteins, which indirectly activate the NFkB
pathway, the transcriptional factors that activate the production of cytokines (among them CXCL12, IL-6,
IL-8, IL-9, TNF-a and CCL3) and the growth factors identified in the inflammatory profile of individuals
with chronic myeloproliferative neoplasms. JAK: Janus kinase protein; STAT: signal transducers and
activators of transcription; MAPK: mitogen-activated protein kinase; PI3K: phosphoinositol kinase 3;
JAK1: Janus kinase class 1 protein; NFKB: light chain nuclear factor B-cell kappa; CXCL12: chemokine
12 with CXC motif; IL-6: interleukin 6; IL-8: interleukin 8; IL-9: interleukin 9; TNF-a: tumor necrosis
factor alpha; CCL3: chemokine ligand 3.

Analysis of germline cells, such as buccal cells, T cells or both, in cases of familial
clustering of myeloproliferative disorders, show absence of the variant allele. In this
scenario, the JAK2V617F variant is not the first event that leads to disease [22,40,43].
The 46/1 haplotype is a 280 Kb long region of chromosome 9p that includes three genes,
including JAK2. The part called “GGCC” corresponds to the four main polymorphisms
of this haplotype (rs3780367, rs10974944, rs12343867 and rs1159782) that start in intron
10 and end in intron 15 of the JAK2 gene [44,45] (Figure 4). These four variants are in
complete linkage disequilibrium, and are inherited together [44,46]. This haplotype is
described as one of those responsible for the processes that precede the acquisition of
JAK2V617F, increasing the mutation rate of the JAK2 locus and the probability of
acquiring mutations with selective advantage, which is the case of JAK2V617F and

which, in turn, causes clonal myeloproliferative disorders [31,45-48].

CHROMOSOME 9p24.1

Gene Janus Kinase (JAK2)

5’--‘ Intron 10 - Intron 11 - Intron 12 - Intron 13 - Intron 14 -3’

rs3780367: T>G rs10974944: C>G rs12343867: T>C rs1159782 T>C
5 AAACTATGAAGGATG. .3 8 TTGATGATGAGCCA.. .3 5 GATTACGTTGATA 3 & GATTACTGTG.. .3

Haplotype 46/1 (GGCC)
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Figura 4. Characterization of the 46/1 haplotype without JAK2 gene. The haplotype, also called GGCC, is
altered by four variants located in intron 10 (rs3780367: T> G), intron 12 (rs10974944: C> G), intron 14
(rs12343867: T> C) and intron 15 (rs1159782: T> C). It is believed that the presence of this haplotype
conditions an increase in the mutation rate of the gene locus in question, thus resulting in the emergence of

mutations with a selective advantage, as in the case of JAK2V617F.

It is still unclear how the same mutation is associated with three different disease
phenotypes. Possible explanations include inter-individual differences in genetic
background, acquisition of additional genetic alterations or in the target cell for
transformation [43]. Thus, JAK2V617F may even compromise the functionality of cell
lines that integrate the hematopoietic and inflammatory processes.

3. Implications of the JAK2V617F Variant in Positive Cells and Immunothrombosis

Recent studies have described the relationship between the mechanisms and
immune responses expressed by cells involved in the innate and adaptive immune system
(neutrophils, monocytes, macrophages, lymphocytes, endothelial cells and platelets) with
important molecules of hemostasis, which is a phenomenon currently called
immunothrombosis. The immunothrombosis process is multifactorial, generally mediated
by hypercellularity, and causes changes in plasma proteins that are important in the
process of hemostasis and activation of endothelial molecules, adhesion product and cell
function [49-51]. Hypercellularity in peripheral blood is a result of the constitutive
activation of the JAK2/STATS5 pathway, which increases blood viscosity through cell-
cell-endothelial interaction, and even forms plasma complexes [49-53]. Thus, the
characteristic leukocytosis, erythrocytosis and thrombocytosis in patients with MPNs not
only reflect quantitative alterations in hematopoiesis, but also qualitative alterations in
the immune response and hemostasis, through the expression of molecules that favor the
activated prothrombotic phenotype [50]. It has been well described in the literature that
vascular complications of arterial or venous type affect up to one third of individuals with
MPNs and constitute one of the main causes of mortality in these individuals [51-52,54—
56], especially in ET [53].

JAK/STAT pathway activation is involved in the inflammatory response by
directly interconnecting with other intracellular signaling pathways involved in cytokine
production. Di Rosa et al. [57] demonstrated that CD34+ cells from individuals with PMF
showed dysregulated activation of the JAK2/STAT1 pathway and significant activation
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of genes involved in the IFN-y pathway (IFN-y, IRF1 and IFNGR2) compared to healthy
individuals, and noted that IFN | and 11 have been described as mediators of antitumor
immunity through activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway, which, in turn, activates
the NFkB pathway and promotes antigen presentation and cytokine secretion [56].

On the other hand, the action of programmed death protein (PD-1), mediated by
IFN-y expression, which is vital in the tumor recognition process, is dysregulated in
patients with MPNSs, indicating that JAK2V617F positive hematopoietic cells from
individuals with MPNs express the PD-L1 ligand, which is a mechanism that blocks the
action of Th lymphocytes and contributes to the immune escape of neoplastic cells
[58,59]. At the same time, this results in JAK2/STAT3 signaling up to three times greater
than normal, which is a fact that is linked to tumor progression associated with
inflammation [55]. The experimental murine assay carried out by Prestipino et al. [60]
demonstrated oncogenic activity of JAK2 with consequent phosphorylation of STAT3
and STATS that facilitates the promotion of PD-L1 activity in JAK2V617F positive cells
and affects the cell progression cycle of T cells, which is a finding associated with more
advanced states of MPNs.

In PMF, there is an altered regulation of T cells, which is determined by the
significant activation of CD8+ T lymphocytes, and this finding is linked to the activation
of HLA class I molecules, chronic inflammation and immune dysregulation, thus favoring
the activation of fibroblasts and contributing to the progression of medullary fibrosis and
cytopenias [54]. Interestingly, the constitutive activation of JAK2V617F not only
produces alterations in the cellular immune response through classical pathways, it also
favors the indirect activation of hypoxia inducible factors (HIF) and erythropoietin (EPO)
secretion through the NFKB pathway, generating an hypoxic state of variable severity that
favors tissue atrophy and production of erythroid progenitors, an event that contributes to
the production of pro-inflammatory cytokines in peripheral blood [58].

Therefore, JAK2V617F complexly deregulates intercellular signaling through
activation of cytokine production and interruption of homeostasis and cytotoxicity of
immune cells [48]. Immune dysregulation in individuals with MPNs is confirmed by high
concentrations of IL-6, IL-8, GM-CSF, HGF, VEGF, b-FGF and TGF-f in medullary
stromal cells and increased production of IL-6, IL-8, IL-9, CCL3, CCL4 and TNF-a in
peripheral blood cells [59].

The inflammatory picture is related to the excess of cytokines (generally type |

IFN and belonging to the IL-6 family), a product of the constitutive signaling of the
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JAK2/STATS5/STAT3 pathway, which directly activates other intracellular signaling
pathways committed to the production of pro-inflammatory cytokines [28]. PI3K,
MAPK, NFkB and HIF1-a pathways induce tumorigenesis [31] and expression of
mediator mechanisms of inflammation in neutrophils, monocytes, macrophages,

lymphocytes and platelets [60] (Figure 5).
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Figura 5. Immunothrombosis involves the participation of hematopoietic cells and imune system cells.
JAK2V617F positive neutrophils express CD11b on the cell surface and secrete enzymes such as MPO,
cathepsin G and elastase. The release of cathepsin G and elastase activates CCL5/PF4 signaling in
JAK2V617F positive platelets, which is an interaction that creates positive feedback between platelets and
neutrophils, and favors the production of IL-6 and ROS. Free cathepsin and elastase inhibit the function of
antithrombin and plasma TFPI, contributing to the thrombotic phenotype. Unmutated neutrophils are
activated by the action of ROS, which recruit and activate monocytes with PSGL-1 expression and inactive
tissue factor. Both cells manifest rolling and endothelial adhesion by binding adhesion molecules expressed
in endothelial cells (ICAM1, VCAML, P-selectin, CCL2 and FXII). Simultaneously, endothelial cells are
activated by the action of ROS, releasing VWF and collagen, thus forming a platelet—-monocyte—neutrophil
interaction, which favors the discharge of genetic and protein material from the neutrophil, starting with
NETosis. This brings with it the expression of IL-8 and activation of TLR4/TLR?2 in platelets, a fact that
allows the expression of receptor glycoproteins and, therefore, platelet aggregation. In NETOosis,
erythrocytes are recruited and release hemoglobin and increase ROS production. The complement system
is active in response to activation of immune cells, especially through the action of C3 and C5, which
induces signaling from JAK2V617F positive monocytes and non-mutated monocytes. JAK2V617F positive
monocytes express PD-1L, which immediately activates PD-1 in JAK2V617F lymphocytes, a mechanism

responsible for the evasion of the immune response described in chronic myeloproliferative neoplasms.
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Recruitment and activation of immune and hematopoietic cells benefits the conversion of fibrinogen into
fibrin, giving rise to thrombus formation, the main factor involved in vascular complications described in
myeloproliferative neoplasms. MPO: myeloperoxidase; CCL5: chemokine ligand 5; PF4: platelet factor 4;
IL-6: interleukin 6; ROS: reactive oxygen species; TFPI: plasma tissue factor inhibitor; PSGL-1: P-selectin
ligand 1; ICAM-1: intercellular adhesion molecules 1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; CCL2:
chemokine ligand 2; FXII: factor XII; vVWF: Von Willebrand factor; IL-8: interleukin 8; TLR2/TLR4: Toll-
like receptor 2/4; C3: complement component 3; C5: complement component 5; PD-1: programmed death

protein; PD-L1: programmed death protein ligand 1.

3.1. Neutrophils

Neutrophils constitute a large percentage of leukocytes in peripheral blood and
are involved in immune response processes against antigens. Neutrophils from
individuals with MPNs have abundant basal amounts of reactive oxygen species (ROS),
especially in patients with PMF, which are induced by JAK2-dependent ERK signaling
and constitutive phosphorylation, producing NADPH oxidase and neutrophil activation
by myeloperoxidase expression [61].

The activation and recruitment of leukocytes contributes to the formation of
neutrophil extracellular traps (NETSs), which are networks made up of genetic material
and protein derived from neutrophils, and which favor cell activation, production of
reactive oxygen species, platelet activation and aggregation and endothelial damage [62].
Activated neutrophils express CD11b on the cell surface and secrete elastase and
myeloperoxidase, which favors the chemotaxis of neutrophils, monocytes and
macrophages and facilitates endothelial adhesion [63-66]. Simultaneously, the
expression of B1 and B2 integrins in recruited neutrophils is favored, and glycoproteins
are expressed by interconnection of the JAK/STAT pathway with Rap1-GT-Pasa, which
have affinity for vascular cell adhesion molecules (VCAM-1) and for intercellular
adhesion molecules (ICAM-1) expressed by endothelial cells [67-70], thus enhancing
endothelial adhesion. Likewise, expression of P-selectin ligand 1 (PSGL-1) and cell
adhesion molecule type 1 (MAC-1) in neutrophils contributes to the release of cathepsin
G (a neutrophilic degradative enzyme important in the elimination of pathogens and in
the degradation of components in inflammatory sites), which, together with elastase,
determines a positive feedback through the expression of CCL5 and platelet factor 4 (PF4)
in platelets, stimulating the expression of P-selectin and GPIba in platelets and favoring

the thrombogenesis process [52].
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An interesting finding is that both elastase and cathepsin G block the tissue factor
pathway inhibitor (TFPI) and antithrombin (AT), which are two potent natural
anticoagulants, and this contributes to the activation of the proteinase 4 receptor (PAR4)
pathway in platelets, Von Willebrand factor exposure and initiation of the coagulation
cascade [51,71].

Thus, neutrophil activation allows the release of DNA-histone complexes
(especially H3 and H4) that induce the production of NETs and platelet activation via
NF-kB and TLR2 and TLR4 function [67], with a consequent expression of GPallb3
contributing to platelet aggregation and formation of thrombin in the extrinsic pathway
[68]. Histone-MPO complexes have also been found in the plasma of individuals with
MPNs and to be associated with high levels of LDH [61]. As such, NETosis plays a
crucial role in tumor expansion in MPNs by enhancing immunothrombosis and activating
hemostasis, thus forming a repetitive cycle [66].

Since we now know about the active participation of neutrophils in the process of
immunothrombosis in MPNs, there has been great interest in identifying neutrophil
subtypes involved in this mechanism. Tumor-associated neutrophils (TANS), also
classified as PMN-MDSCs, can be subdivided into N1 (neutrophils with anti-tumor
action) and N2 (neutrophils with pro-tumor action) [68,72—73], both in human and murine
models, and are found in circulation and in the microenvironment of patients with
tumorigenic and inflammatory conditions [70]. TANs directly contribute to the
angiogenesis process through significant release of ROS and consequent formation of
NETSs through expression of CD11b and elastase [71].

The presence of TANSs is also documented in processes of infiltration, invasion
and metastasis of solid tumors, such as melanoma, advanced gastric carcinoma, infantile
brain tumor [72] and even in cases of acute pancreatitis [74—77]. In these types of tumors,
TANS are sensitive to microenvironmental signals caused by the secretion of CXCL1,
CXCL2, TNF-a, IFN-y and IL-8 [70], which favors local invasion, functional
overexpression of neutrophils and functional suppression of T lymphocytes. However,
the role of TANSs in hematologic malignancies has been sparsely described. In 2019, the
study by Podaza and Risnik [78] aimed to detect TANSs in individuals with chronic
lymphocytic leukemia (CLL) and found that the proportion of TANS in patients with CLL
was greater, with high concentrations of IL-8, an important molecule in the induction of
NETs. Unfortunately, due to the scarce description of surface markers in this

classification of neutrophils, the research does not discriminate the TAN (N1/N2)
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phenotypes found, which are defined by the production capacity of ROS and NETS.
Nonetheless, some recent studies have aimed to describe the phenotyping of these
neutrophil subpopulations to better characterize them, especially their role in

hematological diseases.

3.2. Platelets

Platelet activation and dysfunctionality is a well-described phenomenon in
thrombotic and hemorrhagic processes in patients with MPNSs, and it is worth mentioning
that some platelet markers, such as P-selectin, CD41L, B-thromboglobulin, PF4 and
platelet-derived growth factor (PDFG), have been detected in high concentrations in the
plasma of individuals with ET and PV [52,54], which are biomarkers associated with
thrombotic complications. The expression of these markers induces a hemostatic response
through exposure and activation of tissue factor (a product of endothelial damage),
directly activating the extrinsic pathway of the coagulation cascade and consequent fibrin
production. In this process, activated platelets expose negatively charged phospholipids
that confer proteolytic reaction of coagulation factors, acting as mediators between
coagulation and inflammation through activation of the complement cascade, especially
of C3 and C5 molecules [66].

Interestingly, patients with MPNs can also manifest high basal levels of
phosphatidylserine in the platelet membrane, which in turn develops a pro-coagulant
function, and which is a finding that demonstrates that platelets are the central target in
the development of vascular and inflammatory complications in MPNs [75]. Thus, the
presence of the JAK2V617F mutation could potentiate platelet activation and contribute
to persistent thrombosis in these patients.

On the other hand, the constant circulation of complexes and activation of platelet
proteins can expose molecules derived from endothelial cells, favoring endothelial
activation and damage through TLR-4 signaling in platelets [76]. As such, endothelial
activation is promoted by high levels of reactive oxygen species, which are released by
neoplastic platelet—neutrophil complexes that lead to exposure of Von Willebrand factor,
collagen, platelet-endothelial cell adhesion molecules (PECAM), E-selectins and
thrombomodulin, as well as CD40L (an important tissue factor inducer), which are all
molecules that favor endothelial adhesion and are directly involved in the activated
thrombotic picture [75,79]. In the active process of hemostasis, the expression of some

biomarkers, such as thrombin, D-D, FVIII, fibrinogen, CD40L and platelet integrins, is
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detected; that, together with tissue factor, protein S, protein C, Von Willebrand factor and
P-selectins, favors the perpetuation of active hemostasis, cell adhesion and recruitment of
leukocytes and erythrocytes [76]. Although platelets form complexes with neutrophils,
platelet-monocyte aggregates have also been found, especially in patients with ET [77].

The interaction between platelets and endothelial cells most likely contributes to
the production of soluble selectins and the reduction of nitric oxide (a consequence of
high levels of reactive oxygen species and MPO), which benefits the laminar vessel
reduction and vascular obstruction [51,80]. Poisson et al. [81] provide confirmation of
this, in which endothelial cells showed a dysfunction of the nitric oxide pathway, the
cause of the accumulation of microvesicles derived from MPO-carrying erythrocytes,
which increased endothelial oxidative stress and compromised the vascular response to
vasoconstrictors. This implies a possible participation of erythrocytes in this process.
Therefore, in hematopoietic cells, oxidative stress and chronic inflammation status is
favored by the vicious cycle of biomacromolecule production that contributes to genomic
instability, mutation acquisition, tissue damage and acute leukemia transformation
[82,83].

On the other hand, hemorrhagic conditions can also be presented in patients with
MPNs, and are linked to increased platelet consumption (product of thrombogenesis) due
to the absence of a connection with high molecular weight multimers of the Von
Willebrand factor and dysfunctionality of platelet-dense granules [84]. However,
hemorrhagic complications are more often described in individuals with PMF and PV,
compared to those with ET [85]. An important finding about this is that individuals with
mutated ASXL1-PMF have a poor prognosis and a high risk of complications in
hemostasis [86]. Unfortunately, a relationship between mutations in ASXL1 and the
development of bleeding disorders in patients with PMF has not yet been established.

Matsuura et al. [87] observed a significant reduction of platelet-dense granules in
JAK2V617F positive platelets, suggesting that hyperactivation in JAK2 affects the
development of an ensemble of these granules in platelets in the thrombopoiesis process.
As a result, the role that JAK2 signaling plays in the control of dense granules in platelets

has never been reported.

3.3. Monocytes

Monocytes play an important role in the process of immunothrombosis, which is

also an independent and unfavorable prognostic factor in the survival of patients with PV
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and PMF, since they are mediators of inflammation, thrombosis and medullary fibrosis
due to the secretion of high concentrations of cytokines and the presentation of an
unbalanced response to IL-10. In the bone marrow, the pro-inflammatory cytokine
signaling promotes the interaction between malignant clone and stromal cells, which
stimulates osteoclastogenesis in the endosteal niche and causes the emergence of
fibrocyte clones involved in the induction of medullary fibrosis in PMF [36]. This
mechanism is promoted through cell cycle dysregulation in fibroblasts, and accelerates
the mal-differentiation process so that it loses the ability to repair hematopoietic tissue
(may be a product of the oxidative stress) and contributes to marrow fibrosis [88].

By using single-cell RNA-seq, Leimkuhler et al. [89] demonstrated that
transcriptomics of mesenchymal stromal cells of primary myelofibrosis patients show
loss of hematopoietic niche support, decreased multipotent progenitor status cell,
upregulated JAK/STAT and TGF-B signaling and upregulation of extracellular matrix
proteins like collagen.

Indirectly, monocyte activation is determined by exposure to pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) and damage-associated molecular patterns (DAMPS), thus
providing exposure to tissue factor and CD25 and benefiting activation of proteins with
procoagulant action and NFkB signaling [90].

On the other hand, monocyte activation may be favored by the expression and
binding of PSGL-1 to platelet P-selectin, favoring the expression of inflammatory
cytokines [71]. Therefore, platelet—-monocyte interaction induces a pro-inflammatory
phenotype through the expression of CD147, PSGL-1, EP1/EP2 and COX-2 as well as
the activation of integrins that contribute to endothelial adhesion and monocyte
recruitment [91]. Confirmation of this is found in the study by Wei Wang et al. [52], in
which JAK2V617F positive macrophages manifested a high expression of inflammatory
cytokines (IL-1p, IL-6 and TNF-a), nitric oxide synthase (iNOS), ligand-2 chemokine
(CCL2) and activation of the MAPK pathway, and they noted that monocytes showed
remarkably distinct rolling and cell adhesion when compared to wild-type cells.

It is important to mention that macrophages are subdivided into type M1 and type
M2, that both cell subtypes are activated by the NFkB signaling pathway, and that they
have cellular functions similar to N1 and N2, respectively [92]. M2 is the largest
component in neoplastic tissues, and directly contributes to the tumor environment,
proliferation, angiogenesis and release of cytokines that lead to neoplastic expansion [93].

However, M2 has been sub-classified into M2a, M2b and M2c; though it is worth noting
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that monocyte/macrophage accumulation of M2b can promote growth, invasion and
recurrence of cancers in vitro and in vivo [93].

In the study by Molitor et al. [94], it was observed that JAK2V617F positive M2
in patients with PMF showed greater capacity for colony formation through the secretion
of pro-fibrotic molecules, such as CCL2, IL-8, matrix metalloproteinase-9 (MMP9),
galectin 3 (LGALS3) and osteopontin (SPP1), which drive the proliferation and
production of collagen. Nonetheless, further research is needed regarding the role of

macrophage subclasses in different MPN phenotypes.

3.4. T Helper and Natural Killer Lymphocytes

Although lymphocytes are not well described in MPNs, these cells may also be
involved in immune dysregulation. T lymphocytes have a long lifespan and this possibly
contributes to greater signaling of disruptive effects in the immune system [95]. In some
PMF cases, T lymphocytes carry 3-83% of variant allele frequency of JAK2V617F,
accompanied by abnormalities in the karyotype, such as 13q-, 20g-, monosomy 7 and
inv(3). It is noted that these last two chromosomal alterations confer an unfavorable
prognosis [95-98]. Just as in lymphocytes, the role of natural killer (NK) cells in MPNs
has not been widely described.

NK cells are associated with the control of tumor growth and metastasis, which
indicates that NK cell deficiency is very rare and is generally linked to
lymphoproliferative disorders [98]. However, the study by Arantes [99] demonstrated that
NK cell JAK2V617F-positive patients had lower NKCD16+ CD56%™ counts compared to
NK cell JAK2V617F-negative patients, especially those with PV and PMF, which is a
finding that suggests that NK cells may be defective in MPNs. Although there have been
some investigations into the role of lymphocytes and NK cells in these hematological
diseases, further research is needed in order to elucidate their role in the evolution of these

diseases and in the development of immunothrombosis in MPNs.

4. Summary and Perspectives

The clinical approach to patients with myeloproliferative neoplasms is based on
the control of vascular complications, both arterial and venous, since these are events that
result in the main cause of morbidity and mortality due to hematological diseases.
According to recent investigations, thrombohemorrhagic complications are attributed to
the presence and high allelic frequency of JAK2V617F [100], suggesting that the presence
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of the JAK2 46/1 haplotype has not been related to the production of inflammatory
biomarkers that can be expressed in immunothrombosis [101]. Likewise, the link between
JAK2V617F and dysregulations in the immune response and hemostasis is well-described
and associated with the interconnection of the JAK/STAT pathway with other
intracellular signaling pathways, such as PI3K/AKT, Ras/Raf/MAPK and NFkB, in the
apoptotic process and in the production of inflammatory molecules [59]. In addition, next-
generation sequencing investigations have described other genes involved in these
signaling pathways (FLT3, GNAS, KIT, KRAS, NF1, NRAS, PTPN11 and SH2B3), in
epigenetic regulator genes (TET2, ASXL1, DNMT3A and EZH2) and negative regulator
genes of the JAK2 signaling pathway (SOCS and CBL), since they showed a strong
association with dysregulations in cytokine production and secretion [102,103]. These
could be excellent research targets in pathogenic mechanisms of MPN, and be employed
as predictors of worse clinical outcome, stratification risk or even as leukemia
transformation predictors [104].

The International Working Group—Myeloproliferative Neoplasms Research and
Treatment (IWG-MRT) established a prognostic algorithm for thrombotic complications
in common with BCR/ABL1 negative chronic myeloproliferative neoplasms, especially
in PV and ET, based on the variables of age (>60 years), percentage of homozygosity of
JAK2V617F and history of thrombotic events, which are factors that define the categories
of low risk, very low risk, intermediate and high risk of thrombotic and vascular
complications [5].

Cytoreductive therapy in individuals with PV, ET and PMF is often scrutinized
but widely used to alleviate the clinical picture and reduce the risk of these complications.
Thus, the drug of choice in individuals with PV and ET is hydroxyurea (HU).
Unfortunately, resistance or intolerance to HU have been described in 15-20% of patients
with MPN [105]. This phenomenon is a challenge in the treatment of these patients
because it reduces the therapeutic options and increases disease progression or the
thrombotic risk [105]. Many investigations regarding this have been carried out and
suggest that the existence of other molecular alterations in the kinase domain of JAK2
protein or in non-driver genes could be the reason for the pharmacological refractory
[106,107].

Ruxolitinib, a drug approved a few years ago by the FDA, is also considered an
excellent pharmacological choice in patients resistant to HU in PV [108]. However,

murine models demonstrated that its pharmacological action does not present anti-
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leukemic activity in vivo in the bone marrow [109], which is a finding that could suggest
a possible contribution from other deregulated cellular signaling, and is a target that
would also be interesting in the prognosis of these patients. In PMF, the treatment of
choice is HU, and using ruxolitinib for cases refractory to HU and patients classified as
high risk [109]. In young high-risk patients with PMF, allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation is considered. Nevertheless, the use of cytoreductive drugs for reticular
fibrosis or collagen would increase the chances of survival in these individuals; it is worth
noting that PMF is the BCR/ABL1 negative chronic myeloproliferative neoplasm with the
greatest association with leukemic transformation.

On the other hand, inhibition of platelet function in BCR/ABL1 negative chronic
myeloproliferative neoplasms is one of the main functions, since, as previously described,
platelets play a central role in the process of immunothrombosis. Thus, the use of
antiplatelet agents reduces the rate of occurrence and recurrence of thrombo-hemorrhagic
and inflammatory events [80]. Low molecular weight heparin, aspirin and clopidogrel are
the main drugs used to control platelet activation. Although they are the most frequently
used drugs in these diseases, the use of new drugs that inhibit the expression of platelet
receptors, platelet adhesion molecules and cytokines would favor the reduction of
thrombus formation and, consequently, the development of immunothrombosis [5].
Likewise, inhibition of the expression of integrins, adhesion molecules and other
membrane proteins in neutrophils, monocytes, lymphocytes and endothelial cells
constitutes a promising strategy in individuals with BCR/ABL1 negative chronic
myeloproliferative neoplasms as treatment targets [66], especially in those with drug
resistance and categorized as high risk.

Despite the detection of microvesicles, cellular complexes and other inflammatory
markers have been comprehensively discussed in MPN, and detection of mi-RNAs is
actually considered a metabolic response marker, before, during and after lymphoma
treatment [110]. Moreover, the advance in molecular techniques leads us to the
development of noninvasive techniques, such as liquid biopsy, that could be a potential
tool, especially in non-solid cancers, for prognosis and monitoring indicators in
hematologic malignancies [111]. Currently, analyzing the circulating cell-free (cf)-DNA
is proposed as a noninvasive tool for use in the diagnosis and prognosis of hematologic
malignancies, which could be employed to differentiate between MPN subtypes, as well

as to predict the development of thrombotic complications [111-112].
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JAK2V617F (dbSNP: rs77375493) € a variante mais frequente e mais estudada
nas neoplasias BCR/ABL1 negativo, seguida de variantes no éxon 12 do gene JAK2. O
estudo visou caracterizar molecularmente variantes no gene JAK2 em pacientes com
Neoplasias Mieloproliferativas Crénicas BCR/ABL1 negativo. O estudo incluiu 75
pacientes com neoplasias mieloproliferativas BCR/ABL1 negativo: Policitemia vera
(n=29), Trombocitemia essencial (n=44) e Mielofibrose (n=2). Realizou-se avaliagdo
molecular mediante Reacdo em cadeia de Polimerase convencional e Sequenciamento de
Sanger para deteccdo de variantes na regido codificante completa do gene JAK2.
Sequenciamento de Sanger demonstrou a presenca de rs907414891, rs2230722,
rs2230723, rs10119726, rs576746768, rs77375493 (JAK2V617F), rs2230728,
rs2230724, rs41316003 e rs55930140 na regido codificante do gene JAK2. Coexisténcia
de variantes detectou-se na policitemia vera e na trombocitemia essencial, sendo a
combinagdo de variantes rs2230722 / rs77375493 /rs2230724 a mais predominante.
Assim, individuos com Neoplasias Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo com
as variantes rs2230724, rs2230722 e rs77375493 tanto separada como conjuntamente

evidenciam alteragBes discretas no perfil clinico-laboratorial, especialmente em
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concomitancia com a variante rs77375493, demonstrando envolvimento na instabilidade
de mecanismos regulatérios a nivel proteico e possivelmente no fendtipo

mieloproliferativo.

Palavras chaves: JAK2, neoplasias mieloproliferativas cronicas, Regido Codificante,

Sequenciamento de Sanger.

As Neoplasias Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo  (NMP)
representam um grupo heterogéneo de doencgas clonais da célula progenitora
hematopoiética, sendo as mais classicas: Policitemia vera (PV), trombocitemia essencial
(TE) e mielofrobrose primaria (MFP)*?, Estas doencas hematoldgicas s&o caracterizadas
por incrementada proliferacdo celular, desenvolvimento de inflamacdo cronica e

associacio com Hematopoiese clonal'>4,

Rearranjos genéticos na via JAK/STAT sdo as principais causas de
desenvolvimento de Neoplasias Mieloproliferativas cronicas®. Variantes nos genes
drivers: JAK2, CALR e MPL séo as mais associadas ao desenvolvimento de neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo®. O gene JAK2 localiza-se no
cromossomo 9, locus p24.1. O gene completo é constituido de 145,559 nucleotideos,
distribuidos em 27 éxons, sendo que sequéncia codificante de JAK2 tem uma extensao de
3 399 nucleotideos, distribuida em 23 éxons, apartir do éxon 3 até o éxon 25, que codifica
uma proteina de 1132 a. aminoacidos, de tipo tirosina quinase ndo receptora, denominada

JAK2.

A maioria de variantes identificadas em JAK2 resultam em ganho de funcéo,
caracterizadas como somaticas de tipo missense que conduzem a producéo desregulada de
células hematopoiéticas na medula 6ssea e acumulacdo de células maduras no sangue
periférico’. JAK2V617F (dbSNP: rs77375493) é a variante mais identificada nas NMP,
encontrando-se até em 95% na PV e entre 50-60% na TE e MFP8. A variante localiza-se
no éxon 14 do gene JAK2 e caracteriza-se como uma variante de tipo missense, produto
da substitui¢cdo de uma guanina por uma timina na posi¢do 1849, que resulta na leitura de
uma Valina em lugar de uma Fenilalanina na posicdo 617 da estrutura proteica®*°, posicéo
que pertence ao dominio Pseudoquinase, regido de principal regulagdo positiva e negativa

da proteinal®,
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Variantes no exon 12 do gene JAK2 sdo identificadas em aproximadamente 3%
dos pacientes negativos para JAK2V617F2. AlteragOes genéticas neste éxon incluem
variagles de tipo missense e indels!®, as quais conferem um quadro de eritrocitose
marcada em individuos com PV, apresentando-se em idades menores comparadas a
variante JAK2V617F4,

Apesar de que JAK2V617F e variantes no éxon 12 sdo as mais identificadas e
descritas em individuos com neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1
negativo; aplicacdo de sequenciamento de Sanger e Sequenciamento de Nova Geracao
tem permitido identificar variantes em outros éxons de JAK2!16 especialmente na
extensdo da regido codificante completa de JAK2, que atingem outros dominios da
proteina JAK2®'" e segundos estudos funcionais, levam a ativagdo constitutiva de
JAK/STAT, sendo que a maioria das variantes descritas sdo somaticas, enquanto que uma
pequena fracdo delas sdo germinativas, sendo que este ultimo achado poderia sugerir que
alguns pacientes podem desenvolver um fendtipo mieloproliferativo ndo clonal, com

penetrancia variavel a nivel familiar'®,

Algumas variantes adquiridas na seccdo codificante de JAK2 s&o descritas como
benignas ou de significado clinico incerto, sendo que entre os principais éxons afetados
encontram-se os éxons 6°, 9-10%°, 11-15%, e 1921, Segundos estudos, algumas variantes
nestas regides tem sido encontradas em coexisténcia, apresentando sinalizacdo
independente de citocinas?, e que inclusive associam-se a transformacgdo leucémica e
desenvolvimento de tumores sélidos ndo hematoldgicos?®223, Assim, o presente estudo
visou caracterizar molecularmente variantes na regido codificante do gene JAK2 em

individuos com neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo.

Resultados

Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com NMP BCR/ABLL1 negativo.
Foram avaliadas 75 amostras de individuos diagnosticados com NMP, distribuidos em
PV (n=29), TE (n=44) e MF (n=2). Clinicamente, PV apresentou predominio do sexo
masculino (16/29), enquanto que na TE o predominio foi mais frequente na populagdo

feminina (33/44), (p=0.009). Os casos de MF distribuiram-se de forma equivalente.

Acerca da idade, as 3 neoplasias apresentaram faixa etaria entre a quinta e sexta

década da vida (p=0.330). Esplenomegalia foi detectada em maior frequéncia na PV do
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que na TE (27.5% e 18.1%, p=0.341) respectivamente. Eventos cardiovasculares foram
mais registrados em individuos com PV (17.2%) comparado com aqueles com TE
(p=0.071). No historico de eventos cardiovasculares citam-se: Faléncia cardiaca, infarte,

hipertensdo arterial pulmonar, acidente cerebrovascular e sindrome Budd-Chiari.

Em contraste, eventos tromboticos e hemorragicos foram mais descritos em casos
de TE (18.1% e 25%, p=0.170 e p=0.0047) respectivamente comparado com PV. Entre
0s eventos trombaticos avaliados, mencionam-se: venose trombose profunda, trombose
de vena esplénica e varizes esofagicas, enquanto que os eventos hemorragicos avaliados
no estudo foram: hipermenorragia, hemorragia ocular e gingival, hemorragia do trato

gastrointestinal e aborto espontaneo.

Quanto ao hemograma, observou-se aumento da linhagem eritrocitaria em
individuos com PV comparado com aqueles com TE, apresentando RBC aumentado (4.6
x mm3, p=0.0003), achado este que complementa-se com indices de Hto (46.9 %, p <
0.0001) e Hba (14.7 g/dL, p= 0.0001). indices hematimétricos acharam-se aumentados
na TE (VCM: 103.9 fL, p=0.018; HCM: 33.5, p=0.008 e CHCM: 32.4, p=0.036)
comparado com PV. WBC encontrou-se-dentro de intervalos normais nas neoplasias em
questdo (p=0.004), contudo a porcentagem de neutrofilos foi maior na PV (68%, p=0.048)
comparado com a TE; enquanto que porcentual de linfécitos foi maior na TE do que na
PV (29.1%, p=0.001). Na TE, observou-se alta contagem plaquetaria (468500 x mma3,
p=0.0002), comparado com PV.

Valores no coagulograma de individuos com PV, TE e MF foram estreitamente
relativos; no entanto, observou-se leve incremento nas concentragdes de fibrinogénio nos
individuos com MF (368 mg/dL). Anélises bioquimicas demonstraram maiores
concentragdes de DHL e AU em individuos com MF (883.9 U/L e 6.7 mg/dL;
respectivamente) comparado com PV e TE. Presenca de variantes no gene JAK2
predominou levemente em individuos com PV comparado com aqueles com aqueles com
TE (93.1% e 90.9%) respectivamente. Caracteristicas clinicas e laboratoriais sdo descritas

na tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes (n=75)

Caracteristicas PV (n=29) TE (n=44) MF (n=2) p value
Homens/ Mulheres, n 16/13 11/33 1/1 0.009
Idade, Ma [11Q] 61 [48-72] 56.5 [48-72] 66 [54-78] 0.330
RBC (x mm3), Mg [ 11Q ] 4.6 [4.11-5.9] 3.8[3.2-4.5] 4.3[3.6-5.1] 0.0003
Hto (%),Mq [ 11Q ] 46.9 [42.1-50.5] 38 [35.8-42.7] 36.9[33.5-40.4]  <0.0001
Hba (g/dL), Ma [ 11Q] 14.7[13.6-16.1] 12.8 [11.6-13.9] 11.7[11.1-12.3] 0.0001
VCM (fL), Mg [ 11Q] 93.7 [83.8-104.3] 103.9 [92.3-112.9] 86.1[79.2-93.1] 0.018
HCM (pg), M4 [ 11Q] 30.9 [27.6-33.3] 33.5 [30.2-36.7] 27.4[24.1-30.8] 0.008
CHCM (g/dL), M4 [ 11Q ] 31.6 [30.3-33.3] 32.4 [32-33.5] 31.7 [30.4-33.1] 0.036
WBC (x mm3), Ma [ 11Q ] 6540 [5430-7985] 5210 [3915-6990] 7205 [4360-10050] 0.004
Neutrofilos (%), Ma [11Q] 68 [60.2-74.1] 62.7 [56.8-68.3] 68.4 [63-73.8] 0.048
Linfécitos (%), Mg [ 11Q ] 21.5[17.4-28.1] 29.1 [22.6-34.6] 15.4 [11-19.9] 0.001
Mondcitos (%), Ma [ 11Q] 5 [3.6-6.6] 5.1 [4.1-6] 1.9 [1-2] 0.873
Plaquetas (x mms3), Ms [11Q] [1685(())02-(31%%000] [366;156(?-%033750] [356388?50202000] 0.0002
DHL (U/L), Ma[11Q] 439.8 [317.8-561.3] 427.7 [380.9-507.7] 883.9 [483.1-1285] 0.853
Acido Urico (mg/dL), Mg [ 11Q] 4.4[3.4-5.6] 4.1[2.7-4.1] 6.7 [5.7-7.7] 0.177
PT (seg), Mg [ 11Q ] 11.6 [10.9-11.7] 11.6 [11.1-12.3] 13.4[12.8-14.1] 0.838
INR, Mg [11Q] 0.9[0.9-1.0] 0.9[0.9-1.0] 11[1.1-1.2] 0.847
aPTT (seg), Ma [11Q] 32.7[27.9-37.3] 31.4[28.1-33.9] 35.9 [34.3-37.5] 0.248
Fibrinogénio (mg/dL), M4 [ 11Q] 275 [221-320] 289 [206-343.8] 368 [190-546] 0.647
Esplenomegalia, n (%) 8 (27.5) 8 (18,1) 1 (50) 0.341
Eventos cardiovasculares, n (%) 5(17.2) 2 (0.5) 0 0.071
Eventos trombdticos, n (%) 2 (6.8) 8 (18.1) 0.170
Eventos hemorragicos, n (%) 2 (6.8) 11 (25) 0 0.047
Tratamento com HU, n (%) 23 (79.3) 41 (93.1) 0 0.077
Tratamento com Anagrelida n (%) 0 3(6.8) 1 0.151
Terapia com Flebotomia, n (%) 5(17.2) 0 0 0.004
JAK2-variante 27 (93.1) 40 (90.9) 1 0.738

Abreviac6es. PV: Policitemia vera, TE: Trombocitemia Essencial, MF: Mielofibrose, RBC: Contagem de
eritrocitos, Hto: Hematdcrito, Hba: Hemoglobina, VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina
corpuscular média, CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, WBC: Contagem de
leucécitos, DHL: Lactato Desidrogenase, PT-INR: Tempo de Protrombina- Razéo Internacional
Normalizada, aPTT: Tempo de Tromboplastina Parcial ativada, HU: Hidroxiuréia, 11Q: Intervalo

interquartil, Mq: Mediana.
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Variantes detectadas por Sequenciamento de Sanger em pacientes com neoplasias
mieloproliferativas cronicas. ldentificaram-se 2 variantes que atingem o dominio
FERM (rs907414891 e rs2230722), 1 variante entre a regido de ligagdo FERM-SH2
(rs2230723), 1 variante no dominio SH2 (rs10119726), 1 variante entre a regido de
ligacdo SH2-JH2 (rs576746768), 2 variantes que atingem o dominio pseudoquinase
(rs77375493 e rs2230728), 1 variante entre a regido de ligacdo JH1-JH2 (rs2230724) e 2
variantes no dominio quinase (rs41316003 e rs55930140); totalizando 10 variantes

identificadas na regido codificante completa do gene JAK2, descritas no quadro 1.



Quadro 1. Variantes detectadas por Sequenciamento de Sanger na regido codificante do JAK2 em pacientes com NMP (n=75).

76

i innd Ty foi Tipo de
. Variagdo no Localizacdo Variagdo na Dominio x . - rary— !
Variante Alelo cDNA - proteina . Alteracdo Funcional Significado clinico variante*
. _ Sindnima, sem evidéncia . Somética
rs2230722 C>T c.489 6 (p.His163=) FERM funcional registrada Benigna
Missense, sem evidéncia _— Somética
rs907414891 A>G c.496 6 (p.lle166Val) FERM funcional registrada Sem descricao
i Missense, sem evidéncia Significado clinico Germinativa
rs2230723 C>G c.1177 9 (p.Leu393Val) FERM-SH2 funcional registrada incerto
_ Sindnima, sem evidéncia . Somaética
rs10119726 T>G €.1458 11 (p.Val486=) SH2 funcional registrada Benigna
_ i Sinbnima, sem evidéncia ‘% Somatica
rs576746768 T>C €.1545 12 (p.Asn515=) SH2-JH2 funcional registrada Sem descricao
rs77375493 G>T c.1849 14 (p.Val617Fen) Pseudoquinase M'Sii%zeéoga”ho de Patogénica Somatica
_ . Sinbnima, sem evidéncia . Somatica
rs2230728 T>C €.1929 15 (p.Asn643=) Pseudoquinase funcional registrada Benigna
rs2230724 G>A €.2490 19 (p.Leu830=) JH1-JH2 Sinonima, sem evidéncia Benigna Somatica
funcional registrada
. . Missense, sem evidéncia : Germinativa
rs41316003 G>A c.3188 24 (p.Arg1063His) Quinase funcional registrada Benigna
rs55930140 G>A €.2931 24 (p.Leu977=) Quinase Sinonima, sem evidéncia Benigna Somatica

funcional registrada

* Significado clinico foi descrito de acordo aos reportes da Clinvar. Tipo de variante foi descrito de acordo aos reportes da dbSNP. = significa auséncia de troca em aminoécidos.
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Frequéncia e distribuicdo de variantes em pacientes com alelos variantes do gene
JAK2. Frequéncia de variantes foi estimada na populagéo com alelos variantes em JAK2
(PV=27, TE=40 e MF=1), observando-se que a maioria delas localizam-se nos primeiros
dominios proteicos, atingindo especialmente o dominio FERM, seguido do dominio
pseudoquinase. Dai que, a variante rs2230722 apresentou um predominio discreto em
individuos com PV comparado com aqueles com TE (81.4% e 70%,) respectivamente,
enquanto que a variante rs2230724 foi detectada em individuos com PV e TE em
equivaléncia. Variante rs77375493 (JAK2V617F) apresentou alta frequéncia em

individuos com PV comparado com aqueles com TE (59.2% e 20%) respectivamente.

Variantes rs2230723, rs907414891, rs41316003, rs576746768, rs55930140 e
rs2230728 foram encontradas em casos esporadicos de TE, mas ndo na PV nem MF. Em
contraste, rs10119726 foi exclusivamente encontrada na PV (1 caso). Frequéncia de

variantes é representada na tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia e distribui¢do de variantes em pacientes.

Variante PV (n=27) TE (n=40) MF (n=1)
rs2230722, n (%) 22 (81.4) 28 (70) 1
rs2230723, n (%) 0 1(2.5) 0
rs2230724, n (%) 24 (88.8) 35 (87.5) 1
rs77375493, n (%) 16 (59.2) 8 (20) 1
rs2230728, n (%) 0 3(7.5) 0
rs907414891, n (%) 0 1(2.5) 0
rs41316003, n (%) 0 1(2.5) 0
rs576746768, n (%) 0 1(2.5) 0
rs10119726, n (%) 1(2.7) 0 0
rs55930140, n (%) 0 1(2.5) 0

Abreviages. PV: Policitemia vera, TE: Trombocitemia Essencial, MF: Mielofibrose.
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Panorama mutacional e perfil laboratorial de variantes somaticas do gene JAK2 em
individuos com PV e TE. Apds estimacdo da frequéncia de variantes na regido
codificante completa do gene JAK2, decidiu-se tracar o perfil mutacional dos individuos,
observando que os pacientes com alelos variantes em JAK2 apresentaram de uma até 3
variantes simultaneamente. Entre as principais variantes encontradas simultaneamente
nas trés neoplasias mieloproliferativas citam-se rs2230724, rs2230722 e rs77375493,
destacando que a maioria de individuos com PV apresentaram as trés variantes
comparado com aqueles com TE. Em contraste, individuos com TE apresentaram
predominio de duas variantes comparado com aqueles com PV. As demais variantes

apresentaram combinagdes com distribuicdo heterogénea entre as neoplasias avaliadas.

Comparou-se o perfil laboratorial de individuos com PV e TE com variantes em
JAK2, considerando o perfil mutacional frequente em ambos grupos; entre as quais
destacaram: rs2230724, rs2230722/rs2230724 e rs2230722/rs77375493/rs2230724. Nos
individuos com PV com a combinacdo de variantes rs2230722/rs77375493/rs2230724
(em concomitancia) observou-se Hto e VCM aumentado (47% e 100.4 fL, p=0.667 e
p=0.384) respectivamente, comparado com aqueles com PV que apresentaram somente a
variante rs2230724, os quais apresentaram concentrac6es de Hba aumentadas (15.3 g /dL,
p=0.947). RBC foi relativo entre os trés grupos de combinagdes (4.5, 4.8, 4.4 x mm3,
p=0.902). Niveis de HCM e WBC foram menores nos individuos com a variante
rs2230724, contudo estes dados ndo foram estatisticamente significativos (p=0.861 e
p=0.596) respectivamente. De igual forma aqueles que apresentaram somente a variante
rs2230724 exibiram menores contagens plaquetarias, sem significancia estatistica
(p=0.314).

Acerca das caracteristicas clinicas, equivaléncia relativa entre mulheres e homens
com PV observou-se com as trés variantes (rs2230722/rs77375493/rs2230724), sem
significancia estatistica (p=0.586). Igualmente, este grupo registrou maior nimero de
eventos cardiovasculares (4 individuos, p=0.236) comparado com 0s outros 2 grupos de
variantes, dados descritos na tabela 3. Em contraste do grupo de PV; individuos com TE
que apresentaram a combinacdo de variantes rs2230722/rs77375493/rs2230724,
apresentaram RBC, Hto e Hba aumentada (5.1 x mm3, p=0.003; 47.8%, p= 0.007 e 15.5
g/dL, p=0.004) respectivamente, comparado com aqueles com TE que apresentaram
somente a variante rs2230724 ou a combinacdo rs2230722/rs2230724. Contrariamente
da PV, individuos com TE que apresentaram somente a variante rs2230724, manifestaram
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valores aumentados de VCM e HCM (106.8 fL, p=0.038 e 35.2 pg, p=0.027). No mesmo
grupo (variante rs2230724) observou-se WBC diminuido (4490 x mm3, p=0.823) e
contagem plaquetéria maior (472000 x mm3, p=0.186). De forma interessante, maior
numero de mulheres apresentaram as variantes rs2230722/rs2230724 em concomitancia,

assim como maior numero de episodios trombo-hemorragicos. Ver dados na tabela 4.
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Tabela 3. Perfil laboratorial de individuos com Policitemia vera com variantes no gene JAK2.

Caracteristicas rs2230724 (n=3) rs2230722 / rs2230724 (n=6) rs2230722 / rs77375493 /rs2230724 (n=15) p value
Homens/Mulheres, n 2/1 214 817 0.586
Eventos cardiovasculares, n (%) 0 0 4 0.236
Eventos trombéticos, n (%) 0 1 1 0.646
Eventos hemorragicos, n (%) 0 1 0 0.209
RBC (x mm3), Mq [11Q] 4.5 [4.4-5.7] 4.8[3.8-5.7] 4.44[3.8-5.8] 0.902
Hto (%), Mq [11Q] 42.4 [40.1-49] 44.8 [39.8-51.2] 47 [42.8-50.4] 0.667
Hb (g/dL), M4 [11Q] 15.3 [13-16.2] 14.5 [13.4-17.6] 14.8 [13.7-15.8] 0.947
VCM (fL), Mq [11Q] 90.3 [84.8-92.4] 95.9 [87.6-102.8] 100.4 [82.6-106.3] 0.384
HCM (pg), Mg [11Q] 29.3[28-33.3] 31.6 [29.6-33.9] 31.5 [28.1-34.8] 0.861
WBC (x mm3), Mq [11Q] 6480 [3680-6860] 7175 [5810-8025] 6540 [5620-9900] 0.596
Plaquetas (x mm3), Mq [11Q] 166000 [156000-488000] 298000 [163750-347000] 384000 [246000-559000] 0.314

AbreviacGes. PV: Policitemia vera, RBC: Contagem eritrocitaria, Hto: Hematécrito, Hba: Hemoglobina, VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina corpuscular
média, WBC: Contagem de leucdcitos, 11Q: Intervalo interquartilico, Mq: Mediana.
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Tabela 4. Perfil laboratorial de individuos com Trombocitemia essencial variantes no gene JAK2.

Caracteristicas rs2230724 (n=7) rs2230722 / rs2230724 (n=15) rs2230722 / rs77375493 /rs2230724 (n=4) p value
Homens/Mulheres, n 1/6 4 /11 17/3 0.809
Eventos cardiovasculares, n (%) 0 1 0 0.683
Eventos trombéticos, n (%) 1 4 2 0.437
Eventos hemorragicos, n (%) 2 3 1 0.901
RBC (x mm3), Mg [RIQ] 3.2 [3.0-3.4] 3.8 [3.2-4.3] 5.1 [4.7-6.5] 0.003
Hto (%),Mq [11Q] 35.8 [34.4-37.9] 40.2 [34.6-41.4] 47.80 [44.6-54.2] 0.007
Hb (g/dL), Mq [11Q] 11.6 [10.9-12.7] 12.9 [11.9-13.9] 15.5 [14.6-16.7] 0.004
VCM (fL), Mq [11Q] 106.8 [106.5-118.2] 100.5 [92.3-114.2] 88.2 [82.4-100.3] 0.038
HCM (pg), Mq [11Q] 35.2 [33.6-38.3] 33.3[29.7-36.9] 29.9 [25.6-31.1] 0.027
WBC (x mm3), Mg [11Q] 4490 [3740-5370] 5130 [2980-6680] 5320 [3968-7115] 0.823
Plaguetas (x mm3), Mg [11Q] 472000 [397000-602000] 467000 [358000-534000] 333500 [167250-458500] 0.186

AbreviacOes. PV: Policitemia vera, RBC: Contagem eritrocitaria, Hto: Hematécrito, Hba: Hemoglobina, VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina corpuscular
média, WBC: Contagem de leucdcitos, 11Q: Intervalo interquartilico, Mq: Mediana.
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Discussao

As NMP geralmente caracterizam-se pelo aumento nas contagens celulares, que
conduzem algumas vezes a evolucédo clonal e progressdo da doenca. Assim, nossos resultados
demonstram relacéo direta com os indicadores estabelecidos pela OMS?, observando que o
incremento da linhagem eritrocitéria é de fato uma caracteristica em individuos com PV e que
0 aumento na contagem plaquetaria é um indicador sugestivo de TE. Embora aumentos de RBC
sejam diretamente relacionados a concentracdes de Hba e Hto, é considerado que estes dois
ultimos parametros hematoldgicos ndo constituem indices fidedignos na PV, devido a expanséao
plasmatica que poderia mascarar o valor verdadeiro do Hto, especialmente em casos de PV em

mulheres?.

De igual modo, destaca-se que NMP sédo associadas a alto risco de eventos tromboticos
e tromboembdlicos em comparacdo a populacdo geral, associados a aumentadas contagens
hematopoiéticas, especialmente em individuos com TE?°. Embora administracio de HU seja
altamente utilizada em casos de PV e TE na normalizacdo de contagens hematoldgicas, nossos
resultados evidenciam que uma alta contagem plaquetaria observada em individuos com TE
apresenta relacdo direta com o aumento da frequéncia de eventos trombo-hemorréagicos, o que
indica que as plaquetas poderiam ser de fato as principais mediadoras da ativagdo trombdtica
nestes pacientes. Assim, o estudo de Buxhofer-Ausch et al.>° demonstrou que normalizacio da
contagem plaquetaria constitui um fator importante na reducdo do risco trombdtico,
independente da contagem leucocitaria. No entanto, precisa-se de maiores estudos na
confirmacéo de qual é o ponto de corte na contagem plaquetaria para desencadear estes riscos.

Estudos propGem a normalizacdo de PLT e WBC para reduzir o risco trombdtico em
individuos com NMP. Contudo, muitos deles ndo alcangam resposta hematolégica completa,
fato que poderia ser atribuido a presenca de variantes no gene que ndo respondam
adequadamente ao tratamento citorredutor. JAK2V617F € a variante mais comum nas NMP
BCR/ABL1 negativo®, com atividade constitutiva da via JAK2/STATS5 e altamente associada
ao desenvolvimento de complicagdes cardiovasculares e tromboticas. No entanto complicacdes
esofagicas e gastricas sdo descritas nestes pacientes®?, geralmente devido a hipertensdo de via
do sistema porta ou sindrome de von Willebrand adquirida por excessiva trombocitose. No
entanto, outras variantes no gene JAK2 tém sido reportadas, sendo que a maioria destas
variantes s&o de tipo somaticas®!® A existéncia de variantes germinativas nas NMP também
tem sido descrita, inclusive mostrando padrdes de hipersensibilidade a eritropoietina (EPO) e
sinalizagdo constitutiva débil de JAK2/STATS5, comparado com JAK2V617F%!, Desta forma,



82

mediante aplicagdo de Sequenciamento de Sanger na regido codificante do gene JAK2, nosso
estudo demonstrou a existéncia de variantes somaticas e germinativas em individuos com NMP
distintas a JAK2V617F, sendo as variantes de tipo somatico as mais frequentes; dados

igualmente demonstrados por estudos previos®3334,

Por outro lado, segundo dados disponiveis no site ClinVar-NCBI, uma fracdo de
variantes adquiridas localizadas na extensdo da regido codificante de JAK2 sdo benignas ou de
significado clinico incerto, mencionando que a maioria das variantes reportadas até a atual data,
localizam-se nos dominios FERM, quinase e regides de ligagdes'®1®202! fato
consideravelmente relacionado com nosso estudo, pois as variantes detectadas localizam-se nas

regibes mencionadas.

Atualmente, o dominio FERM constitui um dos alvos mais relevantes nas NMP. Isto
devido a dualidade de fungbes que tem sido descritas neste dominio: afinidade na ligacdo
citocina-receptor e inibicéo da atividade quinase de JAK23%%¢, Assim, destaca-se que a presenca
de variantes neste dominio poderia resultar em uma incrementada atividade basal de JAK2%®,
fendmeno que poderia explicar o fendtipo mieloproliferativo em individuos JAK2V617F
negativos que apresentam outras variantes em JAK2, e que possivelmente poderia ter relacdo
com o fenotipo clinico nos diferentes subtipos de neoplasias, fendmeno que até hoje ndo é bem

esclarecido.

Desta forma, 0 SNV rs2230722, localizado no éxon 6 de JAK2, foi encontrado no nosso
estudo em alta frequéncia e com alto predominio em mulheres, dado igualmente demonstrado
no estudo de Sokol et al.!® cuja variante apresentou maior frequéncia em mulheres com
Sindrome de agregacdo plaquetaria comparado com homens; significativamente associado a
trombose venosa profunda. Com isto, a variante que poderia ser correlacionada com o quadro
clinico das NMP, especialmente em individuos com manifestacdo de complicacdes

trombéticas.

Por outro lado, 0 SNV rs2230724 foi detectado em nosso estudo, variante localizada no
éxon 19 de JAK2 e que atinge a regido de ligagdo entre JH2-JH1. Apesar de que variantes nesta
regido ndo sejam altamente descritas nas NMP, alteracdes na interagdo JH1-JH2 poderiam gerar
desregulacdo na inibicdo da atividade catalitica e portanto alteracdo na funcao dela. Este SNV
junto com rs2230728 séo reportados em canceres hematoldgicos e associados a progresséo a
leucémica aguda, especialmente em individuos > 45 anos?’; podendo tornar-se em marcadores

genéticos de progressao leucémica nas NMP.
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Coexisténcia de variantes de JAK2 ndo é um dado altamente descrito nas NMP; contudo
isto poderia ter maiores repercussdes na clinica dos individuos. Assim, neste estudo encontrou-
se concomitancia em até 3 variantes, em presenca de JAK2V617F, apresentando perfis
laboratoriais com leves incrementos nas linhas celulares, o que supde que JAK2V617F confere
de fato instabilidade genémica e poderia incrementar a sinalizagdo intracelular e facilitar a
aquisicdo de outras variantes dentro do mesmo gene. Lanikova et al.,>” demonstraram mediante
Sequenciamento de Sanger, a presenca do SNV rs2230723 em coexistencia com JAK2V617F,
descrevendo no caso contagens hematologicas normalizadas ap6s administracdo de
hidroxiuréia e que segundos experimentos funcionais, ambas variantes apresentaram
sinalizagdo aumentada em STAT1, STAT3 e STATS5, 0 que sugere o potencial de ambas
variantes na predisposicdo maligna. Igualmente, outras variantes em JAK2 poderiam conferir
sinalizacdo constitutiva fraca da via JAK/STAT, conferindo um fenotipo mieloproliferativo
“mais atenuado”, apresentando contagens celulares com alteragdo discreta. No entanto,
precisam-se de maios estudos que avaliem o comportamento funcional destas variantes, tanto

individual como conjuntamente.

Embora nosso estudo destaque a importancia da deteccdo de outras variantes na
extensdo completa da regido codificante, e a coexisténcia de variantes no mesmo gene com
possiveis repercussdes no quadro clinico-laboratorial de individuos com NMP; ele apresenta
varias limitacdes. Entre as principais limitacdes deste estudo citamos: n amostral pequeno, falta
de estudos funcionais que confirmem a atividade mieloproliferativa destas variantes e falta de
associacao alélica das variantes com desfechos, dado que poderia explicar possiveis

predisposi¢cdes malignas para o desenvolvimento de NMP.

Em conclusdo, individuos com NMP BCR/ABL1 negativo com a presenca de variantes
rs2230724, rs2230722 e rs77375493 tanto separada como conjuntamente evidenciam
alteracdes discretas no perfil clinico-laboratorial, especialmente em concomitancia com a
variante rs77375493, demonstrando que sua fungdo poderia estar diretamente envolvida na
instabilidade de mecanismos regulatérios a nivel proteico e possivelmente no fenotipo

mieloproliferativo dos individuos com NMP.



84

Materiais e Métodos

Pacientes. Foram incluidos 75 pacientes com diagnostico de PV (n=29), TE (n=44) e MF (n=2),
atendidos na Fundacédo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM)
desde julho 2021 até Fevereiro 2022. Os participantes apresentaram auséncia de transcritos
BCR/ABL1. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Nacional (N(imero de processo #
4.450.813). Todos os procedimentos foram realizados segunda resolucdo 466/12 do Ministério
de Salde do Brasil e Declaracdo de Helsinki. Todos os participantes providenciaram

consentimento informado antes de participar do estudo.

Dados clinicos e laboratoriais. Dados clinicos foram obtidos de prontuarios médicos
incluindo: sexo, idade, esplenomegalia, histérico de eventos cardiovasculares, trombdticos ou
hemorragicos e tratamento administrado. Dados laboratoriais foram obtidos de coletas
sanguineas, incluindo: Contagem de eritrécitos (RBC), Hematdcrito (Hto), hemoglobina (Hba),
Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Contagem de
leucdcitos (WBC), percentual de neutréfilos segmentados, mondcitos e linfocitos; contagem
plaquetaria, Tempo de Protrombina-INR (PT-INR), Tempo de Tromboplastina Parcial ativada
(@PTT), Fibrinogénio (FIB), Lactato desidrogenase (DHL) e &cido urico.

Processamento de amostra sanguinea e extracdo de RNA. RNA total foi extraido com
TRIzol™ (Ambion, USA) de amostras de sangue periférico com anticoagulante EDTA,
seguindo as instrucdes do fabricante. cDNA foi sintetizado utilizando SuperScript™ I1I Reverse
Transcriptase (Promega, USA). Reacdo em cadeia da polimerase — Retrotranscriptase (RT-
PCR) foi utilizada para obtencdo de cDNA, utilizando os seguintes parametros de ciclagem: 5
minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e tempo indefinido a 4°C. Apos reagdo, o cDNA foi
armazenado a -80°C até realizacdo de PCR convencional.

PCR e analise por Sequenciamento de Sanger. As amplificacGes foram realizadas utilizando
um volume de 25 pL. Os produtos das reacdes foram visualizados mediante electroforese em
gel de agarose ao 1,5% colorido com brometo de etidio. Os produtos da PCR foram purificados
utilizando o protocolo de purificagdo e precipitacio de DNA por Polietilenglicol 8000
(Promega)®2%27. Reagdo de sequenciamento de Sanger (em ambas direcdes) foi realizado
usando BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems), segundas recomendacgdes do
fabricante. Os primers utilizados no sequenciamento sdo descritos no quadro 2. Os primers
utilizados também foram desenhados mediante a ferramenta Primer-BLAST- NCBI e

OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com, avaliando a porcentagem de GC, Tm, capacidade de
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Hairpin, e indice AG, com a finalidade de flanquear a regido codificante completa de JAK?2,

abrangendo desde o éxon 3 ao éxon 25 (Figura 1). Os produtos provenientes da reacdo de

sequenciamento foram purificados mediante o protocolo de EDTA/Etanol, para ser

posteriormente avaliados no sequenciador automatico 3500 XL Genetic Analyzer® (Applied

BioSystems, USA), utilizando polimero POP-7.

Quadro 2. Primers utilizados no Sequenciamento de Sanger

Primers Sequéncias 5°— 3’ Temperatura de Anelamento
JAK2 F 1 GGC AAC AGG AACAAGATGTGA A 69°C
JAK2_Rev_691 AGC TGA TAG AGTTATAGATGGC 64°C
JAK2_F 691 AAA CGA TCA AAC CCC ACT GG 68°C
JAK2_Fow_1325 CCCAATTTCGATGGATTT TGC CA 69°C
JAK2_Rev_1340 TCCAGT CTGATTACCTGCTT 65°C
JAK2_F 1981 ATTCTGGTTCAGGAGTITG 62°C
JAK2_R 1963 CAA ACT CCT GAACCAGAAT 62°C
JAK2_F 2715 GGT ATG ACCC CTC TAC AGG AC 66°C
JAK2_R 2696 GTCCTG TAG AGG GTC ATACC 65°C
JAK_R1 3503 TTG GTC TCA GAATGAAGG TC 64°C
F-JAK2-Confirmacéo AGT GGT CCT TCA GGT GAG GAG 56°C
Gene JAK2
Exons
NH2 - FERM SH2 | JH2 | | JH1 | COOH -
W7  — g —— M5 ———— JHa = IH3 —| M2 H ML ‘ Dominios proteicos
B F1 F_1325 F_2715
Reacdo em cadeia da Polimerase - - -
(Primers) qui'w REE® R{EDS
[~ F1 F_1325 F_2715
- F_691 —_— F_1s81 -
Sequenciamento de Sanger ] - R_1340 R_2696 R_3503
(Primers) F-JAE(.:::nflrmagau -— — -

R_691
=

Figura 1. Estrutura do gene JAK2. As caixas cinzas correspondem aos éxons codificantes 3-25 que foram
analisados por Sequenciamento de Sanger. Setas indicam primers usados nas reacdes. Caixas de texto pretas
indicam o tamanho dos fragmentos.
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Andlises de dados. As sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas mediante software
Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher Scientific, Sdo Paulo, Brazil]);
somente as sequéncias de boa qualidade foram usadas para analise de variantes. Software
Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) foi usado para obter contigs e compara-los com a sequéncia
de referéncia Homo sapiens Janus kinase 2 (JAK2), transcrito 2, mRNA (NCBI:
NM_001322194.2). Amostras com presenca de variantes raras foram sequenciadas e

confirmadas duas vezes.

Anélise estatistica. Varidveis categoricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia
relativa (%). Variaveis numéricas continuas foram expressas por mediana e intervalo
interquartil [11Q]. Distribuicdo de variaveis numéricas continuas foram conferidas mediante
teste de Shapiro-Wilk. Analise estatistica de variaveis categoricas foi realizada pelo teste Qui-
Quadrado. Teste Kruskall-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para analise de variaveis
numéricas, quando for conveniente. Dados de individuos com MF foram excluidos da anélise
estatistica entre grupos. Valores de p <0.05 consideraram-se estatisticamente significativos.

Analise estatistica dos dados realizou-se através do software GraphPad Prism v8.2.1.
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5. CONCLUSOES

Das variantes identificadas na regido codificante do gene JAK2 em pacientes com
Neoplasias Mieloproliferativas cronicas BCR/ABL1 negativo, a maioria delas caracterizam-se
como sindnimas e do tipo somatico.

Os quatro dominios da proteina JAK2 (FERM, SH2, Pseudoquinase e Quinase) assim como
também regibes de ligagdo entre dominios (FERM-SH2, SH2-JH2, JH2-JH1) apresentaram
variantes na sequéncia nucleotidica.

As variantes rs2230724, rs2230722 e rs773754) foram as mais frequentes em individuos
com policitemia vera e trombocitemia essencial, encontradas de forma exclusiva e
conjuntamente.

Individuos com as variantes rs2230724, rs2230722 e rs77375493 evidenciam alteracGes
discretas no perfil clinico-laboratorial, especialmente em concomitancia com a variante
rs77375493, demonstrando que individuos com PV com a combinacdo de variantes
rs2230722/rs77375493/rs2230724 (em concomitancia) apresentam hematdcrito e volume
corpuscular médio aumentado e maior nimero de eventos cardiovasculares, contrario de
individuos com TE que evidenciam aumento de Contagem global de eritrocitos, hematdcrito e

hemoglobina e maior frequéncia de eventos trombohemorragicos.
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ABSTRACT

Background: Chronic Myeloproliferative Neoplasms (MPN) are a group of diseases,
characterized by the hyperplasia of progenitor hematopoietic cells in the bone marrow and
increased circulation of mature cells in the peripheral blood. This study aims to investigate the
occurrence the JAK2V617F mutation in patients with myeloproliferative neoplasms in the state
of Amazonas-Brazil. Methods: Molecular analysis of JAK2V617F was performed by
Restriction Fragment Length Polymorphism-Polymerase-Polymerase Chain Reaction (RFLP-
PCR) and Sanger Sequencing. The accuracy, sensibility, and specificity of the test was
calculated by online application OpenEpi. Results: 103 samples were analyzed by RFLP-PCR
methodology, 91 (88.3%) were negative, 12 (11.6%) were positive. 8 patients (7.8%) carried
GT genotype (heterozygote) and 2 (1.9%) carried TT genotype (mutant homozygote). The
performance of the RFLP-PCR assay and Sanger Sequencing for the detection of the
JAK2V617F mutation showed equivalent results, with a level of diagnostic accuracy of
98.06%, sensitivity of 100% and specificity of 97.85%. Conclusions: Both techniques can be
used to detect JAK2V617F. RFLP-PCR can be used as a screening technique in laboratories
where routine laboratory conditions are limited; and Sanger sequencing can be used in the

diagnostic confirmation of JAK2V617F positive cases.
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INTRODUCTION

Chronic Myeloproliferative Neoplasms (MPN) are diseases of a clonal nature, characterized
by the aberrant proliferation of hematopoietic cells in the bone marrow [1, 2]. In its most recent
edition of the Classification System for Hematopoietic and Lymphoid Tissue Tumors,
published in 2016, the World Health Organization (WHO) revised the diagnostic criteria for
the category of myeloproliferative neoplasms, which after the update now include seven clinical
entities: chronic myeloid leukemia (CML), chronic neutrophilic leukemia (CNL), polycythemia
vera (PV), myelofibrosis (MF), essential thrombocythemia (ET), chronic eosinophilic leukemia

(CLE) and unclassifiable myeloproliferative neoplasm (U-MPN) [3, 4].

The molecular characteristics, clinical and laboratory data and hematological findings
support the diagnosis of MPNs: polycythemia vera phenotype is typically represented by
erythrocytosis, while essential thrombocythemia is marked by expansion of the megakaryocytic
lineage; and myelofibrosis, due to medullary fibrosis and abnormalities in granulocytes and
megakaryocytes on bone marrow stroma [4-6]. The three clinical entities also share
manifestations such as hepatosplenomegaly, leukocytosis, thrombocytosis, microvascular
symptoms, thrombohemorrhagic complications, risk of leukemic transformation or fibrotic
progression [6-11]. Patients with JAK2V617F positive myeloproliferative neoplasms are
generally older and have higher leukocyte and hemoglobin counts and reduced platelet counts
compared to patients with JAK2 mutation of exon 12 [5, 12, 13]. It is further reported that
patients with the JAK2V617F mutation have a higher rate of associated complications

compared to wild-type JAK2 patients [6, 14].
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While CML has its etiology linked to the BCR/ABL1 proto-oncogene, the pathological
mechanism of PV, TE and MF, in turn, is triggered by mutations in the and Janus kinase 2 gene
(JAK2) thrombopoietin receptor (MPL) and calreticulin (CALR) [1, 17, 18]. The JAK2V617F
mutation stands out for being the most frequent molecular alteration in BCR/ABL1 negative
Chronic Myeloproliferative Neoplasms, being reported in approximately 95% of patients with

PV and in about 50-60% in patients with ET and PMF [6, 12, 16].

Located on chromosome 9p24, the JAK2 gene encodes the JAK2 protein, a cytoplasmic
tyrosine kinase associated with hematopoietic cytokine receptors (EPO, TPO, IL-3 and GM-
CSF) that acts directly on intracellular signal transduction, triggering the activation of factors
involved in cellular processes such as proliferation, differentiation and apoptosis [6, 17, 18].
The JAK2V617F mutation occurs in exon 14 of the JAK2 gene, specifically in the pseudo-
kinase regulatory domain where it replaces a guanine (G) base with a thymine (T), which in
turn results in the change of amino acid valine (V) for phenylalanine (F) at nucleotide 1849 of
codon 617 of the polypeptide chain of the JAK2 gene. Such alteration constitutively stimulates
the catalytic activity of JAK2, and consequently alters the intracellular signaling pathways of

molecules of the STAT families and via MAPK/ERK-PI3K/AKT [6, 10, 14, 19]

In Brazil, there are currently scientific research concerning the molecular and
epidemiological study of BCR/ABL1 negative chronic myeloproliferative neoplasms [17, 20—
22]. However, the literature does not allude to research focused on the area in the state of
Amazonas. Thus, the present study is focused on the investigation and molecular
characterization of the JAK2V617F mutation in patients with myeloproliferative neoplasms in
the region. The research aims to generate new genetic data, contributing directly to the

management and treatment of these hematological malignancies. With this, the accomplishment
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of this research will contribute to the acquisition of diagnostic/prognostic tools in favor of the

target population.

MATERIAL AND METHODS

Study design

A total of 103 patients with chronic myeloproliferative neoplasms were included in the research
according to the ICD (International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems) provided in the patients' medical records (PV: ICD-10 D45, ET: ICD-10 DA47. 3,
CML: ICD-10 C92.1, MDS: ICD-10 D46) in accordance with the guidelines established by the
World Health Organization (WHO), attended at the Fundagdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) in the period from January to 2017 to December 2020.
Subsequently, insufficient samples for analysis were excluded from the study, as well as
patients who did not present sufficient data in their medical records for clinical and laboratory

characterization of the disease.

Ethical Statement

Ethics approval for the study was obtained from the Brazilian National Ethics Committee
(approval number #4.943.653). All procedures are in accordance with the Resolution 466/12
from the Brazilian Ministry of Healthy and with the Helsinki Declaration. The participants read

and signed the informed consent form before enroliment.

Genomic DNA extraction
Briefly, genomic DNA was extracted from peripheral blood samples using a TRIzol™
(ThermoFisher Scientific) protocol [23, 24] according to the manufacturer's recommendations.

After extraction, all samples were stored at -80 °C until the JAK2V617F genotyping analyses.
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Molecular analysis of JAK2V617F
Sample analysis was performed by Restriction Fragment Length Polymorphism- Polymerase
Chain Reaction (RFLP-PCR). Initially, JAK2V617F was amplified with the primers

JAK2V617F 5' — GGGTTTCCTCAGAACGTTGA - 3' forward and JAK2V617F 5' —

TCATTGCTTTCCTTTTTCACAA — 3' reverse [1, 17]. PCR amplifications occurred
containing 100-200 ng of genomic DNA, 0.2 mM DNTP; 2 mM MgClI2; 0.2 pmol of each
primer, 1X PCR buffer and 1U Taq DNA polymerase [17, 20]. The fragments were amplified
using the following cycling parameters: 96°C for 2 minutes followed by 45 cycles at 96°C for
30 seconds, 57°C for 30 seconds and 72°C for 1 minute. The PCR product obtained is 460 bp
and was separated on a 2% agarose gel to confirm the amplification. The resulting product was
subjected to digestion with 2 units of the endonuclease Bsa XI (New England BioLabs inc.),
for 16 hat 37°C, in then analyzed by electrophoresis in 2% agarose gel. Wild-type JAK2V617F
alleles show two visible bands with 241bp and 189bp and a minor band with 30bp, while
JAK2V617F-positive samples show a single predominant band at 460bp, remain uncleaved in

the presence of the 1849 T allele.

Nucleotide sequencing

Sanger sequencing was performed on the same amplicons as used for RFLP analysis. The
amplified fragments were purified using Polyethylene Glycol (PEG 8000, Promega). The
purified products were directly sequenced on both strands using the PCR primers and the Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems/Perkin-Elmer,
Foster City, CA) in an automated sequencer (ABI 3500, Applied Biosystems) using POP7
polymer. The sequences were initially analyzed by the Sequencing Analysis software (Applied
Biosystems, v5.3.1). Only sequences with a Phred score cutoff of > 20 were considered,

correspond to a 99% accuracy in the base call. The contigs sequences were obtained and aligned
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to a reference sequence NG_009904.1 (NCBI: 3717) using the Geneious 6.2 software

(Biomatters™, USA).

Data analysis

Demographic, clinical and laboratory data were presented in tables and graphs, prepared using
the Excel program (Microsoft Corporation). Categorical variables are expressed as absolute
value (n) and relative frequency (%). Accuracy test was calculated by an online application
(https://www.openepi.com/ DiagnosticTest/DiagnosticTest.htm) and Stata software, version
16.0 (StataCorp LLC, College Station, TX, USA). Sensitivity was calculated as the proportion
of participants carrying the JAK2V617F mutation who were positive by Sanger Sequencing and
specificity as the number of JAK2V617F negative participants by Sanger Sequencing. Positive
predictive value (PPV) was calculated as the proportion of participants among those with a
Sanger-positive result and negative predictive value (NPV) as the proportion of participants
without the JAK2V617F mutation among Sanger-positive patients. The 95% confidence
intervals (CI) of these proportions were calculated. The above indicators were calculated for
the general population and according to the JAK2V617F mutation status in the analyzed

samples.

RESULTS
103 samples of patients were analyzed, both sexes (men 53.4%; women 46.6%) aged
between 02 and 88 years old (49.7 years £ 19.6) Table 1. 91 (88.3%) of that samples were

negative by the RFLP-PCR methodology.
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Table 1. Clinical and laboratory characteristics of the patients included in the study (n=103).

*: Unclassified diagnosis

PV CML MDS ET Others*
71,4 47,6 67 50 48,2
Age (+3D) (+11,4) (£8,6)  (£18,03)
(£19,17) (+21,42)
Gender (M/F) 2/3 36/31 2/1 2/6 13/7
Hemoglobin (g/L) 15,9 10,07 8 10,8 10,1
(range) (£3,34) (+2,30) (£1,59) (x1,67) (£2,5)
JAK2WT 0/5 67/67 1/3 7/8 20/20
JAK2V617F* 5/5 4/67 2/3 1/8 0/20

The JAK2V617F mutation was detected in 12 (11.6%) of the 103 samples analyzed,
distributed among the clinical entities: Polycythemia Vera (5), Chronic Myeloid Leukemia (4),
Myelodysplastic Syndrome (2) and Essential Thrombocythemia (1) Table 2. The mean age

observed in patients positive for the JAK2V617F mutation was 68.5 years (x 9.6).
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Table 2. Comparison of JAK2V617F mutation detection in positive samples from individuals

with MPN. *: Unclassified diagnosis.

Diseases n Positivity for JAK2V617F
RFLP-PCR Sanger Sequencing
(n=103) (1=103)
Polycithemia Vera, n (%) 5 5 (100%) 5 (100%)
Chronic myeloid leukemia, n (%) 67 4 (5%) 2 (3%)
Myelodisplastic Syndrom, n (%) 3 2 (66,6%) 2 (66,6%)
Essential Thrombocithemia, n (%) 8 1 (12,5%) 1 (12,5%)
Others* 20 0 0

In order to validate the RFLP-PCR technique for the JAK2V617F target, it was decided

to carry out a new test of the samples using the Sanger Sequencing method. 8 samples (7.8%)

had the GT genotype (heterozygote) and 2 (1.9%) had the TT genotype (mutant homozygote),

while 2 samples were negative by this technique. Thus, only 10 of the 12 samples were

confirmed as positive for the JAK2V617F mutation by both techniques, as described in Table

3.

Table 3. Comparative diagnostic performance between Sanger Sequencing and RFLP-PCR

for the JAK2V617F mutation. A diagnostic Test was used to evaluate the described indicators,

calculated according to the JAK2V617F mutation status in the analyzed samples.

Abbreviations: PPV: Positive Predictive Value; NPV: Negative Predictive Value, Cl:

Confidence Interval.
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Sanger Sequencing RFLP-PCR
Overall 103 (100%)
JAK2V617F-positive 10 (18,7%) 12 (11.6%)
JAK2V617F-negative 93 (82.3%) 91 (88.3%)
98.06 98.06

Accuracy % (1C 95%)

(93.19-99.47)

(93.19-99.47)

Sensitivity % (IC 95%)

100.0

(72.25- 100.0)

100.0

(72.25- 100.0)

Specificity % (1C 95%)

97.85

(92.49-99.41)

97.85

(92.49-99.41)

83.33 83.33
PPV/* % (IC 95%)
(55.2-95.3) (55.2-95.3)
100.0 100.0
NPV % (IC 95%)
(95.95-100) (95.95-100)

Weighted Kappa % (IC

95%)

0.89 (0.70-1.09)

0.89 (0.70-1.09)
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DISCUSSION

Among the MPN patients included in the study, there was a high frequency of CML,
followed by TE and PV; as well as an equivalence between genders, with a slight male
predominance, in agreement with data related to the world statistics of MPN [4, 16, 25]. In
addition, the presence of JAK2V617F was detected in 1 case of CML positive for the b3a2
transcript (unpublished data); a finding also demonstrated by recent investigations that describe
the coexistence of JAK2V617F and BCR/ABL1 in individuals with CML or MPN; suggesting

that despite being a rare event, it could constitute a new hematological entity [12], [26], [27].

On the other hand, this investigation also aimed to search for diagnostic/prognostic tools
that can be implemented in secondary and tertiary health centers in the state of Amazonas,
which would directly contribute to the monitoring and treatment of these hematological diseases
in the region. Thus, the diagnostic techniques evaluated were RFLP-PCR and Sanger

sequencing, techniques widely used in the diagnosis of MPN [1], [22], [28], [29].

RFLP-PCR is a low-cost method, with good reproducibility and suitable for routine
conditions; however, it is a laborious technique that demands the use of high concentrations of
genetic material and whose results must be interpreted with great caution, since it is an assay
that eventually presents incomplete digestion in the action of the digestion enzyme, causing
false-positives results and possible misdiagnoses [22, 28]. Sanger sequencing is a robust,
reproducible, fast technique that demands low concentrations of genetic material. However, it
Is an expensive test, which requires qualified personnel for its interpretation and specialized

equipment, which, however, provides results of greater diagnostic accuracy [22, 30].

The performance of the RFLP-PCR assay and Sanger Sequencing for the detection of
the JAK2V617F mutation showed equivalent results, indicating a level of diagnostic accuracy

between both techniques of 98.06%, sensitivity of 100% and specificity of 97.85%. Similar data
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were obtained in the comparative study by Didone et al., in which RFLP-PCR and Sanger
Sequencing, presented a similar performance to each other, with levels of accuracy, sensitivity

and specificity of 97.8, 94.0 and 100%, respectively [22].

Therefore, the results indicate that the RFLP-PCR technique may be suitable to be
implemented in the laboratory routine of secondary health centers; being used as a screening
technique in individuals with clinical suspicion of MPN. Given the risk of false-positives for
the JAK2V617F mutation occurring due to interference in the RFLP-PCR technique, we
suggest the adoption of a screening protocol in which positive samples can be forwarded to
reference centers for secondary diagnostic confirmation through Sanger sequencing technique.
Molecular tests, together with assessments of the symptoms presented by the patient, data from
the blood count and complementary tests, such as histological examination of the bone marrow,
are especially essential to establish a safe and well-founded diagnosis in the criteria established
by the WHO, which contributes to adjustment of patient therapy and generates new data to

update the real epidemiological distribution of myeloproliferative neoplasms in Brazil.

Although our study generates benefits for the diagnostic improvement of MPN in the
Amazon region; some limitations are considered, among them, we highlight: the present
investigation aims to screen the JAK2V617F variant in individuals with MPN without allelic
discrimination, the screening was performed in a low number of individuals with classic MPN

and confirmation by it was performed only by sanger sequencing [1, 2, 18, 22, 28].

In conclusion, the evaluation of genetic factors as JAK2V617F opens new perspectives
in patients management at Fundacdo HEMOAM. RFLP-PCR and Sanger sequencing
techniques can be used to detect JAK2V617F. RFLP-PCR can be used as a screening technique
in laboratories where routine laboratory conditions are limited; and Sanger sequencing can be

used in the diagnostic confirmation of RFLP-PCR positive JAK2V617F cases.
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,Qﬁ. Fundagde Hosphalar
de Hemalologia
({} e Hemoterapia
do Amazonas

&L HEMOAM

7.3. TERMO DE |CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Conforme Resolucdo N° 466/12 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

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

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

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

RISCOS E DESCONFORTOS: Sua participacdo nesta pesquisa ndo esta associada a nenhum
tipo de risco, os Unicos desconfortos estdo associados ao processo de coleta do sangue,
manifestando uma possivel aparicdo de hematoma, sangramento no sitio de puncéo, ardor
causado pelo alcool, lesdo de nervo (raramente), nauseas, vomitos ou desmaios. Ressalta-se que
a equipe de coleta de amostras é altamente qualificada, os quais possuem manuais e
treinamentos para identificar e tratar reacdes que possam surgir durante ou apds extracdo do

sangue.

BENEFICIOS: Os beneficios indiretos da sua participagdo nesta investigacdo estdo
direcionados ao estudo molecular (material genético) de doencas no sangue chamadas

neoplasias Mieloproliferativas cronicas na populacdo Amazonense e a aquisicdo de novos
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conhecimentos que provocam grande impacto no monitoramento e tratamento destas doengas.
Com isso, a realizacdo desta pesquisa contribuird a aplicacdo de ferramentas
diagnosticas/prognosticas a favor da populacdo em estudo; ndo originando nenhum tipo de

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

Em caso de vocé aceitar participar do estudo, serdo realizados o0s seguintes

procedimentos:

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

armazenara em condicOes Otimas até sua analise laboratorial.

REVISAO DE PRONTUARIOS MEDICOS: Seréo revisados os seus prontuarios médicos
tanto nos arquivos fisicos como nos arquivos digitais (arquivos armazenados no sistema do
HEMOAM) para obtencdo de dados clinicos como Sexo, ldade, diagnéstico (CID= Cdédigo
estabelecido para uma determinada doenca) resposta ao tratamento e quadro clinico

manifestado.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL.: Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia,
devera falar para alguém da equipe da pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia,
podera contatar diretamente Dra. Andréa Monteiro Tarragd, pesquisadora responsavel pelo

estudo, através do telefone (92) 99136-0001 ou por e-mail andrea_s_monteiro@hotmail.com.

No6s Ihe daremos toda assisténcia integral e gratuita e que for necessaria para garantir seu bem-
estar e do seu acompanhante. A equipe da pesquisa ira garantir que vocé receba assisténcia
imediata para reparacdo a dano (caso tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos,
imediatos ou tardios), sofridos no decorrer de sua participacdo na pesquisa, previsto ou ndo
neste documento.

Apds conhecer os procedimentos que serdo realizados para desenvolver o estudo, vocé devera

saber o seguinte:

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

mencionar, que vocé ndo perdera nenhum direito legal por assinar este documento.
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CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais
referentes a participacdo neste estudo permanecerdo confidenciais durante o desenvolvimento
da pesquisa toda, ndo sendo divulgados de forma a declarar a sua identidade. Assim mesmo, 0s
dados obtidos de testes realizados poderdo ser utilizados de forma andnima para publicacdes
cientificas ou ser apresentados em uma reunido cientifica. Em caso de davidas, denuncias ou
reclamacdes sobre a sua participacdo e sobre questfes éticas do estudo, vocé pode entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da Fundagio Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM); e-mail: cephemoam@gmail.com; endereco: na Av.
Constantino Nery, 4397-Chapada, Bloco A, 2° andar, Sala 13 (CEP-HEMOAM), Chapada,
Manaus - AM; telefone: (92) 3655-0114. O horério de funcionamento do CEP é de 8 as 14

horas, de segunda a sexta-feira.

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

Desta forma, o Sr. (a) autoriza que 0 seu sangue seja guardado para pesquisas futuras
relacionadas com o estudo de alteracfes genéticas que desenvolvem doencas no sangue? ()

Sim ou ( ) Nao

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacdes claras, eu concordo em participar do estudo em questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador) (Impressao dactiloscopica)

Manaus, / /
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7.4. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA EXTRACAO DE
RNA COM REAGENTE TRIZOL

Preparar com antecipacdo centrifugas a 4°C e banho maria a 60°C.

7.4.1. Fase de lise (Células em suspenséo)

[EEN
[

Centrifugar as amostras descongeladas por 5 minutos a 3500 rpm a 4°C.

N
1

Retirar o buffy coat (1 mL) em um tubo previamente identificado. Descarte o restante

de material. Em caso de sobrar plasma, identifigue um novo tubo e armazene a -

80°C.

3- Acrescente 1 mL de tampdo de lise de hemécias no tubo com o buffy coat.

4- Agite no vortex até observar lise.

5- Centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm a 4°C.

6- Ap0s centrifugacdo, observar pellet e verificar se € necessario lisar 1 vez mais. Sendo
for o caso, omitir lise e continuar o procedimento.

7- Acrescentar 1 mL de Trizol e agite no vartex por 10 segundos. Se ndo for possivel
continuar o procedimento; deixar congelada a amostra com Trizol a -80°C.

8- Adicione 200 uL de cloroférmio e agite no vortex por 10 minutos.

9- Centrifugue os tubos a 13200 rpm. por 15 min a 4°C. Ap6s centrifugagdo, a mescla
do material estara separado em 3 fases, aquosa, interfase e fase organica.

10- Transferir 500 uL da fase aquosa (que contém RNA) a um tubo novo previamente

rotulado. Retire com cuidado para ndo contaminar com DNA.

7.4.2. Fase de extracdo e precipitacdo de RNA

11- Adicione 500 uL de isopropanol absoluto no tubo que foi transferida a fase aquosa.
Homogeneizar por inversado e deixar descansar por 10 min a temperatura ambiente.

12- Centrifugar a 13200 rpm por 15 min a 4°C. O RNA total precipitard em forma de
um botdo no fundo do tubo.

13- Descartar o sobrenadante com cuidado, vertendo o microtubo em papel absorvente
para retirar o excesso de isopropanol.

14- Ressuspenda o botdo em 1 mL de etanol 75 % gelado e agite por 10 seg. no vortex.

15- Centrifugar a 12000 rpm. por 7 min a 4°C.
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Descarte o sobrenadante com cuidado, vertendo o microtubo em papel absorvente
para retirar o excesso de alcool.

Repetir os passos 14, 15 e 16. Assegure-se de que no lavado final o tubo esteja o
maximo possivel livre de etanol.

Ressuspenda o botdo em 20 uL de agua ultrapura gelada.

Solubilizar o botdo no vortex.

No banho maria, incube o material ressuspendido por 10 minutos a 60°C.

Apbs incubacdo, quantificar o material extraido observando as relagfes 260/280 e
260/230 < 1.6-2.0

Separe uma aliquota de 5 uL para avaliacdo da qualidade do RNA em gel de 0,8%

Armazene o resto de material extraido a -80°C.

Preparacao do gel a 0,8% para avaliacdo de integridade de RNA

Diluir o TBE 10X em TBE 1X;

Com uma proveta separar 50 mL de TBE 1X; em caso de trabalhar na cuba menor.
Se for na maior separar 200 mL.

Pesar 0,4 g Agarose; se for na cuba menor. Na maior pesar 0,8 g.

Dissolver a Agarose em 50 mL de TBE 1X em um Erlen-mayer de 250mL;
Aquecer a Solugdo em micro-ondas até a solubilizacdo completa da Agarose;
Quando a solucdo com agarose estiver fria, adicionar 1,0-2,0 uL de Brometo e 20 uL
de Formaldeido na solucdo e homogeneizar;

Despejar a solucéo na cuba e colocar cuidadosamente os pentes;

Esperar solidificar. Durante o processo de solidificagdo da agarose, preparar as
amostras para aplicacao no gel.

Colocar 5,0 pL de Blue Juice em uma placa de Terasaki; e acrescentar 5,0 uL da
aliquota de extracdo previamente separada.

Homogeneizar e Aplicar os 10 pL do conteudo por cada pogo;

Ajustar a fonte (Volts = 100) e deixar o gel em corrida por 25 minutos.

12-  Revelaraimagem no Transiluminador e salvar aimagem na pasta apropriada.



Mix para sintese de cDNA Kit Promega

Reagentes 1 Reagao
Vol (uL)
H20 7,18
Buffer 5X 4,0
MgCl2 [25 mM] 1,7
PCR nuclease mix 1,0
RNAsIn 0,12
RT Ez 1,0
Volume do Mix por tubo 15
RNA 2,5/5
Oligo dT 1,0
H20 1,5/-
Volume final por amostra 20

Incubar 5 minutos a 70° C

Incubar 5 minutos em gelo

Acrescentar Mix

CICLAGEM PARA SINTESE DE cDNA
Temperatura Tempo Ciclos
25°C 5 minutos 1
42°C 60 minutos 1
4°C 0 -

7.6. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA REACAO EM

CADEIA DA POLIMERASE
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7.5. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA SINTESE DE cDNA
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Mix para Reacdo PCR — CDS JAK?2 (F2715-R1_3505\ F1-R1340)
Reagentes [ ] Reacéo i/?le?ji;) Mix _chlml_R)eagﬁes
H20 - 13,55 67,75
Buffer 10X PCR 1X 2,5 12,5
dNTPs [2 mM] 0,2 mM 2,5 12,5
MgCl2[50 mM] 2,5mM 1,25 6,25
Primer JAK2-F 0,2 pmol 1 5
Primer JAK2-R 0,2 pmol 1 5
Taq DNA 1U 0,2 1,0
Amostra cDNA > 30 ng/ul 3,0 3,0
VOIU::aE;r;aI da 25 uL 25 25
Volume por Mix 22 uL 22 22

Mix para Reagdo PCR — CDS JAK2 (F1325 - R2696)

Reagentes [ ] Reacdo i/lzle?ii;) Mix —VSIELR)eaQC)eS
H20 - 14,05 70,25
Buffer 10X PCR 1X 2,5 12,5
dNTPs [2 mM] 0,2 mM 2,5 12,5
MgCl2 [50 mM] 1,5mM 0,75 3,75
Primer JAK2-F 0,2 pmol 1 5
Primer JAK2-R 0,2 pmol 1 5
Taq DNA 1U 0,2 1,0
Amostra cDNA > 30 ng/ul 3,0 3,0
Vo'ug:ag;a' da 25 uL 25 25
Volume de Mix por 29 27 27

tubo

. Levar os microtubos ao Termociclador e utilizar o programa descrito abaixo:
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CICLAGEM PARA PCR- CDS JAK2 (F2715-R1_3503)

Temperatura Fase Tempo Ciclos
94°C Desnaturacéo inicial 5 minutos 1
94°C Desnaturacéo 30 segundos
59°C Anelamento 30 segundos 35
72°C Extenséo 1 minuto
72°C Extenséo final 7 minutos 1
4°C o0 - -

CICLAGEM PARA PCR- CDS JAK2 (F1-R1340 \ F1325- R2696)

Temperatura Fase Tempo Ciclos
94°C Desnaturacéo inicial 5 minutos 1
94°C Desnaturacao 30 segundos
63°C Anelamento 30 segundos 35
72°C Extensdo 1 minuto, 45 segundos
72°C Extensdo final 7 minutos 1
4°C o0 - -

« Apo6s amplificacdo, correr as amostras em gel de Agarose ao 1,5 %.
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7.7. PROCEDIMENTO USADO PARA SEQUENCIAMENTO DE SANGER

e Armazenar amplicons a -80 C.

7.7.1. Precipitacéo de produto da PCR com Polietilenoglicol (PEG)

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

Antes de iniciar o procedimento:

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

- Programe o banho-maria seco a 37° C.

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

- Em caso necessario, preparar o0 PEG 20% W\V PEG 2,5 M NaCl)

Para sua preparacao, usar:

10 g de PEG 8000

7,3 g de NaCl

Adicione 35 mL de ddH20O. Agite para solubilizar o PEG durante 20 min ou até

solubilizar. Ap0s agitacdo, completar o volume para 50 mL com ddH20.

Procedimento:

1- Transfira 0 volume do PEG no tubo de 1,5 mL ou na placa de sequenciamento.
*LEMBRE-SE: O volume de PEG a ser adicionado deve ser igual ao volume da PCR. Neste
caso 20 uL + 20 uL.

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

4- Apo6s incubacdo, centrifugue a 2500 rcf (6000 rpm) por 15 min a temperatura ambiente
em caso de ser tubo. Em caso de ser placa centrifugar entre 2200-2500 rcf por 25 min a
temperatura ambiente.

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

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

7- Certifique a auséncia de residuos de etanol e adicione H20 milli Q ou ultrapura,
adicionando o mesmo volume inicial da PCR (20 uL). *LEMBRE-SE: Amostras com banda
fraca ou pouca quantidade de amostra devem ser ressuspendidas em menor quantidade de
H20, 12 uL de agua.
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8- Homogenice e armazene a amostra a -80°C. *LEMBRE-SE: Antes de armazenar as
amostras a -80°C, armazene a 4-5°C por algumas horas para melhor eluigdo de DNA.

9- Quantificar as amostras pelo menos 3 dias apos precipitacdo, passando do freezer (-80°C)
a geladeira 4-5°C pelo menos 2 H antes da quantificacéo.

8.6.2. Preparacgdo do mastex mix para sequenciamento

1- Preparar 0 mapeamento de amostras, colocando as amostras por duplicata (metade da
placa para leitura de Primer Forward e a outra metade para leitura do primer Reverse), sendo
0 nosso protocolo de trabalho o seguinte,

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

3- Preparar 0 mix com os seguintes reagentes;

MIX DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Reagente 1 Reacdo Vol (1 uL) 22 Reac6es (Vol uL)
H20 ultrapura 4,5/5,0/5,5 99
Tampéo 5X 2,0 44
Primer [3.3 Mm] 1,0 22
BigDye 0,5 11
Produto amplificado 2,0/1,5/1,0 2
TOTAL por pogo/tubo 10 10

Apos mescla, levar para termociclador e preparar a seguinte programacao de ciclagem:

Stage 1 96°C por 1 min 1 ciclo
96°C por 10 seg
Stage 2 55°C por 15 seg 15 ciclos

60°C por 1 min, 15 seg

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg
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Stage 3 60°C por 1 min, 30 seg 5 ciclos

55°C por 15 seg

60°C por 1 min, 15 seg

96°C por 10 seg

Stage 3 55°C por 15 seg 5 ciclos

60°C por 1 min, 30 seg

96°C por 10 seg

Stage 4 55°C por 15 seg 5 ciclos

60°C por 2 min

Stage 5 4°C, oo 1 ciclo

8.6.3. Purificacdo do sequenciamento (Método EDTA/Etanol)
1- Apos reacdo de sequenciamento, centrifugar a placa a 2000 rpm x 2 min a 4°C.
2- Em cada poco, adicionar:

-2,5uL de EDTA (125 mM)
- 25 uL de etanol 100% gelado

3- Realizar um spin e incubar a temperatura ambiente e protegido da luz por 15 min.

4- Centrifugar a 2000 rcf x 45 min a 4°C.

5- Inverter a placa na pia para descartar material ndo aderido na reacéao e centrifugar a
placa invertida a 100 rcf x 1 min.

6- Adicionar 35 uL de etanol 70% (temperatura ambiente) em cada poco.

7- Centrifugar a 1650 rcf por 15 min a 4°C.

8- Inverter a placa na pia para descartar material ndo aderido na reacéo e centrifugar a
placa invertida a 100 rcf x 1 min.

9- Secar a placa no termociclador a 60°C x 10 min (OBSERVACAO: Colocar a placa sem
tampa).

10- Armazenar a -20°C as placas até realizar leitura no sequenciador. As placas podem

ficar até 1 més. Em caso de ler no mesmo dia ndo congelar.
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8.6.4. Preparacgdo de amostras pré-leitura no sequenciador

Prepare o termociclador ou termobloco a 95°C.

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

2- Realizar um breve spin na placa.

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

4- Ler no sequenciador. (Em caso de néo ser lidas nesse momento congelar a -20°C)

e LEMBRE-SE de manter sempre a placa protegida da luz.
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7.8. PRODUTOS OBTIDOS DAS REACOES EM CADEIA DA POLIMERASE

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9.7.1. Amplificacdo do extremo 3" da regido codificante do gene
JAK2, determinada pelo fragmento de 830 pb. Linha 1: Ladder 100 pb;
Linha 2: Branco; Linhas 3-7: amostras de pacientes incluidos no estudo.

NMP86 NMP38 NMP39

— 1359 pb

Figura 9.7.2. Amplificacdo do extremo 5" da regido codificante do gene
JAK2, determinada pelo fragmento de 1359 pb. Linha 1: Ladder 100 pb;
Linha 2: Branco; Linhas 3-7: amostras de pacientes incluidos no estudo.

Figura 9.7.3. Amplificacdo da zona intermédia da regido codificante do gene
JAK2, determinada pelo fragmento de 1415 pb. Linha 1: Ladder 100 pb;
Linha 2: Branco; Linhas 3-7: amostras de pacientes incluidos no estudo.
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7.9. VARIANTES IDENTIFICADAS POR SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Q

a
:
|

A T GG T @S T < T & T

Figura 9.8.1. Deteccdo da variante rs77375493
(JAK2V617F) com presenca de alelos variantes em
homozigose (TT). Sequéncia alinhada com o transcrito
2 de JAK2 (NM_001322194).

cC [ [s] TlG = G T T

Figura 9.8.2. Deteccdo da variante rs2230724 com
presenca de alelos variantes em homozigose (AA).
Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de JAK2
(NM_001322194).



T G T G c A N G G A T

Figura 9.8.3. Detecgdo da variante rs2230722
com presenca de alelos variantes em homozigose
(TT). Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de
JAK2 (NM_001322194).

A A A A AMNET G T A T A A A

A10 | 2,524 2520

A A AT AT AT T ¢ AT AT ATAT
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|
e ~=05 00 @l

AAAAA|-TGTATAAA

Figura 9.8.4. Detec¢do da variante rs2230728
com presenca de alelos variantes em homozigose
(CC). Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de
JAK2 (NM_001322194).
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ATGGT?AAAG

Figura 9.8.5. Deteccdo da variante rs907414891
com presenca de alelos variantes em heterozigose
(AG). Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de
JAK2 (NM_001322194).

G T CHEHMT T G A & & &
Figura 9.8.6. Detecgdo da variante rs2230723
com presenga de alelos variantes em heterozigose
(CG). Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de
JAK2 (NM_001322194).

I G Gsa s lrsee lrse Urse rste,) (s
A A T & T|G C & C T C A&

Figura 9.8.7. Deteccdo da variante rs10119726 com
presenca de alelos variantes em heterozigose (TG).
Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de JAK2

(NM_001322194).
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Figura 9.8.8. Deteccdo da variante rs41316003
com presenca de alelos variantes em homozigose
(AA). Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de
JAK2 (NM_001322194).

E,S)IZE 3,:‘)|3I]

VaVaVaV: h

JAVAVAVAY

T C T I G C A A

Figura 9.8.9. Deteccdo da variante
rs55930140 com presenca de alelos variantes
em heterozigose (GA). Sequéncia alinhada
com o0 transcrito 2 de  JAK2
(NM_001322194).
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Figura 9.8.10. Deteccdo da variante rs576746768
com presenga de alelos variantes em heterozigose
(TC). Sequéncia alinhada com o transcrito 2 de
JAK2 (NM_001322194).
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